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RESUMEN

En la actualidad, la salud publica ha orientado sus estrategias hacia la prevencion de
enfermedades cronico-degenerativas desde un enfoque positivo, priorizando la inclusion
de alimentos con efectos benéficos que contribuyan a la prevencién de enfermedades,
impulsando el desarrollo y consumo de alimentos funcionales. Estos se definen como
aquellos que, ademas de su valor nutricional, ejercen efectos favorables sobre funciones
especificas del organismo y pueden reducir el riesgo de diversas patologias. Entre estos
destacan los alimentos fermentados con probiéticos, los cuales han demostrado mejorar
funciones fisioldgicas relevantes.La miel de abejas sin aguijéon es considerada un
alimento funcional debido a su compleja composicidon quimica; sin embargo, su elevado
contenido de azucares simples, principalmente fructosa y glucosa, puede contrarrestar
sus efectos positivos si se consume en exceso, ya que se ha asociado con obesidad,
enfermedades cardiovasculares, estrés oxidativo y otros trastornos metabdlicos. En
México, ademas de la miel producida por Apis mellifera, se obtiene miel de abejas sin
aguijon, entre las que destaca Scaptotrigona mexicana, especie utilizada desde épocas
precolombinas y aun cultivada en diversas regiones del pais. Su miel posee relevancia
cultural, econdmica y ecoldgica, ademas de reconocidos atributos terapéuticos.

Estudios previos han demostrado que la miel de S. mexicana difiere significativamente
de la miel de A. mellifera en sus parametros fisicoquimicos, destacando su alto contenido
de humedad y actividad de agua, lo que la hace susceptible a procesos de fermentacion.
Estas caracteristicas, junto con su contenido de monosacaridos, aminoacidos, vitaminas
y minerales, la convierten en un sustrato adecuado para el crecimiento de
microorganismos benéficos. No obstante, la falta de regulacion especifica y de estudios
sistematicos ha limitado su posicionamiento en el mercado.

Ante el creciente interés por alimentos funcionales, la fermentacidn con probioticos surge
como una estrategia innovadora para potenciar sus propiedades. En este contexto, el
presente estudio tuvo como objetivo analizar las propiedades fisicoquimicas de la miel de
S. mexicana y evaluar el efecto de la adicion de Lactobacillus rhamnosus sobre su
viabilidad, los cambios en su composicion quimica y la generacion de compuestos

bioactivos.



ABSTRACT
Currently, public health strategies are focused on the prevention of chronic degenerative
diseases from a positive approach, prioritizing the inclusion of foods with beneficial health
effects rather than dietary restrictions. This change has increased consumer interest in
more nutritious foods that contribute to disease prevention, driving the development and
consumption of functional foods. These are defined as foods that, in addition to their
nutritional value, have favorable effects on specific bodily functions and can reduce the
risk of various diseases. Among these are fermented foods with probiotics, which have
been shown to improve relevant physiological functions.
Honey from stingless bees are considered a functional food due to its complex chemical
composition; however, its high content of simple sugars, mainly fructose and glucose, can
counteract its positive effects if consumed in excess, as it has been associated with
obesity, cardiovascular disease, oxidative stress, and other metabolic disorders. In
Mexico, in addition to honey produced by Apis mellifera, honey is obtained from stingless
bees, notably Scaptotrigona mexicana, a species used since pre-Columbian times and
still cultivated in various regions of the country. Its honey has cultural, economic, and
ecological relevance, as well as recognized therapeutic attributes.
Previous studies have shown that S. mexicana honey differs significantly from A. mellifera
honey in its physicochemical parameters, notably its high moisture content and water
activity, which makes it susceptible to fermentation processes. These characteristics,
together with its content of monosaccharides, amino acids, vitamins, and minerals, make
it a suitable substrate for the growth of beneficial microorganisms. However, the lack of
specific regulation and systematic studies has limited its positioning in the market.
Given the growing interest in functional foods, fermentation with probiotics is emerging as
an innovative strategy to enhance their properties. In this context, the present study aimed
to analyze the physicochemical properties of S. mexicana honey and evaluate the effect
of adding Lactobacillus rhamnosus on its viability, changes in its chemical composition,

and the generation of bioactive compounds.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad, la salud publica se ha enfocado en la prevencion de enfermedades
cronicas degenerativas desde un enfoque positivo, o que implica dejar de prohibir
alimentos e incluir con mayor frecuencia aquellos con efectos activos y positivos sobre la
salud. La creciente percepcion de los consumidores sobre la relacion entre el consumo
de alimentos saludables y la prevencién de enfermedades ha provocado un aumento en
la demanda de alimentos mas nutritivos que aporten un beneficio a la salud. Un alimento
funcional es aquel que, ha demostrado que posee un efecto beneficioso sobre una o
varias funciones especificas en el organismo, ademas de su valor nutritivo, pueden
reducir el riesgo de contraer ciertas enfermedades. Los alimentos funcionales pueden
mejorar algunas funciones fisiolégicas por mencionar un ejemplo, se encuentran los
alimentos fermentados con la adicibn de probidticos. Actualmente existe una gran
variedad de alimentos funcionales, uno de ellos es la miel de abejas sin aguijon sin
embargo de acuerdo a su composicion quimica predominan los carbohidratos,
especificamente la fructosa y glucosa, dichos nutrientes en exceso pueden contrarrestar
los efectos positivos de la miel, diversos estudios han documentado que los alimentos
con alto contenido de azUcares puede favorecer el desarrollo de obesidad, caries,
enfermedades cardiovasculares, procesos inflamatorios, estrés oxidativo, deterioro
cognitivo y otras patologias (Hernandez, 2010; Diez, 2020; Gomez et al., 2013; Montafio,
2017).

Actualmente en México se produce miel a partir de las abejas de la especie Apis mellifera
(A. mellifera) (abeja europea) y de abejas sin aguijén (Ranneh et al., 2021). En México
se han identificado 46 especies de abejas sin aguijon, una de las cuales es Scaptotrigona
mexicana (S. mexicana), la cual fue utilizada por sociedades precolombinas mexicanas
para producir miel y cerumen. La produccion y cuidado de S. mexicana aun se practica
en los estados de Veracruz, San Luis Potosi, Hidalgo, Yucatan y Puebla. La miel de S.
mexicana es ampliamente valorada debido a su importancia en las economias locales,
relevancia cultural, importancia ecoldgica y atributos terapéuticos (Xolalpa-Aroche et al.,
2024). Este alimento es considerado un alimento funcional debido a su composicion
guimica ya que contiene carbohidratos, vitaminas, minerales, proteinas, enzimas, acidos

organicos, aminoacidos y compuestos fendlicos (Jiménez et al., 2016). De acuerdo con



estudios previos acerca de la composicion fisicoquimica de la miel de S. mexicana, esta
se caracteriza por tener alto contenido de humedad, lo que la convierte en un medio
susceptible a desarrollar procesos de fermentacion por la presencia o adicion de
microorganismos.

Jimenez y colaboradores (2016) realizaron un estudio acerca de la composicion
fisicoquimica y capacidad antioxidante de miel de S. mexicana ya que este tipo de miel
difiere en sus parametros fisicoquimicos comparada con la miel de Apis mellifera. Se han
realizado diversos estudios e investigaciones en las que se informa de diversas funciones
biolégicas de la miel de abejas sin aguijon como el efecto antihipertensivo,
antiinflamatorio, antifangico, antibacteriano, hipoglucemiante y antioxidante (Cruz, et al.,
2014; Garcia-Chiaviano et al., 2022). Das y colaboradores (2015) determinaron el efecto
de la miel de sésamo de abjeas sin aguijon, en el crecimiento de Lactobacillus acidophilus
(L. acidophilus) y B. bifidum. Los resultados mostraron que 24 horas después de la
incubacion, las bacterias L. acidophilus y B. bifidum alcanzaron poblaciones mas altas
cuando crecieron en caldo MRS sin carbohidratos suplementado con miel de sésamo que
en caldo MRS sin suplementar. En este contexto, la miel de S. mexicana representa un
sustrato apto para la fermentacién, debido a su composicion con un alto contenido de
humedad (>20%), alta actividad de agua (>0.8), monosocaridos, aminoacidos, vitaminas,
minerales, entre otros, que pueden favorecer el crecimiento de microorganismos
benéficos como Lactobacillus rhamnosus.

La falta de regulacion especifica y la escasez de investigaciones sobre las propiedades
fisicoguimicas de miel de abejas sin aguijén han dificultado su posicionamiento en el
mercado global, limitando su produccion y distribucion debido a que no cumple los
requisitos de control de calidad de los estandares internacionales, lo que restringe su
comercializacion y afecta a los meliponicultores. Por lo tanto, es fundamental realizar
estudios que permitan caracterizar sus propiedades y establecer parametros que faciliten
su reconocimiento como un producto diferenciado con alto valor agregado. El incremento
en la prevalencia de enfermedades crénico-degenerativas a nivel mundial ha generado
un interés creciente en el desarrollo de alimentos funcionales. En este contexto, surge la
necesidad de explorar alternativas alimenticias que, ademas de aportar energia, ofrezcan

beneficios adicionales para la salud. En los ultimos afios, la industria alimentaria ha



desarrollado estrategias innovadoras para mejorar la calidad y funcionalidad de los
alimentos, destacando la fermentacién con probiéticos como una de las méas efectivas.

El objetivo de este estudio fue analizar las propiedades fisicoquimicas de la miel de S.
mexicana, asi como el efecto de la adicion de Lactobacillus rhamnosus en términos de
su viabilidad durante la fermentacién, cambios en la composicion quimica y la generacion

de compuestos bioactivos.



1.2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

en 2021 se reportaron 35.4 millones de personas que desarrollan enfermedades crénico-
degenerativas a nivel mundial, (OMS, 2025) y cada afio continlan incrementando.
Diversos estudios han sefialado la necesidad de analizar los factores que contribuyen a
este fendbmeno, identificando la alimentacion como factor crucial entre los que destaca el
consumo excesivo de azucar como un elemento clave en el deterioro de la salud de la
poblacién (Cruz et al., 2014). Se ha demostrado que alimentos con alto contenido de
azucares pueden favorecer el desarrollo de obesidad, caries, enfermedades
cardiovasculares, procesos inflamatorios, estrés oxidativo, deterioro cognitivo y otras
patologias (Hernandez, 2010; Diez, 2020; Gomez et al., 2013; Montafio, 2017). La miel,
aunque es un producto natural con propiedades beneficiosas, tiene un alto contenido de
monosacaridos especificamente de fructosa y glucosa, cuyo consumo excesivo puede
generar problemas de salud, como sobrepeso, diabetes, hipertrigliceridemia. Sin
embargo dentro de los endulzantes disponivbles es el nico que proporciona vitaminas,
minerales y compuuestos bioactivos. Dentro de las mieles que se producen actualmente,
la miel de Scaptotrigona mexicana se acracteriza por un contenido menor de azucares
en comparacion la miel de A. mellifera. Sin embargo la miel de S. mexicana enfrenta
barreras en su comercializacion, ya que la normativa actual esta disefiada para la miel
de A. mellifera, lo que limita su reconocimiento y aceptacion en el mercado. Por lo anterior
el analisis de la composicion fisicoquimica es importante para establecer parametros
microbioldgicos y de calidad especificos para el desarrollo de una normativa especifica
para este tipo de miel. En este contexto, los meliponicultores han reducido su produccion,
afectando la preservacion de una practica de relevancia ecolégica y cultural que data de
las civilizaciones maya, totonaca y nahua, quienes se consideran pioneros en el cuidado
y manejo de abejas sin aguijon para la produccién de miel (Pat et al., 2018; Zepeda,
2022). La miel de S. mexicana presenta menor contenido de azucar, mayor humedad,
alta actividad de agua y un elevado contenido de compuestos bioactivos como fenoles y
flavonoides lo que podria influir en sus propiedades nutricionales y funcionales. En este
sentido, la miel de S. mexicana podria ser un medio apto para la incorporacion de
microorganismos probidticos como Lactobacillus rhamnosus en un proceso de

fermentacion controlada. Esto podria potenciar las propiedades funcionales de la miel de



S. mexicana, transformandola en un alimento simbiético con beneficios adicionales para
la salud. La sinergia entre los compuestos prebidticos de la miel y la actividad probiética
de la bacteria podria ofrecer una alternativa mas saludable en comparacion con otros

edulcorantes naturales.

1.3. JUSTIFICACION

Actualmente ha incrementado la demanda y el interés en el desarrollo de alimentos
funcionales, por lo que surge la necesidad de explorar alternativas alimenticias ofrezcan
beneficios adicionales para la salud. La miel es un producto natural en el que predominan
los carbohidratos, lo que podria representar un riesgo si Se consume en exceso, ya qué
dependiendo de la cantidad puede incrementar los niveles de glucosa en sangre. Sin
embargo, la miel de S. mexicana posee caracteristicas fisicoquimicas Unicas como menor
contenido de azucar, mayor humedad, alta actividad de agua y un mayor contenido de
acidos libres. A pesar de estos atributos, existe una falta de estudios detallados sobre
sus propiedades fisicoquimicas y biolégicas lo que ha limitado su inclusién en los
estandares internacionales de calidad, limitando su comercializacién y afectando a los
meliponicultores. Por lo tanto, es fundamental realizar estudios relacionados a su
composicidn fisicoquimica que permitan establecer pardmetros para crear una normativa
de control de calidad especifica para la miel de abejas sin aguijon lo que favorece a
productores y comercializacion a nivel global. En los ultimos afios, la industria alimentaria
ha desarrollado estrategias innovadoras para mejorar la calidad y funcionalidad de los
alimentos, destacando la fermentacién con probi6ticos como una de las mas efectivas.
En sentido, la miel de S. mexicana representa un sustrato apto para el crecimiento de
microorganismos benéficos como L. rhamnosus. La adicion de L. rhamnosus en un
proceso de fermentacion controlada podria generar cambios bioquimicos favorables en
la miel, incluyendo la reduccién de su contenido de azucar y el incremento en la
concentracion de compuestos bioactivos como fenoles, flavonoides y acidos organicos.
Estos cambios no solo mejorarian su perfil nutricional, sino que también podrian potenciar
su capacidad antioxidante y otros efectos biolégicos beneficiosos. Este estudio
contribuira al conocimiento sobre la miel de S. mexicana, a su revalorizacion cultural,

respaldo cientifico de sus actividades biologicas y la promocioén de su aprovechamiento



en la produccion de alimentos innovadores con valor agregado. Ademas, la generacion
de informacidn cientifica sobre este producto servira como base para futuras regulaciones
gue permitan sSu reconocimiento en normativas nacionales e internacionales,
favoreciendo asi su comercializacion y el fortalecimiento del sector meliponicultor. Por lo
tanto, la fermentacion de la miel de S. mexicana con L. rhamnosus representa una
estrategia innovadora con un alto potencial para mejorar sus propiedades funcionales y
nutricionales, ademas de constituir una alternativa viable para el desarrollo de productos
con beneficios para la salud. La implementacion de este proceso no solo beneficiara a
los consumidores, sino que también abrirAd nuevas oportunidades en el mercado de
alimentos funcionales y contribuira al reconocimiento de la miel de abejas sin aguijon

como un producto con caracteristicas Unicas y diferenciadas.



1.4. ANTECEDENTES

Existen aproximadamente 600 especies de abejas sin agujon en la zona tropical y
subtropical del mundo (Vit et al., 2004). Debido a la diversidad de especies de abejas sin
aguijon, la miel que producen tiene caracteristicas propias de cada especie de abeja
(Cruz, et al., 2014). Se ha identificado que la miel de abejas sin aguijon posee una gran
cantidad de compuestos bioactivos con una amplia gama de efectos bioldgicos positivos
(Ruiz-Ruiz et al., 2017). De acuerdo a Rodriguez-Malaver et al. (2012) la miel de abeja
sin aguijon presenta menor cantidad de diastasa, variaciones en el contenido de azucar,
mayor contenido de agua y acidez con respecto a los estandares de la miel de la especie
A. mellifera (Moreira et al., 2023). Debido al mayor contenido de agua y de acidez, se ha
reportado la posibilidad de desarrollar procesos de fermentacion en la miel de S.
mexicana (Pérez- Pérez et al., 2007).

En los dltimos afos, se ha sugerido una variedad de alimentos, incluidas las mieles, como
fuente potencial de componentes prebidticos principalmente por su contenido
fructooligosacaridos. Das y colaboradores (2015) determinaron el efecto de la miel de
sésamo sobre Lactobacillus acidophilus (L. acidophilus) y B. bifidum. Los resultados
mostraron que 24 horas después de la incubacién, las bacterias L. acidophilus y B.
bifidum alcanzaron poblaciones mas altas cuando crecieron en caldo MRS sin
carbohidratos suplementado con miel de sésamo que en caldo MRS sin suplementar. Las
muestras que contenian la miel de sésamo mostraron una tasa de crecimiento
significativamente mayor (p < 0,05) en comparacion con el control, la evaluacion del
crecimiento se realiz6 mediante espectrofotometria a 600 nm. De Melo y colaboradores
(2020) realizaron un estudio en el que utilizaron miel de dos especies de abejas sin
aguijén, Melipona subnitida Ducke y Melipona scutellaris Latrelle con una concentracion
de 20g/L y 30 g/L de miel en un medio de cultivo sin fuente de carbono. Agregaron dos
cepas de probioticos L. acidophilus La-05y B. lactis BB-12. Los resultados en este estudio
mostraron un crecimiento limitado en caldo sin fuente de carbono (sin miel). Las curvas
de crecimiento obtenidas para L. acidophilus LA-05 o B. lactis BB-12 en caldo con 20 y
30 g/L de miel no difirieron (p < 0.05) en general de las obtenidas en caldo con glucosa o
FOS. También se report6 disminucion de pH, glucosa y fructosa. Se identificaron un total

de nueve compuestos fendlicos, tres acidos fendlicos y seis flavonoides, en el caldo con
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miel durante las 48 h de cultivo, previamente a la fermentaciéon no se detectaron esos
compuestos, lo que indica que después del proceso de fermentacion incrementa el
contenido de compuestos fendlicos y la produccion de distintos por el metabolismo
bacteriano. Razali et al. (2019) realizaron un estudio en el que evaluaron las propiedades
prebioticas de la miel de abeja sin aguijén, con la adicién de Lactobacillus acidophilus y
Lactobacillus brevis. Como resultados reportaron que mejoro el contenido fendlico total
en un 47,2%. Jan et al., (2010) investigaron los efectos de la miel en el crecimiento de
Bifidobacterium longum BB 536 (B. longum). Los resultados demostraron que las
muestras de miel silvestre favorecian el crecimiento de B. longum. En este estudio el
crecimiento se atribuy6 a los fructooligosacéaridos identificados que fueron inulobiosa,
kestosa y nistosa.

Se ha reportado que debido a la diversidad de carbohidratos presentes en la miel como
los no digeribles en forma de oligosacaridos, algunos tipos de miel tienen actividad
prebiotica, esto se ha comprobado de manera in vitro, en animales y piloto en humanos.
La actividad prebidtica podria colocar a la miel como una opcion de tratamiento adecuada
para beneficiar la microbiota y reducir las enfermedades intestinales. (Schell et al., 2022).
Algunos estudios in vivo con modelos animales muestran que la miel es capaz de
promover las poblaciones de bacterias probidticas, incluyendo Bifidobacterium spp. y
Lactobacillus spp. Shamala et al. (2000) evaluaron el efecto de la miel y la sacarosa sobre
las bacterias del &cido lactico in vitro y en el intestino de ratas para determinar si estos
organismos se vieron afectados de manera diferente por la miel en comparacion con la
sacarosa. En condiciones in vitro, el numero de conteos de Lactobacillus acidophilus y
Lactobacillus plantarum aumento6 de 10 a 100 veces en presencia de miel en comparacion
con la sacarosa. La alimentacion con miel a ratas también resulté en un aumento
significativo en los conteos de bacterias del acido lactico. Por su parte Hasyimi et al.
(2020) realizaron un estudio en él se evalud la incoporacién de miel como agente
prebiotico, los resultados mostraron un aumento en la diversidad de Microbacterium,
Lactobacillus y Neptunomonas. El-Arab et al. (2006) en su investigacion concluyeron que
los azUcares presentes en la miel mejoran la microbiota intestinal. Li et al. (2020)
evaluaron la incoporacion de miel en la dieta de ratas, como resultado, la miel mostré
modular la composicién microbiana de la microbiota, evaluado mediante secuenciacion
genomica de ARNr 16S.






2. MARCO TEORICO

2.2.  Miel

2.1.1. Antecedentes historicos

El uso de la miel se remonta a tiempos prehistoricos, de acuerdo a representaciones de
arte rupestre del Paleolitico halladas en las cuevas de Bicorp y dos agua (Valencia) y en
el barranco de La Valltorta, Tirrig (Castellébn) en donde se muestra a individuos colgando
de una soga para llegar a un agujero de la roca en dénde hay una colmena. La primeria
referencia aparece en una tabla de Sumeria que data del afio 2100 -2000 a.C. en la que
la miel se usa como medicamento y codmo ungiento. Nuestros antepasados consumian
miel recolectandola de colmenas, ahumeaban las colmenas para ahuyentar a las abejas
y extraer la miel. La apicultura data del Neolitico, en los comienzos de la agricultura. La
civilizacion egipcia destaca el uso de la miel como alimento, medicamento y bebida
(hidromiel). Los romanos la consideraban fuente importante de fortaleza. Los
hispanoarabes utilizaban la miel en la pasteleria, los musulmanes en la medicina. Los
principales paises exportadores de miel son China, Argentina y México. La introduccion
del azucar de cafia y azlcar de remolacha ocasioné una disminucion en el consumo de
miel. La miel fue durante muchos afios el principal alimento concentrado en azucares
consumido por el hombre; sin embargo, al inicio de la época industrial en Europa (finales
del siglo XVIIl) comenzaron a cambiar los habitos de consumo utilizando azicar como

edulcorante de mesa.

2.1.2. Definicion.

La miel es una sustancia natural dulce (Erejuwa et al., 2012) producida por las abejas;
actualmente, se producen dos tipos de miel a nivel mundial: la miel tradicional de A.
mellifera y la miel de abejas sin aguijon (Ranneh et al., 2021). Las abejas producen la
miel a partir del néctar de las flores, de las secreciones de las plantas o de las excreciones
de algunos insectos succionadores (miel de mielada), las abejas recolectan alguno de los
anteriores y lo transforman al combinarse con sustancias propias, posteriormente lo
depositan, deshidratan, almacenan y se conserva en las colmenas para que maduren
(Jay, 2002). El color de la miel puede de ir de incoloro a pardo oscuro; su consistencia

puede ser fluida o viscosa en cuanto al sabor y aroma estos varian de acuerdo a la planta

10



de origen (Cruz, et al., 2014). La miel se considera un alimento funcional ya que diversos
estudios demuestran los beneficios de la miel en la salud (Erejuwa et al., 2012; Vit et al.,
2013; Ranneh et al., 2021).

2.1.3. Elaboracion

Las abejas introducen bien el néctar o mielato en su buche e incorporan secreciones
salivares, ricas en enzimas (diastasas, invertasa y glucosa oxidasa). Durante el
transporte inicia la transformacion de néctar o mielada en miel por la accion enzimatica,
principalmente por la invertasa o sacarasa. El contenido de buche es almacenado en los
panales, donde se produce la concentracion del producto hasta obtener un 82% de
materia seca; en ese momento y con el objetivo de que la miel tenga contacto con el aire,
del cual podria absorber agua pos su capacidad higroscépica, las abejas recubren la
célula llena de miel con un opérculo de cera pura. La transformacién del néctar y el
mielato en miel se debe a la inversién de la sacarosa en una mezcla de glucosa y fructosa
bajo la accion de la sacarasa, incorporada por la abeja a través de su saliva. La invertasa
continba actuando sobre la sacarosa a lo largo de toda la vida de la miel, si no realiza

ningun tratamiento térmico, entre mas vieja sea la miel, menor contenido de sacarosa.
2.1.4. Tipos de miel

La miel se puede clasificar de acuerdo con su origen o elaboracion.

Origen botanico

Segun su origen botanico:

e Miel de flores o miel de néctar:

- Miel unifloral o monofloral: se designa una miel como monofloral cuando el tipo
de polen que la caracteriza esta presente en su sedimento en cantidades
superiores al 45% del total

- Miel multifloral o polifloral o milflores: son mieles en las cuales no predomina
ninguna forma polinica sobre las demas

e Miel de mielada: suele proceder de la encina y del roble.

De acuerdo a su elaboracion:
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- Miel en panal: producto que consiste en miel almacenada por las abejas en los
alvéolos sellados de panales recién construidos o en delgadas laminas de cera
en forma de panal

- Miel en trozos de panal o panales cortados: miel que incluye uno o varios
fragmentos de panal de miel en su composicion.

- Miel escurrida: miel obtenida al dejar escurrir el contenido de los panales
previamente desoperculados, sin aplicar fuerza mecéanica.

- Miel centrifugada: miel extraida mediante el proceso de centrifugacién de los
panales desoperculados para separar el liquido de la cera.

- Miel prensada: miel obtenida mediante la comprension de los panales, para
eliminar larvas, con o sin incremento de temperatura en el proceso

- Miel filtrada: producto que se obtiene mediante la eliminacion de residuos
organicos o inorganicos que no pertenecen a al a miel, pero sin eliminacion del
polen (Jay, 2002).

2.1.5. Composicidén quimica

La miel es un producto biolégico muy complejo por lo que su composicion quimica varia
debido a diversos factores como la naturaleza del suelo, clima, zona geografica, especies
cosechadas (el tipo de planta influye en las propiedades de la miel), raza de la abeja y
estado fisiolégico de la colonia (Erejuwa et al., 2012). La miel esta compuesta
principalmente aproximadamente en un 80% por azucares (principalmente glucosa y
fructosa) y otros constituyentes (Cruz, et al., 2014) como agua en 17% y 3% de
sustancias diversas como enzimas, aminoacidos, acidos organicos, vitaminas, minerales,
pigmentos, compuestos fendélicos, compuestos volatiles y particulas sélidas derivadas de
la cosecha de miel (Seraglio et al., 2021). En cuanto a los compuestos fendlicos se ha
demostrado que tiene una gran cantidad de flavonoides y acidos fendlicos, los cuales
exhiben una amplia gama de efectos biol6gicos demostrados en estudios previos
(Manzanares et al., 2014; Da Silva et al., 2015).

2.1.5.1. Hidratos de carbono

La miel es un alimento naturalmente dulce debido a que estd compuesto principalmente

por hidratos de carbono (Seraglio et al., 2021) que son moléculas organicas presentes
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en diversos alimentos como la miel, componen del 60 a 95% en peso seco (Ranneh et
al., 2021). Se pueden identificar monosacaridos (70%), disacaridos (9%), trisacéridos y
otros oligosacaridos (1.5%) donde el tipo floral es un factor clave en la modulacion de
esta proporcion (Jay, 2002; Da Silva et al.,, 2015). Los monosacéaridos suelen estar
presentes en un porcentaje promedio de 38% para la fructosa y la glucosa con un 31%
aunque pueden existir excepciones. Estos provienen de la degradacion de sacarosa bajo
la accion de la invertasa. Con el envejecimiento de la miel disminuyen los monosacaridos
y aumentan los oligosacaridos; con el paso del tiempo la fructosa se degrada hasta
convertirse en hidroximetilfurfural o bien puede formar oligosacaridos.

Los disacaridos disponibles son varios, el mas abundante es la maltosa (7%), la sacarosa
(1-3%) y en menor proporcién la trehalosa (<2.5%), isomaltosa (0.5-1.5%), turanosa (0.5-
1.5%), nigerosa (0.2-1%), melibosa (<0.5%), palatinosa (<0.3%) kojibiosa, gentibiosa,
maltulosa y laminaribiosa, entre otros (Ranneh et al., 2021).

Trisacaridos y otros oligosacaridos: se encuentran principalmente: melecitosa (<5%),
erlosa (<3.5%), rafinosa (<1%), 1-cestosa, teanderosa, maltotriosa, panosa, isopanosa,
6-glucosilsacarosa, 3-isomaltosilglucosa, iIsomaltotriosa, Isomaltotetralosa,
isomaltopentosa y arabinogalactomanano (Jay, 2002; Da Silva et al., 2015).

Para asegurar la autenticidad de la miel esta debe tener un contenido de fructosa y
glucosa igual o mayor al 60%. El contenido de sacarosa no debe ser mayor del 5% (Da
Silva et al., 2015). La miel también contiene entre un 4 y un 5 % de fructooligosacaridos
(FOS), que sirven como agentes prebidticos (Orsoli¢ et al., 2017).

2.1.5.2. Azlcares reductores

En la miel se pueden encontrar azUcares reductores que son biomoléculas que contiene
un grupo carbonilo (C=0) en su estructura, que tienen la duncion de reducir sutancias;
es decir, que su mecanismo consiste en donar electrones al reaccionar con otra molécula
(Ranneh et al., 2021). Para la identificacion de azUcares reductores se puede utilizar
el método volumétrico de Lane-Eynon, el cual se fundamenta en medir el volumen de una
disolucién de la muestra necesario para reducir por completo un volumen determinado
de un reactivo alcalino de cobre. Previo al analisis, la muestra debe someterse a una
preparacion previa en la que los azucares no reductores, como los disacaridos y
polisacaridos, son hidrolizados. Este proceso implica la ruptura de los enlaces

glucosidicos generando monosacaridos, principalmente glucosa y fructuosa, los cuales
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poseen grupos funcionales libre como un grupo carboxilico y un grupo cetona. En medio
alcalino y bajo altas temperatura, estos azucares reductores se oxidan al reaccionar con
la solucion de Fehling (mezcla de sulfato cuprico y tartrato doble de sodio y potasio).
Durante la reaccidn, los iones cupricos se reducen a 6xido cuproso, lo que produce una

sal de sodio y la formacion de un precipitado color rojo ladrillo.

2.1.5.3. Agua

El agua es el segundo componente mayoritario de la miel y su contenido esta relacionado
con el origen botanico y clima, asi como el grado de madurez (momento de la extraccion).
Los valores habituales van del 17-18% sin embargo pueden variar entre 14-25% (Seraglio
et al., 2021). La miel tiene una gran tendencia a captar agua, cuando la humedad relativa
ambiental es igual o superior al 60%. Sin embargo, un elevado contenido de agua puede
originar una fermentacion y favorecer al desarrollo de un pardeamiento quimico (Jay,
2002).

2.1.5.4. Compuestos nitrogenados

El contenido de nitrégeno en la miel oscila entre 0.03 y 0.13%. Los principales
constituyentes son aminoacidos libres y enzimas siendo la principal fuente el polen
(Ranneh et al., 2021). Las proteinas provienen de los insectos y de las plantas con un
0.2%. Por su parte las enzimas son aportadas por los insectos como la invertasa, diastasa
(amilasa) y glucosa oxidasa; asi como por las plantas como la fosfatasa alcalina y
catalasa (Ramon-Sierra et al., 2015). La invertasa participa en la degradaciéon de la
sacarosa en glucosa, sin embargo en la etapa final de la maduracion de la miel queda
una pequefia cantidad de sacarosa presente (Ball, 2007). La diastasa se caracteriza por
romper los enlaces quimicos de la maltosa; se utiliza como indicador de calidad de la
miel, donde la calidad de la miel es positivamente proporcional a la cantidad de diastasa
(Yaghoobi et al., 2008). La glucosa oxidasa proviene de las glandulas faringeas de la
abejay, por lo que, su cantidad es variada. El peroxido de hidrégeno que se produce tras
la accion de la glucosa oxidasa sobre la glucosa contribuye a la accién antibacteriana de
la miel. La presencia de estas enzimas en la miel es lo que la diferencia con respecto a
otros edulcorantes (Ball, 2007). EIl contenido de aminoacidos libres es de 0.01% uno de

los identificados es la prolina que puede tener una presencia del 30-80% (Ranneh et al.,
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2021) 0.3-25 mg /kg de colina, 0.06- 5 mg/kg de acetilcolina y en menor cantidad estan
la asparagina, fenilalanina, &cido aspartico, glicina y serina (Yaghoobi et al., 2008).

2.1.5.5. Acidos orgédnicos

Se han encontrado aproximadamente 20 acidos organicos que representa el 0.6%
destacando el acido acético, citrico, lactico, malico, oxalico, succinico, férmico y butirico,
siendo el mayoritario el acido glucénico (Ranneh et al., 2021). Todos los &acidos
contribuyen a pH de la miel que es de 3.3-4.6 para mieles florales y 5.5 para mieles de
mielada. Los &cidos junto con los hidratos de carbono y el peréxido de hidrégeno
contribuyen a la estabilidad microbioldgica de la miel, asi como también tienen un impacto
considerable en la conservacion, estabilidad y sensorialidad (sabor y aroma) y
propiedades fisicoquimicas (acidez y pH) de este producto (Seraglio et al., 2021). Un
valor elevado de los acidos indica alteracion por fermentacion, por lo que el valor maximo
es de 50mEq de acidos/kg de miel (Jay, 2002).

2.1.5.6. Minerales

La cantidad de minerales presentes en la miel oscila de 0.05 a 1.5% en dicho porcentaje
influye el origen botanico, clima, técnicas de extraccion. El potasio es el elemento
mayoritario, seguido del calcio, magnesio y sodio (Seraglio et al., 2021). En cantidades
menores se encuentran el zinc, hierro, manganeso, cobre, cromo, selenio, aluminio, yodo,

cloroy flaor (Da Silva et al., 2015) .

2.1.5.7. Vitaminas

Las vitaminas son un grupo de compuestos organicos que participan en el funcionamiento
del metabolismo, crecimiento, desarrollo y regulan funciones celulares. Se requieren en
cantidades pequefias para formar coenzimas y cofactores (Zawawi et al., 2021). La
vitamina predominante en la miel es la vitamina C (0.5-2.5mg/100g)(Jay, 2002). Algunos
estudios indican que es la vitamina C presente en la miel tiene efectos antioxidantes, esto
debido a que puede reducir la oxidacién causada por el superéxido del ion de oxigeno.
La miel también contiene vitaminas del complejo B como la tiamina (<0.01mg/100g),
piridoxina (<0.03mg/100g), riboflavina (<0.02 mg/100g), niacina (<0.2 mg/100g), acido
pantoténico (<0.1 mg/100g) y acido félico (<0.01 mg/100g) (Jay, 2002; Zawawi et al.,
2021).
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2..1.5.8. Lipidos

Los &cidos grasos estan presentes en la miel muy bajas cantidades como el acido
palmitico, oleico, laurico, estearico, linoleico, etc. Provenientes de las micro particulas de

cera que al ser tan pequefias no pueden ser eliminadas (Jay, 2002).

2.1.5.9. Compuestos aromaticos

Se han identificado méas de 500 compuestos responsables del aroma y el sabor de la miel
(Escuredo et al., 2013) como los ésteres de acidos alifaticos (formiato de metilo, acetato
de metilo y etilo, laurato de etilo) y aromaticos (benzoato de metilo y etilo, fenilacetato de
metilo y etilo). Aldehidos (formaldehido, aceltadehido, 2-fenilacetaldehido), cetonas
(metilcetona y etilcetona) y alcoholes (metanol, etanol, 2-feniletanol). Su concentracién
media es de 0.020 -2 mg/kg (Seraglio et al., 2021).

2.1.5.10. Compuestos fendlicos

Se cree que la presencia de polifenoles en la miel proviene del néctar de la planta,
mientras que la calidad y la cantidad de polifenoles dependen de la region geografica, la
fuente floral, las condiciones climaticas y el tipo de abeja (Ranneh et al., 2021).

Los compuestos fenolicos se pueden clasificar en compuestos fendlicos simples (en su
estructura solo tienen un fenol) y compuestos polifendlicos (contienen varios anillos en
su estructura) (Jay, 2002). En la miel también se han identificado flavonoides, que son
compuestos polifendlicos que tienes dos anillos fendlicos unidos por un puente de
propano, su contenido es variable (20-2000 pug/100g de miel) provienen del néctar, polen
y propoéleo ya que se encuentran de manera natural en muchas partes de las plantas
(Zawawi et al., 2021). Se han identificado el &cido 4-hidroxibenzoico, &cido p-cumarico,
pinocembrina, quercetina, galangina, crisina, kaempferol, y pinobanksina (Manzanares et
al., 2014). Son los responsables del color, junto con otros productos originarios de las
reacciones de pardeamiento no enzimatico. Se caracterizan por tener actividad
antiséptica, antiinflamatoria y antioxidante (Zawawi et al., 2021). La miel de distintas
regiones del mundo contiene tipos similares de &cidos fendlicos, incluidos el acido gélico,
acido siringico, acido benzoico, acido cinamico, (Erejuwa et al., 2012) cafeico, elagico,
ferdlico y acidos p-cumarico; y antioxidantes, como tocoferoles, acido ascorbico,

superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutation reducido (GSH) (Rao et al.,
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2016). Las principales actividades terapéuticas de la miel se atribuyen a su contenido de

polifenoles porque son los fitoquimicos mas abundantes (Ranneh et al., 2021).

2.1.5.11. Humedad

El contenido de agua de la miel esta relacionado con factores como el clima, la humedad
ambiental, la flora, zona geogréfica y fuente de néctar asi como las practicas apicolas
utilizadas para su obtencion y comercializacion (Seraglio et al., 2021). Las abejas
eliminan el agua del néctar en el proceso de la maduracion hasta un limite determinado
por las propias abejas en el momento de opercular la miel. El contenido de agua puede
determinar cambios en la viscosidad y la densidad, por haber sido extraida antes de su
maduracién o por la higroscopicidad, una miel con 18% de agua se encuentra en
equilibrio en una atmosfera donde la humedad relativa sea del 60% (Chuttong et al.,
2016).

2.1.5.12. Actividad del agua (aw)

Es un factor significativo que se utiliza para determinar la prevencién o restriccion del
crecimiento microbiano y, en muchos casos, es el parametro clave responsable de la
estabilidad de los alimentos, la modulacion de la respuesta microbiana y la determinacion

del tipo de microorganismos que se encuentran en los alimentos (lkhsan et al. 2022).

2.1.5.13. pH

El pH es de vital importancia en el control de calidad de mieles frescas y almacenadas
por la influencia en el desarrollo y control de microorganismos y la evolucion de enzimas;
tiene un papel fundamental en la pérdida de aromas, generacion de sabores indeseables,
condiciones de textura, estabilidad y resistencia. El pH de disoluciones de miel oscila
entre 3.2 y 5.5 con un valor medio de 3.9, variacién que depende del origen botanico del
producto, siendo inferior en muestras de naturaleza flora y superior a 4.0 para muestras

de miel de mielada (Salamanca et al., 2004).

2.1.5.14. Hidroximetilfurfural (HMF)

El 5-Hidroximetil-2-Furaldehido o Hidroximetilfurfural mas conocido como HMF es el mas
importante producto intermedio de la reaccion del acido-catalizado por la degradacion de
hexosas y/o reaccion de Maillard; este parametro de calidad permite medir la frescura de

la miel, el envejecimiento natural en los productos alimenticios, evaluar dafios térmicos
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ocasionados en caso de que hayan sido sometidas a procesos de industrializacién con
calor excesivo (dafios térmicos). La accién del calor produce alteraciones o destrucciéon
de los componentes sensibles al calor como deshidratacion de sus azlcares
monosacaridos (principalmente D-fructosa) en medio acido, en forma total o parcial. La
intensidad del calentamiento afecta las caracteristicas sensoriales, terapéuticas,
antisépticas, enzimaticas y provoca la pérdida de elementos nutritivos (vitaminas)
afectando la calidad de la miel. EI HMF ocurre naturalmente en la mayoria de las mieles
y usualmente se incrementa con el tiempo y tratamientos térmicos de la miel (Salamanca
et al., 2004). Se ha considerado un excelente método para apreciar la calidad y frescura
de la miel; su excesiva cantidad implica un oscurecimiento del color y una pérdida de
frescura de la miel. Las mieles en su mayoria sufren el proceso natural de cristalizacion
a muy pocos dias de ser cosechada y pasa a un estado sélido. Ante la preferencia del
mercado por mieles en estado liquido, la miel se calienta perdiendo sus propiedades; es
agui que adquiere valor e importancia la medicion del HMF (Valega 2009). A partir de los
60°C la miel puede incrementar la cantidad. El HMF es de alta toxicidad, es nocivo para
la salud y la ingestion de mieles con alto contenido de HMF puede ocasionar problemas

gastrointestinales (Tosi et al., 2002).

2.1.5.15. Enzimas de la miel

Las enzimas son sustancias de naturaleza proteica, provocan y aceleran reacciones
guimicas. Se producen principalmente en las glandulas hipofaringeas de las abejas
obreras y son termolabiles. Las que se encuentran en la miel actian en especial sobre
los glucidos; las principales son la diastasa (a-amilasa), encargada de hidrolizar el
almidon y procede también del néctar; la invertasa (a-glucosidasa), responsable del
desdoblamiento de la sacarosa en fructosa y glucosa y la glucosaoxidasa, que actla
sobre la glucosa produciendo acido glucoénico, principalmente responsable de la acidez
de la mieles. Esta enzima se inactiva a 60 °C, por lo que es un indicador de que la miel
haya podido ser calentada o que este envejecida (Persano, 2002).

La actividad de diastasa incluye la accion de dos enzimas presentes en la miel, la cuales
son la alfa amilasa y la beta-amilasa. La funcion de estas enzimas es hidrolizar el almidon.
Primero actla la enzima alfa-amilasa que hidroliza el almidon y produce dextrinas
(cadenas de glucosa). A medida que se van generando dextrinas, actla la beta-amilasa

sobre los extremos no reductores de las cadenas de glucosa generando maltosa (Belitz
18



y Grosch, 1997). La reaccion de hidrdlisis de almidén es llevada a cabo por la enzima
amilasa (Diastasa) el almidén no hidrolizado absorbe en la superficie el reactivo de yodo,
produciendo una coloracion morada. En la determinacion de la actividad de diastasa se
coloca como sustrato almidon y se incuba con la muestra de miel, se produce la hidrdlisis
enzimatica del almidén, la cual se determina al afiadir el reactivo de yodo, que produce
coloracion, con el remanente de almidén no hidrolizado. La disminucién del color que
ocurre en los tubos después de incubarlos, respecto del tubo control, es una medida de
la actividad diastasa de la muestra, que se expresa en unidades de diastasa o unidades
Gothe. Se considera que una actividad de diastasa baja implica que la miel ha sido
sobrecalentada o mal almacenada. Mientras mayor es el contenido de esta enzima,
mayor es su calidad. Ademas, la cantidad de diastasa estéa relacionada con la variedad
botanica procedente (Kadar et al., 2010).

2.2. Color

La miel puede ser casi incolora, rojo ambar (miel de flores), pardo claro, verdoso hasta
negro (miel de mielada). El color de la miel esta relacionado con la presencia de
pigmentos de flores también influye la reaccion de Maillard que ocurre por condensacion
de azucares con grupos amino libres, aminoécidos y proteinas (Fattori, S. 2004). La
coloracién de las mieles es un dato importante al ser una caracteristica fisica que
depende del origen del producto. Es un criterio util para la clasificacion de las mieles
monoflorales, que van desde color blanco agua, tonos ambar a casi negro, con posibles
matices tipicos en algunos tipos de miel, como el amarillo brillante, rojizo o verdoso; la
fijacidn de los precios depende en gran medida del color de la miel; las mieles claras
como citricos y acacia, logran los precios mas altos (Bogdanov et al., 2004; Montenegro
et al., 2005). El color de la miel no es un factor de calidad, pero si es una caracteristica
para efectos de presentacion comercial exigido por compradores. Las distintas
tonalidades de la coloracion &mbar de la miel estan expresadas en siete tipos de color
presentados en el cuadro 4, adoptados oficialmente por el Departamento de Agricultura
del Gobierno Federal (U.S.D.A.). En general las mieles mas claras presentan mayor
contenido de monosacaridos, disacaridos como sacarosa y provitamina A, ademas de
presentar una mayor probabilidad a cristalizar, muestran mayor concentracion de H* y

una mayor relacién lactona/acidez libre. Ciertas caracteristicas analiticas varian con el
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color, el contenido de azucares superiores, sustancias nitrogenadas y minerales es mayor
en mieles oscuras, las actividades de invertasa y diastasa son mayores, la acidez libre y
la acidez total aumentan a medida que aumenta el color (Fattori, S. 2004). Las causas de
oscurecimiento en la miel han sido atribuidas a la reacciéon de Maillard, a la
caramelizacién de la fructosa y a la produccion de los polifenoles; sin embargo, no existen
estudios sistematicos en este tema. Las mieles mas oscuras tienen mayor acidez, mas
alto contenido en elementos minerales y son mas ricas en polisacéridos que las de color
claro (Kek et al., 2014; Chuttong et al., 2016). El color de la miel esta relacionado al origen
floral (también relacionado con la presencia de minerales). Los minerales que se
encuentran en la miel pueden provenir néctar, son capaces de formar compuestos
pardos, se ha reportado que un mayor contenido de minerales influye en una
pigmentacién mas intensa en la miel. Las condiciones de almacenamiento pueden influir
en el color de la miel debido a que, si se almacena en recipientes metalicos no aptos para
estar en contacto con alimentos componentes como azucares, aminoacidos y polifenoles

reaccionan con el hierro generando compuestos coloreados (Kek et al., 2017).

2.2.1. Sistema CIE Lab

Se basa en las propiedades fisicas de longitud de onda, pureza de excitacion e intensidad
luminosa, que representan variables especificas y universales. El espacio de color L*a*b*
Los tres ejes del sistema CIELabse indican con los nombres L*, a* b* y representan,
respectivamente, luminosidad, tonalidad de rojo a verde y tonalidad de amarillo a azul
(los dos ultimos ejes estan inspirados en la teoria de los colores oponentes). Los colores
gue estan en el eje L* tienen las coordenadas a* y b* iguales a 0. Son colores acromaticos

(blanco, negro y grises). Los valores situados en el eje L* van de 0 (negro) a 100 (blanco).

2.3.  Meliponicultura

La meliponicultura es una actividad cultural, econémica y social que surge en las
comunidades mayas antes de la conquista europea, segun hallazgos de vestigios
arqueoldgicos en Mesoamérica fechados para el periodo Protoclasico (Pat et al., 2018).
La meliponicultura se dedica al cuidado, maneyo y cria de abejas sin aguijén, su nombre
surge debido a la clasificacién taxonémica de las abejas sin aguijon perteneciente a la
tribu Meliponini. La practica de domesticar abejas sin aguijon y utilizar sus productos se

remonta a la época precolombina en Ameérica. La cultura maya, por ejemplo, se dedicaba
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a la meliponicultura, no solo con fines alimentarios y medicinales, sino también por la miel
y el propdleo que producian, que desempefiaban un papel en las ceremonias religiosas
(Sanches et al., 2017).

Los mayas de la peninsula cultivaron la Melipona beechii, o abeja real Xunancab; los
totonacas y nahuas en el centro del pais cultivaron la Scaptotrigona mexicana, o Pisil
nejmej. Existen datos que nos permiten saber que los antiguos mayas de la peninsula
llegaron a conformar extensos meliponarios con hasta 500 colmenas (Zepeda, 2022).
Actualmente, en la peninsula de Yucatan persiste la meliponicultura; a la vez, varias
especies de abejas sin aguijon son criadas por meliponicultores en estados de la costa
del Golfo de México como Tabasco, Veracruz, Campeche y Quintana Roo; en la costa
del Pacifico en Chiapas, Oaxaca, Guerrero, Michoacan, Jalisco, Nayarit y Sinaloa. Sin
embargo, la meliponicultura en el pais aln es una practica a muy pequefia escala que no
cuenta con apoyo suficiente. Esta situacion favorece que una parte importante de la
produccion de miel y cera provenga todavia de la destruccion de nidos silvestres.
Actualmente, la meliponicultura ha retomado importancia, como parte de la revalorizacion
de la cultura maya, y las propiedades curativas que se le atribuyen, por mencionar
algunas, la actividad antioxidante, antitumoral, antimicrobiana, entre otras (Ramos, 2021).
La meliponicultura usa cientos de especies de abejas sin aguijon. Por esta razon, no es
posible establecer practicas de manejo comunes para trabajar de manera uniforme todas
las especies de abejas sin aguijon. El cuidado de meliponarios suele ser facil; se puede
considerar como una fuente de ingresos complementaria. Las colmenas de abejas sin
aguijon no representan riesgos; se consideran sostenibles para el medio ambiente,
ademas de favorecer a la polinizacion (Rosso & Nates-Parra, 2006).

Luego de su cosecha, las mieles tropicales de abejas sin aguijén producen espuma
debido a su elevado tenor de humedad respecto a mieles de A. mellifera (Pérez-Pérez et
al., 2007)

2.4. Abejas

Las abejas son importantes polinizadores, esenciales en los ecosistemas terrestres
porque tienen un papel ecolégico importante en la reproduccion de las plantas y son
vitales para los sistemas agricolas productores de alimentos (Ayala & Ortega, 2018).
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Actualmente existen mas de 20,000 especies de abejas registradas en el mundo. El 95%
de dichas especies comprende a abejas solitarias; solamente el 5% a abejas sociales,
gue son las que viven en colonias organizadas donde almacenan alimento (Zepeda,
2022). Las abejas nativas se clasifican como insectos y son parientes cercanos de las
avispas y las hormigas. La principal diferencia entre las abejas nativas, también llamadas
“‘meliponas” y las abejas europeas (A. mellifera), esta dada por el hecho de no presentar
un aguijén con veneno como mecanismo de defensa. Ademas, las abejas nativas suelen
ser mas peludas y robustas (con excepcion de las abejas angelitas) y generalmente las
alas son mas cortas que el cuerpo (Zepeda, 2022). Por otro lado, los nidos o colmenas
de las abejas nativas son construidos en posicion horizontal dentro de troncos o algun
espacio hueco que encuentren disponible. Ademas, las abejas nativas construyen una
estructura caracteristica en la entrada del nido denominada piquera, la cual varia en
forma y tamafio dependiendo del tipo de abeja. La colmena o nido de las abejas nativas
protege la cria y brinda refugio para almacenar el alimento (Zepeda, 2022).

Las abejas sin aguijon son un grupo diverso de himendpteros distribuidos ampliamente
en las regiones tropicales (de Jesus, 2009). A diferencia de la abeja A. melifera, la abeja
con aguijon europea generalmente mas conocida, los meliponinos de América son abejas
nativas, de las que se han identificado mas de 400 variedades. En México estan
reportadas 46 diferentes abejas sin aguijon de la tribu Meliponini (Zepeda, 2022). Son el
Unico grupo de abejas nativo de América tienen comportamiento social, se comunican y
forman colonias, en su estructura se encuntran la reina, obreras y zanganos (Rosso &
Nates-Parra, 2006).

La especie Melipona beechelii Bennett es de particular importancia por la cantidad de
miel que produce y porque aun se cultiva. La miel de abejas sin aguijon es diferente a la
gue producen las abejas del género Apis (es decir, la abeja melifera) en cuanto a su color,
sabor y viscosidad (Rao et al., 2016). La especie de abeja mas comun utilizada para la
produccion de miel y otros productos apicolas (es decir, polen, cera de abejas, propoleos
y jalea real) es la especie A. mellifera L., seguida de las abejas sin aguijon (Rozman et
al, 2022) Ambas abejas se clasifican en la familia Apidae y la subfamilia Apinae , pero la
abeja melifera europea méas popular se clasifica en la tribu Apini , género Apis , especie
mellifera , mientras que las abejas sin aguijon se clasifican dentro de la tribu Meliponini

(Kek et al., 2014) que tiene diferentes géneros que incluyen Melipona , Scaptotrigona y
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Trigona (Ali et al.,, 2020) Hay mas de 500 especies de abejas sin aguijon que se
encuentran en regiones tropicales y subtropicales, y la mayoria de estas especies se
encuentran en América Latina, Africa, Asia y Australia (Chuttong et al., 2016, Abd et al.,
2017). Se ha demostrado que los géneros y especies de abejas tienen un impacto
significativo tanto en el contenido fendlico como en los parametros fisicoquimicos de la

miel (Nordin et al., 2018) pero esto no se ha estudiado extensamente.

2.4.1. Scaptotrigona mexicana

En México se han identificado 46 especies de abejas
. sin aguijén, una de las cuales es Scaptotrigona
‘ mexicana (S. mexicana). La abeja eusocial sin
: aguijébn S. mexicana es endémica de México y
Guatemala (Gutierrez et al., 2002). La abeja S.
mexicana fue utilizada por las sociedades
precolombinas de México para producir miel y
cerumen, y aun se maneja en los estados de
Veracruz, San Luis Potosi, Hidalgo, Yucatan y Puebla
(Xolalpa-Aroche et al., 2024). Estas abejas son
considerados importantes polinizadores de muchas
flores silvestres y cultivos tropicales importantes,

especialmente en el café neotropical, la macadamia,

Figura 1. Cajén mortorio, nido y

potes con miel de S. mexicana el mango y la vainilla en México la vainilla por lo que

tienen relevancia ecoldgica y econdmica (Gutierrez et
al., 2002; Vit et al., 2004). La miel de S. mexicana es

Autoria propia

muy demandada en los mercados de alimentos ecoldgicos por su calidadya que se
considera un alimento funcional debido a su composicion quimica; esta principalmente
compuesta por carbohidratos y otros componentes como agua, vitaminas, minerales,
proteinas, enzimas, acidos organicos, aminoacidos y compuestos fendlicos (Jiménez et
al., 2016). El contenido de compuestos fendlicos y la composicion fisicoquimica de la miel
de abejas sin aguijon varia entre géneros y especies de abejas, pero esto no ha sido

ampliamente estudiado (Nordin et al., 2018). Ademas, parametros como la humedad, el
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hidroximetilfurfural (HMF), la acidez, la actividad de agua y la actividad de la diastasa no
se han establecido especificamente para la miel de las abejas sin aguijén (Chuttong et
al.,, 2016). La falta de legislacion sobre la miel de abejas sin aguijén y de informacién
sobre su valor nutricional afecta a los productores y a la comercializacion de esta miel en
el mercado mundial (Kek et al., 2014). La composicién fisicoquimica y bioactiva de la miel
sin aguijon ha atraido el interés de los investigadores debido a su potencial en la
prevencion de enfermedades asociadas al estrés oxidativo (Lim et al.,, 2019). Hasta
ahora, existen pocos estudios sobre las propiedades fisicoquimicas de la miel de S.
mexicana (Lopéz-Garay et al., 2023). Los datos de composicion quimica se limitan a
fendlicos totales, carotenoides totales e identificacion de acido lactico y 5-(hidroximetil)
furfural (HMF) (Vit et al., 2011).

2.5. Actividades bioldgicas de la miel

La miel es un alimento que posee multiples beneficios biolégicos, entre los cuales
podemos destacar su capacidad antioxidante mediante la captacién de radicales libres
por accion de los compuestos fendlicos (Oliveira & Gonzalez, 2012; Ruiz-Ruiz et al., 2017,
Ramon-Sierra t al., 2020). Diversos estudios demuestran que la miel posee capacidad
antibacterial (Hau-Yama et al., 2019; Chan-Rodriguez et al. 2012, Ruiz-Ruiz et al., 2017,
Alvarez-Suarez, et al.,2017), antifangica, (Hau-Yama et al., 2019: Ramdn-Sierra, et al.,
2019) antihipertensiva, antioxidante, (Erejuwa et al., 2012) antitumoral, antiinflamatoria,
(Ruiz-Ruiz et al., 2017) antidiabética, anticancerigena utilizando lineas celulares (Vit et
al., 2013; Ahmad et al., 2019; Mahmood et al., 2020). Dichas funciones se atribuyen se
atribuyen a factores fisicoquimicos como la alta presion osmoética causada por la
concentracion de azucar, pH bajo, peroxido de hidrogeno y actividad del agua (Hau-Yama
et al., 2019). Los polifenoles pueden interferir distintas etapas que conducen al desarrollo
de tumores malignos al proteger al ADN del dafio oxidativo, inactivando de este modo los
carcinégenos, inhibiendo la expresion de los genes mutdgenos y de la actividad de las
enzimas encargadas de la activacion de procarcin6genos, y activando los sistemas
enzimaticos responsables de la detoxificacion de xenobidticos (Martinez-Valverde et al.,
2000). Ali et al., (2020) demostraron la actividad antidiabética mediante la inhibicion de la
a-amilasa y a-glucosidasa mediante el uso de fenoles y flavonoides. Gharzouli et al.,

(2002) demostraron la actividad gastroprotectora proporcionando miel a ratas con dafo
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de Ulceras en el estdmago obteniedo resultados positivos en su estudio. Un estudio
posterior (Al-Waili et al., 2006) demostré la capacidad hepatoprotectora de la miel. La
miel de S. mexicana es muy valorada ya que tradicionalmente se ha utilizado con fines
medicinales, se ha incorporado en el tratamiento de problemas respiratorios, trastornos
digestivos y heridas. Esta miel también es conocida por sus propiedades antimicrobianas
(Vit el at., 2004). Otros estudios cientificos han confirmado su potencial antimicrobiano y

antioxidante (Jimenez et al., 2016).

2.5.1. Actividad antioxidante

La capacidad antioxidante descrita para distintos polifenoles se puede considerar como
la actividad bioldgica responsable del efecto preventivo que se les atribuye sobre
determinadas enfermedades como son la enfermedad cardiovascular y el cancer epitelial.
Los antioxidantes son compuestos que inhiben o retrasan la oxidacion de otras moléculas
mediante la inhibicion de la reaccion de oxidacion. La actividad antioxidante de los
compuestos fenolicos se ha relacionado con su potencial para quelar metales y captar
radicales libres (Martinez-Valverde et al., 2000). Los iones, de metales como hierro y
cobre, pueden acelerar la produccion de radicales libres. La capacidad quelante de los
flavonoides sobre ellos parece contribuir a su actividad antioxidante in vitro. En
organismos vivos, la mayoria del hierro y el cobre estan enlazados a las proteinas,
limitando su participacion en las reacciones que producen radicales libres. Aunque las
actividades metalquelantes de los flavonoides pueden ser beneficiosas en condiciones
patolégicas de exceso de hierro o de cobre (Salido & Fernandez, 2005). Entre los
compuestos fendlicos con una reconocida actividad antioxidante destacan los
flavonoides, los acidos fendlicos (principalmente hidroxicinamico, hidroxibenzoico,
caféico, clorogénico), taninos (elligataninos), calconas y cumarinas, los cuales
constituyen la fraccion polifendlica de una gran diversidad de alimentos (Martinez-
Valverde et al., 2000). Para comprender mejor la actividad fisiologica de estos
compuestos se debe tener en cuenta que la capacidad antioxidante varia en funcion del
grupo de compuestos estudiados y de su solubilidad en fase acuosa o lipidica. Asimismo,
la gran diversidad de métodos empleados proporciona resultados numéricos distintos
dificiles de comparar. Para solventar este problema en la mayoria de los estudios

cientificos en los que se valora la actividad antioxidante bien de compuestos puros, bien
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de extractos vegetales, se utiliza el Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7 ,S-tetrametilcroman-2-
carboxilico) como patrén, sustancia que se caracteriza por ser un analogo hidrosoluble

de la vitamina E (Martinez-Valverde et al., 2000).

2.5.1.2. Flavonoides

Los flavonoides poseen una gran capacidad antioxidante como resultado de su estructura
guimica. Asi el grupo 0- difenol en el anillo B, el doble enlace en las posiciones 2 y 3
conjugados con la funcién 4-oxo, y los grupos hidroxilos en las posiciones 3 y 5 ( Figura
2) presentan capacidad para secuestrar radicales libres. La quercitina es un flavonoide
con un namero idéntico de
grupos hidroxilo en la misma
4 posicibn que la catequina,
conteniendo también un 2,3
doble enlace en el anillo C y la
funcion 4-oxo. Esta ligera

modificacion en la estructura

4 ocasiona una considerable

'h

diferencia en sus valores de

Figura 2. Estructura general de un flavonoide (Martinez-

Valverde et al., 2000). actividad antioxidante Este

hecho se debe a que la molécula
de azucar reduce la eficacia antioxidante de los grupos hidroxilos adyacentes debido a
ser un obstaculo estérico (Martinez-Valverde et al., 2000).

2.5.2. Actividad antidiabética

En 2021 se estimo una prevalencia de diabetes de 10,5 % (536,6 millones de personas
en todo el mundo) y se prevé que aumente hasta el 12,2 % (783,2 millones) en 2045 (Sun
et al., 2022). La diabetes mellitus es un trastorno metabdlico que se caracteriza por un
aumento de los niveles de glucosa en sangre (Ali et al., 2020). A lo largo de los afios, se
han desarrollado varios enfoques terapéuticos para los pacientes con diabetes mellitus.
Una estrategia para reducir la hiperglucemia posprandial en la diabetes mellitus tipo Il
consiste en prevenir la absorcion de carbohidratos después de la ingesta de alimentos
(Sabiu et al., 2016).
Algunos tratamientos se han centrado en enzimas clave en la diabetes mellitus tipo II,

como la lipasa, la a-glucosidasa y la a-amilasa (Thummajitsakul, et al., 2019).
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2.5.2.1. a amilasa

La a-amilasa es una enzima digestiva que cataliza la descomposicién del almidon en
maltosa y, finalmente, en glucosa, que es el Unico aztcar que puede ser utilizado por el
organismo (Kotowaroo, et al., 2016). La inhibiciéon de la a-amilasa reduce el nimero de
monosacaridos, en particular la glucosa, que pueden absorberse (Noh et al, 2020). Varios
estudios han demostrado la relacion entre el contenido fendlico total y la actividad

inhibidora de la amilasa (Thummajitsakul, et al., 2019; Cheng et al., 2023).

2.5.3. Actividad gastroprotectora
Existen diversas afecciones del tracto gastrointestinal como dispepsia, Ulcera estomacal,

gastritis, duodenitis, ulceracion y cancer, se ha informado que todas tienen en comudn
como gente causal la presencia de la bacteria Helicobacter pylori (H. pylori) (Eusebi et
al., 2014). Se ha reportafo el uso de la miel como tratamiento natural viebale en la
erradicacion de H. pylori debido a su posible inhibicion del crecimiento del
microorganismo (Ali et al., 1991). En ese contexto, la miel de Manuka resulto efectiva en
la inhibicibn contra H. pylori probada en ensayos in vitro (McGovern et al., 1999;
Voidarou, et al., 2021)

2.5.3.1. Helycobacter pylori

Helicobacter pylori (H. pylori) es un bacilo gramnegativo, en forma de baston o espiral
gue se caracteriza por su preferencia de ambientes microaeréfilos (Eusebi et al., 2014)
gue coloniza selectivamente la mucosa gastrica humana, afectando a mas del 50% de la
poblacion mundial con una prevalencia global que oscila entre el 28 5 y el 84%
dependiendo de la region. (Stingl & de Reuse, 2004; Ramirez & Sanchez, 2008; Jia et
al., 2022). Se considera una de las infecciones bacterianas cronicas mas comunes en los
seres humanos (Saleem & Howden, 2020). La infeccion por H. pylori representa una
amenaza significativa. En 2018 se estimé que fue causa de alrededor de fuertemente
asociada a diversas enfermedades incluyendo gastritis, Ulceras gastricas y duodenales,
desarrollo de cancer gastrico y linfoma del tejido linfoide asociado a la mucosa gastrica
(Remirez & Sanchez, 2008; Fallone et al., 2016).
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En términos de salud publica, H. pylori se identific6 como causante de aproximadamente
810000 nuevos caos de adenocarcinoma gastrico no cardias, convirtiéndose en la
principal causa de cancer atribuible a infecciones (de Martel et al., 2020). Actualmente H.
pylori se ha clasificado como carcindgeno tipo | y se reconoce como la causa principal de
cancer gastrico. La carcinogénesis inducida por H. pylori se explica por diversos
mecanismos fisiopatolégicos. La bacteria provoca inflamacion cronica de la mucosa
gastrica que puede evolucionar hacia gastritis atréfica y metaplasia intestinal, estados
considerados como factor de riesgo para el desarrollo de cancer. Ademas, la infeccién
puede generar inestabilidad genética en el epitelio gastrico al reducir la secrecion de
acido (hipoclorhidria), lo cual favorece el crecimiento de un microbioma alterado (Lee et
al., 2016). La erradicacion de H. pylori ha demostrado reducir significativamente el riesgo
de desarrollar cancer gastrico, lo que la convierte en una estrategia viable de prevencion
primaria (Lee et al., 2016). Sin embargo el tratamiento continda siendo un desafio ya que
implica regimenes prolongados de 10 a 14 dias con multiples farmacos. La eficacia de
estos tratamientos ha disminuido debido al incremento de la resistencia bacteriana (Jia
et al., 2022). Por lo que en los ultimos afios se han desarrollado programas con el objetivo
de erradicar H. pylori para prevenir el cancer géastrico (Savoldi et al., 2018).

2.5.3.2 Ureasa

La ureasa (urea amidohidrolasa, EC 3.5.1.5) es una enzima fundamental que cataliza la
hidrélisis de la urea, generando amoniaco y carbamato, el cual se descompone
espontaneamente en una segunda molécula de amoniaco y &cido carboénico. En
soluciones acuosas, tanto el acido carbdnico y las moléculas de amoniaco alcanzan un
equilibrio entre sus formas protonadas y desprotonadas, lo que provoca un incremento
neto del pH. Esta capacidad de neutralizar la acidez convierte a la ureasa en un
determinante esencial de la virulencia bacteriana y un elemento indispensable para la
colonizacion de la mucosa gastrica (Mobley et al., 2001). Ademas de su papel en la
hidrélisis de la urea, la ureasa cumple una funcion protectora crucial al elevar el pH,
permitiendo a las bacterias sobrevivir en ambientes altamente acidos (Xiao et al., 2007).
H. pylori es un claro ejemplo de esta adaptacion, ya que posee una notable capacidad
para colonizar el ambiente gastrico, un entorno extremadamente hostil para la mayoria
de los microorganismos. Gracias a esta adaptacion, la bacteria puede persistir durante

toda la vida del huésped. En H. pylori, la ureasa constituye uno de los principales factores
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de virulencia, destacando por su elevada abundancia y por presentar la mayor afinidad
conocida hacia su sustrato. En diversos modelos animales, como ratones y lechones, la
ausencia de actividad ureasica impide la colonizacion de la mucosa gastrica, lo que
confirma su papel esencial en la supervivencia y adaptacion de H. pylori al ambiente acido
del estdbmago (Stingl & de Reuse, 2005). La ureasa también desempefia un papel crucial
en el metabolismo y la virulencia de H. pylori, actuando como un potente inmundgeno
capaz de inducir una respuesta inmunitaria intensa. Ademas, su deteccion se utiliza con
fines diagndsticos, taxonémicos y para el monitoreo posterior al tratamiento (Mobley et
al., 2001). Entre los principales factores que regulan su actividad se encuentran el pH, la
disponibilidad de su sustrato (urea) y la presencia de su cofactor esencial, el niquel (Stingl
& de Reuse, 2005).

Durante las ultimas décadas se han evaluado distintos inhibidores de la ureasa, como la
fluorofamida, las hidroxiureas y los acidos hidroxamicos. Sin embargo, muchos de ellos
han sido descartados para uso in vivo debido a problemas de toxicidad o inestabilidad.
Un ejemplo es el acido acetohidroxamico, el cual mostré efectos teratogénicos en
estudios con animales. Por ello, las investigaciones actuales se enfocan en el desarrollo

de nuevos inhibidores con mejor biodisponibilidad y menor toxicidad (Xiao et al., 2007).

En este sentido, los polifenoles han adquirido una creciente relevancia cientifica. Diversos
estudios epidemioldgicos, ensayos en modelos animales y experimentos in vitro han
demostrado que estos compuestos poseen multiples actividades biolégicas, entre ellas
propiedades anti cancerigenas, antiinflamatorias, antibacterianas, cardioprotectoras e
inhibidoras de enzimas. En consecuencias, se ha incrementado el interés por explorar el
potencial de los polifenoles como agentes naturales en la inhibicion de la ureasa y en la

modulacién de diversos procesos patologicos (Xiao et al.,2007).

2.6. Microbiota intestinal

El intestino humano contiene alrededor de 100 billones de microorganismos vivos que lo

convierten en un verdadero ecosistema, por lo que los microorganismos presentes en el

intestino tienen un papel fundamental en el estado nutricional e inmunolégico del

hospedador (Guerrero, 2014), se considera esencial para la absorcion eficiente de

nutrientes y para el mantenimiento de la salud en general. La evidencia ha indicado que

el microbioma intestinal influye fuertemente no solo en la homeostasis energética sino
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también en el estado inflamatorio en el cuerpo humano (Ranneh et al., 2021). Todos estos
microorganismos residentes en nuestro organismo se denominan microbiota (Ballesteros
& Gonzélez, 2018). La microbiota intestinal se puede definir como el conjunto de
comunidades de microorganismos vivos colonizadores del intestino (Fontané, et al.,
2018), esta formada por 100 billones de bacterias de aproximadamente 400 especies
distintas. Las primeras bacterias que colonizan el tubo digestivo son aerdbicas,
principalmente E. coli y otras del género Lactobacillus (Creus, E. G. 2004).
Investigaciones recientes muestran que el 80-90% de los filotipos de bacterias del
intestino humano son miembros de dos filos, Bacteroidetes (gramnegativos, e.g.
Bacteroides y Prevotella) y Firmicutes (grampositivos, e.g. Clostridium, Enterococcus,
Lactobacillus, Ruminococcus) seguidos de las Actinobacterias (gramnegativas, e.g.
Bifidobacteria) y las Proteobacterias (gramnegativas, e.g. Helicobacter, Escherichia)
(Fontané et al., 2018).

La microbiota tiene una funcion triple: protectora, trofica y metabdlica. Ejerce un efecto
barrero y protector contra patdégenos. En su funcion tréfica, controla la proliferacion y
diferenciacion de las células epiteliales intestinales y contribuye al desarrollo y
homeostasis del sistema inmune. Es mas reciente el reconocimiento de su funcion
metabolica, que incluye la fermentacion de residuos no digeribles de la dieta y de moco
enddgeno (Ballesteros & Gonzéalez, 2018). La importancia de la microbiota radica en la
implicacion que tiene en el metabolismo del ser humano, ya que participa en la
modulacién de la nutricion del huésped y del consumo de energia a través de la
produccion de vitaminas (K, acido félico y B12), absorcién de electrolitos y minerales,
fermentacion de componentes indigeribles de la dieta por el huésped y produccion de
acidos grasos de cadena corta (AGCC); ademas influye en la homeostasis del epitelio
intestinal, desarrollo del sistema inmunitario, proteccién frente a patéogenos o
metabolismo de farmacos (Fontané, et al., 2018). Las primeras bacterias que colonizan
el tubo digestivo son aerobicas, principalmente E. coli y otras del género Lactobacillus.
Posteriormente, y de modo progresivo, se van estableciendo especies anaerobias, en
especial los géneros Bacteroides, Clostridium, Eubacterium y Bifidobacterium (Creus,
2004). La microbiota intestinal es capaz de hidrolizar enlaces glucosidicos (esto ocurre

de manera natural en durante el consumo de alimentos) mediante la produccién de B-
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glucosidasa, [-glucuronidasa and [-galactosidasa dando Ilugar a compuestos

potencialmente cancerigenos (Hatakka et al., 2008).

2.6.1. Probidticos

Los probidticos fueron definidos por Lilly y Stillwell, en 1965 como factores de origen
microbiano que estimulan la proliferacién de otros organismos (Guarmer et al, 2011). La
OMS define a los probidticos como los microorganismos vivos no patdégenos que cuando
son administrados en cantidad adecuada confieren un efecto beneficioso sobre la salud
del huésped (Olveira Fuster & Gonzalez-Molero, 2007). Los microorganismos deben
estar correctamente identificados, carecer de factor de virulencia y de producir
metabolitos indeseables, mostrar tolerancia a condiciones de estrés gastrointestinal y
verificar su funcionalidad. Los géneros, especies y cepas (designacion alfa numérica)
mas usados para consumo, pueden ser de origen humano, y superviven en el transito del
tubo gastrointestinal (Castafieda, 2018). A estas bacterias se les realiza un proceso de
seleccion (screening), evaluando su capacidad de resistir al pH acido del estbmago y a
las enzimas digestivas y sales biliares del intestino, y de adherir al mucus o a las células
epiteliales intestinales (Caceres & Gotteland 2010) Las especies de Lactobacillus y
Bifidobacterium son las mas usadas como probioticos (Guarmer et al, 2011).

Dentro de la especie Lactobacillus se distinguen las cepas: L acidophilus, L. johnsonii, L.
casei, L. rhamnosus, L. gasseri, L. plantarum y L. reuteri, entre otras.

Los probidticos se consideran un vehiculo de sustancias terapéuticas que se liberan para
prevenir o tratar alguna enfermedad (Guerrero, 2014); participan en la prevencion y
tratamiento de enfermedades infecciosas agudas digestivas (Castafieda, 2018). Estos
compiten por los nutrientes y por los sitios de adhesion, e inhiben la proliferacion de
microorganismos patdgenos. También estas especies pueden sintetizar &cidos organicos
que reducen el pH intestinal y retardan el crecimiento de bacterias patégenas sensibles
al pH (Creus, 2004), previenen enfermedades crénicas intestinales y hepaticas, actian
sobre la funcion inmune del huésped y la homeostasis intestinal, y pueden modular la
microbiota intestinal (Castafieda, 2018). También se han identificado actividades
antioxidante, anti-inflamatoria, inmunoestimulante, antitumoral, analgésica, entre otros
(Caceres & Gotteland, 2010). El mecanismo de accion de los prebidticos va de acuerdo
ala cepa (dosis, viabilidad, propiedades, duracién y forma de administracién). La cantidad

necesaria de probioticos depende de la cepa y el producto en el que se encunetra. En
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promedio se ha reportado un rango de 1-10 miles de millones de Unidades Formadoras
de Colonias (UFC), sin embargo se ha demostrado su eficacia a niveles inferiores
(Guarmer et al., 2011). Asi mismo, el término “cantidades adecuadas”, se refiere a la
dosis a ingerir, la cual es medida en unidades formadoras de colonias (UFC), de
importancia para la efectividad del producto, con presentacion de un minimo de 1 X
10° UFC por preparacion, pues al no cumplimentar el requisito definido no se
cumplimenta el efecto terapéutico en alimentos (Castafieda, 2021). Los probioticos
pueden ser considerados como “ingredientes funcionales” que se utilizan para hacer
“funcional” un alimento es decir agregar una propiedad funcional definida que le otorga
un valor agregado al producto (Caceres & Gotteland 2010). Los probiéticos plantean ser
una solucién para diversas problematicas que enfrenta México, entre ellas, un indice alto
de obesidad. Se ha documentado que el uso de probidticos puede mejorar el metabolismo
de la glucosa con un efecto potencialmente mayor cuando la administracion de
probidticos es mayor a ocho semanas o existe un consumo de multiples especies de
probioticos (Castafieda, 2021). Ejtahed, et al., (2012) reportaron una disminucion de los
niveles de HbAlc posterior a la ingesta de yogur, que contenia L. acidophilus y B. lactis,
lo que aporta evidencia de que el uso de probidticos tiene propiedades antidiabéticas y
antioxidantes.Los probidticos aumentan la secrecion de péptido 1 similar al glucagon de
las células L enteroendocrinas para mejorar el metabolismo de los hidratos de carbono,

disminuir la glucotoxicidad y aumentar la sensibilidad a la insulina de las células diana.

2.6.2. Bacterias acido lacticas

Este grupo comprende una clasificaciéon funcional de bacterias no patégenas y no
toxigénicas, conformado por 12 géneros de bacterias Gram positivas (Jay, 2002). Se
caracterizan por ser fermentativas y por producir acido lactico a partir de carbohidratos,
atil en la industria de alimentos. Dentro de este destacan los géneros Lactobacillus,
Lactococcus, y Streptococcus thermophilus. El género Bifidobacterium, aunque posee
relevancia en la salud instestinal, no se incluye dentro de las bacterias acido lacticas
(BAL), ya que no participa directamente en la fermentacion de alimentos y presenta
diferencias taxonomicas con respecto a las demas BAL. Cabe sefalar que muchos

probidticos pertenecen a este grupo, aunque existen otros probioticos —como ciertas

32



cepas de Escherichia coli, bacterias formadoras de esporas y levaduras— que no son
consideradas BAL (Guarmer et al., 2011).

Las bacterias acido lacticas, entre ellas las del género Lactobacillus, han sido utilizadas
durante milenios en la conservacion de alimentos mediante fermentacién, desempefando
una doble funcién: actuar como agentes fermentadores y, al mismo tiempo, contribuir
potencialmente al bienestar y la salud humana. (Guarmer et al, 2011). Dichas bacterias
fermentadoras carecen de sistemas de transporte de electrones funcionales ligados al
heme o de citocromos, obtienen su energia por fosforilacion a nivel del sustrato a la vez
gue oxidan carbohidratos (no tienen un ciclo de Krebs funcional).

Se ha divido a las bacterias acido lacticas en dos grupos basados en los productos finales
del metabolismo de la glucosa:

e Homofermentativas: producen &cido lactico como producto principal o Unico,
pueden extraer dos veces mas energia de la glucosa. Se observa con el
metabolismo de la glucosa, pero no de la pentosa. Se caracterizan los géneros
Pediococcus, Streptococcus, Lactococccus, y algunos Lactobacillus

e Heterofermentativas: Son bacterias lacticas que producen cantidades equimolares
de lactato, dioxido de carbono y etanol de las hexosas. Constan de Leuconostoc,
Oenococcus, Weisella, Caarnobacteria y algunos Lactobacillus (Jay, 2002).

Las bacterias acido lacticas tradicionales, son consideradas seguras para el consumo
humano incluidas en alimentos y suplementos (Guarmer et al, 2011).

Las BAL pueden ayudar a prevenir el estrefiimiento y regular el tiempo de transito,
prevenir la diarrea y el cancer de colon, reducir los niveles de lipidos en sangre y
estimular el sistema inmunolégico al aumentar la actividad fagocitica de los

macrofagos y las células T y B (Orsoli¢ et al., 2017).

2.6.3. Lactobacillus
El género Lactobacillus actualmente contiene mas de 180 especies gram positivas,
anaerobias facultativas o microaerdfilas, bacterias en forma de varilla, no formadoras de
esporas, y abarca una amplia variedad de organismos que representan la mayor parte
del grupo de bacterias del acido lactico (es decir, convierten los azdcares en &cido lactico)
(Capuro, et al., 2019) se utilizan en la fabricacion y fermentacion de alimentos (Savijoki,
et al., 2011).
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El género Lactobacillus puede crecer en el rango de pH de acido leve a valores neutros
su nivel 6ptimo de pH es de 5,5 a 6,2 y temperaturas de 2 a 53 °C, con Optimo rango de
temperatura de 30 a 40 °C (Kaprasob, et al., 2017)
El género Lactobacillus se ha subdivido en tres géneros: Betabacterium,
Streptobacterium y Thermobacterium.
Las estreptobacterias producen aproximadamente un 1.5% de acido lactico (L. caseiy L.
plantarum) con un temperatura optima de 30 °C.
También ha sido organizado basado en un sus caracteristicas fermentativas:
e Grupo 1- especies homofermentativas estrictas (L. acidophilus, L. bulgaricus, etc.)
son termobacterias y no fermentan pentosas.
e Grupo 2- especies heterofermentativas facultativas, fermentan pentosas (L. casel,
L. plantarum, etc.)
e Grupo 3- especies heterofermentativas estrictas, producen CO2 de la glucosa (L.
fermentum, L. reuteri, etc.) (Jay, 2002).
Algunas cepas de Lactobacillus pueden prevenir una amplia gama de enfermedades,
condiciones o sindromes en humanos (Savijoki, et al.,2011).
Se ha demostrado que el un microorganismo Lactobacillus rhamnosus es capaz de
estimular una respuesta inmunitaria con aumento de IgA, IgG, IgM, y mejora la funcion
intestinal maduracion y produccion de IgA. El mecanismo de accion previamente descrito
es debido a que hay una mejora de la barrera epitelial, el aumento adhesién a la mucosa
intestinal, inhibicion concomitante de adhesion de patdégenos, exclusidbn competitiva de
microorganismos patdgenos, produccion de sustancias antimicroorganismos 'y
modulacion del sistema inmunoldgico. También son capaces de inhibir la produccion de
lipopolisacéaridos (LPS) y factor de necrosis tumoral (TNF)-a en macréfagos; y funcionan
coémo anatibacterial (Capuro et al., 2019).
Algunas cepas de Lactobacillus son conocidas por producir enzimas activas como
amilasa, B-glucosidasa, descarboxilasa, lactato deshidrogenasas, peptidasa, acido
fendlico descarboxilasas, fenol reductasa, proteinasa y tanasa y estos tienen relevancia
para diversas biotransformaciones de sustratos alimentarios (Kaprasob, et al., 2017).
Algunas cepas especificas de Lactobacillus como (L.) gasseri, L. casei, L. rhamnosus, y
L. acidophilus han reportado disminuir la actividad de las enzimas B-glucuronidasa, -
glucosidasa, nitroreductasa, and azoreductasa en humanos (Hatakka et al., 2008)
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Valero-Cases et al., (2017) mencionan que durante la fermentacion de alimentos por

bacterias del acido lactico puede suceder una conversion microbiana de polifenoles.

2.6.4. Lactobacillus rhamnosus.

Es el probiético mejor estudiado, con mas de 100 ensayos clinicos publicados que han
estudiado sus efectos sobre la salud. Numerosos estudios han evaluado los efectos de
L. rhamnosus sobre la diarrea disminuyendo el riesgo de estos episodios. Ha sido
probado en el manejo nutricional de pacientes con enfermedades inflamatorias crénicas
del tubo digestivo o con alergia. También modula el sistema inmune, aumentando la
concentracion de IgAs a nivel intestinal y disminuyendo los niveles fecales de marcadores
de la inflamacion como TNF-a y a1-antitripsina. Se ha desmotrado su poder en la
reduccion del riesgo de caries (Caceres & Gotteland 2010). La cepa L. rhamnosus es
capaz de ayudar a mejorar los indices metabdlicos en pacientes con sobrepeso y
obesidad ya que apoyan en la degradacion de azUcares y grasas, ademas de algunas
proteinas entre otros, que permiten una mejor digestiéon ayudando también a mejorar la
asimilacion de nutrientes y disminuyendo la cantidad de azucares en la sangre que es el
principal problema relacionado con enfermedades consecuencia de obesidad y

sobrepeso (Carranza-Volquarts et al., 2018).

Estudios demuestran que el consumo de probiéticos como L. rhamnosus pueden reducir

adiposidad, peso y el aumento de peso en pacientes con obesidad.

Lactobacillus rhamnosus GG. LC-705 es un cultivo de bacterias del acido lactico
bioprotector, utilizado para fermentar productos lacteos, es una bacteria grado alimentario
es capaz de unirse a las células intestinales (Erkkila, et al., 2001; EI-Nezami et al., 2002)
y sobrevivir al tracto gastrointestinal (Hatakka, et al., 2008). La cepa de Lactobacillus LC-
7058 es capaz de adherirse al tejido intestinal (Hatakka et al., 2008)

La cepa Lc705 puede ejercer actividades inhibidoras de levaduras y mohos y propiedades

bioprotectoras cuando se usa en fermentados (Savijoki, et al.,2011).

2.7. Fermentacion

Es un proceso mediante el cual los microorganismos son capaces de transformar
alimentos en nuevos compuestos, generalmente a travpes de la generacion de acido
lactico, etanol u otros metabolitos derivados de su actividad metabolica (Guarmer et al.,

2011). La fermentacion acido-lactica de alimentos procedentes de plantas parece que fue
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incorporado por los hominidos aproximadamente 1,5 millones de afios a.n.e. Esta
practica fue ampliamente usada en Europa hasta la revolucién industrial y todavia hoy en
dia, es empleada habitualmente ya que es una forma segura y simple de conservar los
alimentos (Olveira Fuster & Gonzéalez-Molero, 2007). La fermentacién de los alimentos
aporta sabores caracteristicos y disminuye el pH, lo que contribuye a prevenir la
proliferacion de microorganismos patdégenos. Ademas, en ciertos caso puede incrementar
el contenido de vitaminas (Jay, 2002). La fermentacion se aplica en todo el mundo para
la preservacion de una serie de productos agricolas sin procesar (cereales, raices,
tubérculos, frutas y hortalizas, leche, carne, pescado, etc.) (Guarmer et al, 2011). Cuando
las materias primas son acidas y contienen azUcares libres, las levaduras crecen
enseguida y el alcohol que producen limita las actividades de los organismos
contaminantes. Para llevar a cabo la fermentacién se debe aportar una fuente exégena
de enzima sacarificantes (Jaay, 2002). La transformacion de los azucares produce
principalmente acido lactico por la accion de las bacterias acido lacticas, en cantidades
menores: acido acético, alcoholes y ésteres; dependiendo de la cepa también se puede
originar anhidrido carbonico e hidrogeno (Guerrero, 2014). La miel después de ser
almacenada mediante, microorganismos, principalmente bacterias del género Bacillus y
levaduras, son capaces de consumir parte del azucar y transformarlo en alcohol a través
de la fermentacion anaerdbica y luego este alcohol se transforma en acido acético a
través de fermentacion aerdbica. El azicar también se puede transformar en otros tipos
de &cidos (y otros subproductos) como otros tipos de bebidas no alcohdlicas (Souza et
al., 2021).

Actualmente se han desarrollado otros procesos de fermentacion para aumentar la
sintesis de microbios bioldégicamente activos metabolitos para diversos beneficios
funcionales utilizando sustratos o nutrientes apropiados y con el objetivo microbiano
adecuado. Entre estos se distinguen a la fermentacién basada en bacterias del acido
lactico (LAB) que contribuye a mejorar el valor nutricional y la digestibilidad de varios
alimentos, disminuir la intolerancia a la lactosa, controlar el potencial infecciones v,
ademds, tiene relevancia para agregar mas bioactivos funcionales (Kaprasob, et al.,
2017). Valero-Cases et al., (2017) mencionan que durante la fermentacion de alimentos
por bacterias del acido lactico puede suceder una conversiéon microbiana de polifenoles.

L. rhamnosus experimenta una inhibicion en su crecimiento cuando se acumula en
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exceso su producto principal, el &cido lactico, debido a la disminucién del pH, que afecta
directamente su desarrollo. A valores de pH mas bajos, el proceso de fermentacién se
prolonga, se reduce el consumo de glucosa y, en general, la productividad del cultivo
disminuye (Gongalves, Ramos, Almeida, Xavier, & Carrondo, 1997).

Kaprasob, et al., 2017 realizaron un estudio que indic6 que los restos bioactivos como la
vitamina C y los compuestos fendlicos y los antioxidantes asociados pueden ser
modulado beneficiosamente a niveles mas altos en la mayoria de los casos, pero incluso
cuando reducida en el caso de actividad antioxidante y recuentos viables al final de 48 h
se mantienen los beneficios agregados generales de la fermentacion inducida por LAB.
Algunas cepas de L. rhamnosus presentan una capacidad limitada o nula para fermentar
la sacarosa, mostrando un metabolismo lento e ineficiente tanto en condiciones aerobias
como anaerobias. Estas cepas muestran un mejor crecimiento cuando utilizan azucares
simples, como la glucosa y la fructosa, como fuentes de carbono (Hedberg, Hasslof,
Sjostrom, Twetman y Stecksén-Blicks, 2008). La falta de actividad frente a la sacarosa

sugiere que carecen de la capacidad enzimatica necesaria para hidrolizar este disacarido.
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3. OBJETIVOS

3.2. Objetivo general

Evaluar el efecto de la adicion de Lactobacillus rhamnosus en un proceso de fermentacion
controlada en miel de Scaptotrigona mexicana para incrementar sus propiedades

funcionales.

3.3.  Objetivos especificos

1. Analizar el efecto general de las diferencias en parametros fisicoquimicos,
compuestos bioactivos y de actividad antioxidante entre la miel de A. melliferay la
miel de abejas sin aguijon mediante una revision sistematica para cuantificar la
magnitud del efecto de la especie de abeja en la miel.

2. Caracterizar las muestras de miel mediante los métodos de la AOAC para
identificar sus parametros fisicoquimicos relacionados con la calidad de la miel.

3. Evaluar la incorporacion de Lactobacillus rhamnosus en miel de Scaptotrigona
mexicana mediante un proceso de fermentacién controlada para evaluar el
incrementd de sus propiedades funcionales mediante el analisis de actividad
antioxidante

4. Evaluar la bioactividad de los compuestos presentes en la miel a través de la
inhibicdn enzimatica de la a- amilasa y la ureasa, con el propdsito de determinar

su potencial actividad antidiabética y gastroprotrectora mediante modelos in vitro.

4. HIPOTESIS

La adicién de Lactobacillus rhamnosus en un proceso de fermentacion controlada en miel
de Scaptotrigona mexicana incrementara sus propiedades funcionales, mejorando su
contenido de compuestos bioactivos y su capacidad antioxidante en comparacion con la

miel sin fermentar.
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5. DISENO EXPERIMENTAL

Para el desarrollo de la investigacion se realizaron tres etapas que se describen a

continuacion:

5.2.  Primer etapa: Revisidn sistematica y metaanalisis

Disefio del estudio: Revision sistematica con metaanalisis.

Fuente de datos: Busqueda estructurada de articulos cientificos utilizando el protocolo
predeterminado de acuerdo con los Elementos de Informe Preferidos para Revisiones
Sistematicas y Meta-analisis (PRISMA) y el protocolo se registr6 utilizando la plataforma
Open Science Framework ( https://osf.io/s9zt8 ). La busqueda se enfoco en estudios que
comparaban el contenido de compuestos fendlicos, la actividad antioxidante y la
composicion fisicoquimica de la miel de A. mellifera versus la miel producida por abejas

sin aguijon.
5.3. Segunda a etapa: Caracterizacion fisicoquimica

Se emple6 un disefio completamente al azar, en el que se analizaron 24 muestras de
miel. Se realiz6 un andlisis exploratorio y descriptivo. A cada unidad muestral se le realiz6
andlisis fisicoquimico y funcional por triplicado. Ademas, se realizo la identificacion de
compuestos arométicos mediante cromatografia de gases acoplada a espectrofotometria
de masa (GC-MS) y un analisis metabolomico no dirigido usando espectroscopia de

resonancia magnética nuclear (RMN).

5.4. Tercera etapa: Fermentacion controlada y bioactividad.

Para la segunda fase del experimento se aplico un disefio de bloques completamente al
azar, en el cual el tratamiento consistio en la fermentacion controlada de miel con la
concentracion oOptima previamente definida, mediante la adicion de Lactobacillus
rhamnosus. Este tratamiento fue aplicado a tres mieles provenientes de diferentes
regiones (el tamafio de la muestra se calculé6 mediante el tamafio del efecto)
consideradas como bloques, con el propdsito de controlar la variabilidad natural asociada
al origen botanico y geografico de las muestras.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.2. Primera etapa

6.2.1. Revision sistematica y metaanalisis

6.2.1.1. Estrategia de busqueda
Para recolectar los datos, obtuvimos publicaciones cientificas de varias bases de datos,
incluyendo Google Scholar, Primo-UAEH, PubMed y DOAJ. La busqueda de articulos fue
realizada por tres investigadores para evitar el sesgo del revisor. Se desarroll6 una
estrategia de busqueda utilizando los siguientes términos: “miel”’, “abejas sin aguijon”,
“‘Apis mellifera”, “flavonoides”, “fenoles”, “actividad antioxidante” y “composicion
fisicoquimica”, en combinacion con los operadores booleanos (‘'y' u 'or'). Ademas, se
identificaron algunos articulos de las listas de referencias de los articulos encontrados en

la busqueda inicial y se incluyeron en la base de datos completa (Figura 3).

Identification of studies vie databases

Google Scholar (n=88) Records removed before screamng:
PRIMO-UAEH (n=8) > Dupicate records remaved (n = 1)
DOAJ (n=5) Reconds removed for other reasons (n=11)

"
Records identified from
PubMed (n=5)
_

Records screened
(n=9%) (n=10)

A4

Reports sought for retneval Raports not retrieved

(n=85) n=1)
v

Reports exchuded

Reports assessed for clighlity > Studbes wilhou! informeion sbout he
(n=84) inforest varable response (n=32)
Studes without information of both type of
bees (n=11)
Renviews (n=16)

Studies thal evaluated pollen (n = 10)
Shurkes withead varahiity maasurag (ns1]

A

(n=14)
Reports of included studies
(n=34)

~ S
)

; Studies Included In raview
S

Figura 3. Diagrama de flujo del estudio de elementos de informe preferidos para revisiones
sistematicas y metandlisis (PRISMA) de larevision sistematicadesde lablusqueday seleccién inicial

hasta la seleccion final de publicaciones que se incluiran en el metanalisis.
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6.2.1.2.  Metaanalisis

Se implement6 un modelo de efectos aleatorios, que asumio que la diferencia observada
entre los estudios era una combinacion de azar y variacion genuina en los efectos de la
intervencion. El tamafio del efecto (ES) se calcul6 y se inform6é como la diferencia de
medias estandarizada (SMD) y la diferencia de medias bruta (RMD) (Hedges, 1981;
Appuhamy et al., 2013). Todos los analisis se realizaron en el entorno R para el calculo
estadistico (version 04.2+764, R Core Team, 2024) utilizando el paquete 'meta’ version
4.13-0.

6.2.1.3.  Heterogeneidad
La heterogeneidad se evalu6é mediante la estimacion de la varianza de efectos aleatorios
entre estudios (t?) y el porcentaje de variabilidad explicada por la heterogeneidad en lugar
de la varianza simple (indice 12), que representa la proporcion de variabilidad entre
estudios y se calcula de la siguiente manera (Higgins et al.,2003).

_Q-(k-1D

12
Q

x 100

Donde:

Q es el estadistico de heterogeneidad x* y k es el numero de ensayos. Los valores de 12
del 25 %, 50 % y 75 % representan niveles de heterogeneidad pequefios, moderados y

altos, respectivamente.

6.2.1.4.  Metarregresion
Los modelos multipredictores se redujeron manualmente mediante la seleccidn regresiva
de variables hasta que todos los predictores resultaron significativos (p < 0,05). Se
construyeron modelos de regresion de efectos mixtos (analisis de metarregresion) con el
paquete "metafor". Los modelos se compararon y seleccionaron mediante criterios de
teoria de la informacién, utilizando el Criterio de Informacién de Akaike y el Criterio de
Informacién Bayesiano. Asimismo, se evalu6 la bondad de ajuste mediante el coeficiente

de correlacién analogo (R?2) para la metarregresion, que se calcul6 de la siguiente manera:

2 2

RZ — T"REM-T"MEM

=—a
REM
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Es la heterogeneidad total del modelo de regresion de efectos mixtos. Para evaluar la
evidencia de sesgo de publicacién, se realizaron pruebas de (Begg, 1994). El analisis de

sensibilidad se realiz6 mediante un metanalisis de exclusiéon de uno.
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6.3.

Segunda Etapa

6.3.1. Obtencion de la muestra

Se cosecharon 24 muestras de miel de origen multifloral de abeja S. mexicana en abril

de 2024, directamente de colmenas manejadas por meliponicultores de ocho localidades

del bosque célido-humedo y templado subhimedo templado de Puebla, México (Tabla 1

y Figura 4). Todas las muestras se recolectaron en campo y almacenadas a 4°C en

recipientes de ambar y herméticos marca “Uline”.

Tabla 1. Caracteristicas de los sitios de muestreo, incluyendo ubicaciéon, nimero de muestras
de miel, latitud-longitud, altitud (msnm), temperatura (°C), climay precipitacién media anual (mm).
Locacién Muestra Latitud — Longitud Altitud Temperat Clima Precipita
S ura (°C) cion
(mm)
La Palmilla 20.018477, -97.145660 147 23-32 Calido- 1500
hamedo
Ayahualo 19.971886, -97.325348 603 17.5-28.5 Calido- 1270
hamedo
Hueytamalco 19.940156, -97.288513 862 17.5-28.5 Célido- 1270
himedo
Rancho viejo 19.445556, -96.781389 753 17.5-28.5 templado 1270
subhumedo
Cruz Blanca 19.893000, -97.288383 1238 17.5-28.5 templado 1270
subhumedo
Limontitan 19.991056, -97.275853 543 17.5-28.5 templado 1270
grande subhimedo
Tonalmecoyo 19.954604, -97.290276 737 17.5-28.5 templado 1270
subhumedo
Tacuba 19.976806, -97.313148 533 17.5-28.5 templado 1270
subhumedo
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Figura 4. Mapa que indica el sitio en el que fueron recolectadas las muestras de miel de

Scaptotrigona mexicana. Map data © 2025 Google.

6.3.2. Analisis fisicoquimicos

Preparacion de la muestra.
Miel liquida: Homogenizar por agitacion.

Miel parcial o totalmente cristalizada: se colocaron en un envase cerrado a bafio Maria
a una temperatura de 40°C hasta fundicion total, se mezcl6 bien y se enfrié rapidamente

(en caso de impurezas se filtrd).

6.3.2.1. Humedad

El contenido de humedad se cuantifico de acuerdo con el método de la Asociacion Oficial
de Quimicos Analiticos (AOAC, 2000). Para la calibracion del equipo se afiadié agua al
refractometro a una temperatura de 20°C. Posteriormente de homogenizé la muestra y

coloco en los prismas del refractémetro y se efectud la lectura del refractometro.

6.3.2.2. Cenizas.

Para la determinacion de cenizas la metodologia se siguié de acuerdo con la AOAC

(2005), se colocéd 1 g de muestra homogenizada en una cépsula de platino. Se evaporo

la muestra a bafio Maria a una temperatura entre 60 - 65°C. El residuo seco se calcin6
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en la mufla a una temperatura entre 600 °C hasta la presencia de cenizas blancas. Se
determind el peso del residuo seco de la muestra. El contenido de cenizas se calculd
utilizando la siguiente ecuacion:

_ m2—m

ml—m
Donde:
C= Contenido de cenizas en la muestra de miel en porcentaje
m = peso de la capsula vacia en gramos
m1l = peso de la capsula con la muestra en gramos

m2= peso de la capsula con las cenizas en gramos

6.3.2.3. Actividad de diastasa

La actividad diastasa se determiné de acuerdo con la metodologia de la AOAC (método
958.09) se disolvieron 5 g de miel con 10 ml de agua destilada, se afadieron 2.5 ml de
solucion tampén. Se agregaron 1.5 ml de solucion de cloruro sédico. Después, la solucién
se coloco en un bafio de agua con 5 ml de solucion de almidén a 40° C durante 15 min.
A continuacion, se afiadio la solucion de almidon a la solucion de miel con agitacion
constante y se dejo reposar durante cinco minutos. Se tomé un ml y se afiadieron 10 ml
de solucién diluida de yodo, se mezclé y se midid6 su absorbancia a 660 nm el
espectrofotometro UV/Vis (modelo 6715, Bibby Scientific Ltd, 2014, Reino Unido). Se
tomaron alicuotas de 1 ml hasta que la absorbancia fue inferior a 0.235. La actividad

diastasa se obtuvo mediante la siguiente formula:

Donde:

AD= numero de diastasa (este numero expresa la actividad de la enzima en ml de
solucién al 1% hidrolizada por la enzima contenida en 1 gramo de miel). Este indice de
diastasa corresponde al numero de la escala de Goéthe.

T=tiempo en minutos al que se obtuvo la absorbancia < 0.235

6.3.2.4. Hidroximetilfurfural (HMF)

El HMF se determind de acuerdo con la norma oficial mexicana (NOM-004-SAG/GAN-

2018). Se disolvieron 5 g de miel en 25 ml de agua destilada. Posteriormente, se midio la
45



absorbancia a 284 y 336 nm frente a una solucion filtrada y tratada con NaHSOs,
utilizando un espectrofotometro UV/Vis (modelo 6715, Bibby Scientific Ltd, 2014, Reino
Unido). El HMF se calculé utilizando la siguiente formula:

HMF = (Abs 284 — Abs 336) * 149.7 x 5D /P
Donde:
D = factor de dilucion
P = peso de la muestra en gramos

6.3.2.5. AzUcares reductores

La determinacion de azucares reductores se realizé por titulacion en la que el cambio
colorimétrico de la reaccion indico el porcentaje de concentracion de azucares reductores
en la muestra. La reaccion se realizd con la muestra de miel (0.5%) como valorante, que
reduce el cobre (color azul) al punto de ebullicion del reactivo de Fehling (44.21 mg/mL
sulfato de cobre y 346 mg/mL tartrato de sodio y potasio + 100 mg/mL de hidréxido de
sodio) en oxido cuproso (color rojo) utilizando como indicador azul de metileno al 0.1%
(Cruz et al., 2014). Para el andlisis de azUcares reductores, se pesaron 2.5 g de muestra
de miel, disueltos en 50 mL de agua destilada agua, se pipeted una alicuota de 10 ml de
la solucion de muestra, y se realizé una dilucién a 200 mL con agua destilada. Esta

solucion se titulé con 10 mL de reactivo de Fehling (Silva et al., 2021).

6.3.2.6. Acidez librey pH

Para obtener el pH, se colocaron 10 g de miel en un vaso de precipitado, se afiadieron
75 ml agua destilada, se homogenizo la mezcla y se utilizé el potenciémetro para realizar
la lectura de pH. Posteriormente, se determind la acidez libre de la muestra por titulacion,
se agregd NaOH 0.05 N a una velocidad de 5 cm?®/min y se detuvo cuando se alcanz6 un
pH de 8.5. Inmediatamente se afiadieron 10ml de NaOH 0.05N y se agreg6 1 ml de HCI
0.005 N, posteriormente se tituld con acido clorhidrico 0.05 N empleando una bureta
hasta obtener un valor de pH de 8.3. El volumen total requerido en el procedimiento de
titulacion se utilizé para el célculo de la acidez libre, representada como miliequivalentes
por kg de miel (Cruz et al., 2014).

6.3.2.7. °Brix

Los grados Brix, se determinaron de acuerdo con la metodologia propuesta por la norma

mexicana (NOM-004-SAG/GAN-2018), se utiliz6 un refractobmetro digital (Atago, PAL-3),
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el refractometro fue calibrado colocando una gota de agua destilada en el lente, y se
ajusté a cero. Se coloc6 1g de miel para cubrir completamente la superficie del lente y se
efectud la lectura.

6.3.2.8. Actividad de agua

La actividad del agua de las muestras se determind utilizando un medidor de aw

(Novasina Lab Touch-aw meter,) de acuerdo con Smetanska et al. (2021).

6.4. Compuestos bioactivos

6.4.1. Obtencion de extractos

Se realizaron extractos metandlicos de miel, se peso6 1 g de miel se colocaron en un tubo
falcon (50 mL) y se afladieron 10 mL de metanol al 80%. La mezcla se agitd

continuamente con un agitador durante 2 horas.

6.4.2. Contenido total de fenoles

El contenido fendlico total de las muestras investigadas se midié por el método de Folin-
Ciocalteu. La determinacion de compuestos fendlicos totales en los extractos de miel se
realizé mediante el método descrito por Smetanska et al. (2021). Una alicuota de 100 uL
del extracto se mezclé con 500 pL de reactivo de fenol Folin-Ciocalteu (diluido 1:10 con
agua) y se dej6 reposar durante 7 minutos a temperatura ambiente; se agregaron 4 mil
de solucion de bicarbonato de sodio al 7% a la mezcla y se dejo reposar durante 120
minutos a temperatura ambiente. La absorbancia se midié a 760 nm. Se realiz6 una curva
de calibracion, se utilizé acido gélico como estandar, para expresar los resultados

obtenidos como miligramos equivalentes de acido galico (mg EAG).

6.4.3. Contenido total de flavonoides
El contenido de flavonoides se realiz6 mediante el método descrito por Smetanska et al.
(2021). Se utilizdé una solucion de tricloruro de aluminio (AICI3) al 2% en metanol.
Posteriormente se agregaron 2 ml del extracto de miel en un tubo de ensayo; se
adicionaron 2 ml de AICIs, se dejoé reposar durante 10 minutos; La concentracion se
calculara como mg equivalentes de quercetina (EQ) /kg de miel usando Quercetina para

calcular la curva estandar (20— 100 pg/ml).
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6.5. Determinacion del contenido de antioxidantes

6.5.1. Ensayo DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo)
El contenido de antioxidantes se determind utilizando el método de Hernandez-Fuentes
et al. (2021). Se prepard una solucion de DPPH 0,2 mM, se pesaron 7,8 mg de radical
DPPH vy se disolvieron en 100 mL de metanol (80%), la mezcla se agito en la oscuridad
durante dos horas para la disolucién completa. Posteriormente, se afiadieron 2.5 ml de
solucion metandlica de DPPH a un tubo de ensayo, se agregaron 0.5 ml de solucion de
miel, y la mezcla se dejo en la oscuridad por 30 minutos posteriormente se midio la
absorbancia a 515 nm. La actividad antioxidante se determing utilizando una curva

estandar con acido galico. Los resultados se expresaron en miligramos EAG/ 1 g de miel.

6.5.2. Ensayo ABTS (Acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina 6-sulfénico)

Se pesaron 7 uM de radical ABTS que se hicieron reaccionar con persulfato de potasio
2,45 UM en una proporcion de 1:1 y se agit6é durante 16 horas en la oscuridad. Cuando
el radical se formd, se diluyo con etanol (20%) hasta alcanzar una absorbancia de 0,7 +
0,01 a 734 nm. Una vez estabilizado el radical, se colocaron 3 ml de esta solucion en un
tubo de ensayo, y se afiadieron 100 pL de extracto de miel. La mezcla se agitdé y se midio
la absorbancia después de 10 minutos de reaccion. La absorbancia de la solucion diluida
en etanol (20%) se us6 como blanco. Se realiz6 una curva estandar con acido ascorbico,
por lo tanto, los resultados se expresaron en miligramos equivalentes de acido gélico
EAG/ 1 g de miel.

6.6. Analisis de resonancia mangnética nueclear (RMN *H)

Para la preparacion de la muestra, se prepard una solucién de patron interno con 5,75
mM de sal sddica del acido 3-(trimetilsilil) propiénico-2,2,3,3-d4 (TSP, 98 % atomo de D,
Sigma-Aldrich, Burlington, MA, EE. UU.) en agua deuterada (99,9 % D,0O, Cambridge
Isotope Laboratories, Andover, MA, EE. UU.). A continuacion, se transfirieron 900 pL de
miel y 100 pL de solucion de patron interno a un criovial y se agité en vortex durante 30
segundos; 600 pL de esta solucién se transfirieron a un tubo de RMN de 5 mm. Los
experimentos de RMN- 'H se realizaron a 300 K en un espectrémetro Avance Il HD de
700 MHz (Bruker, Billerica, MA, EE. UU.), equipado con una criosonda TCI de gradiente
en el eje z de 5 mm y un muestreador automatico SampleJet. Los datos se registraron
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automaticamente bajo el control de ICON-RMN (Bruker, Billerica, MA, EE. UU.). Los
espectros de RMN de 'H se adquirieron con la secuencia Bruker noesygpprld; las
sefiales de agua y etanol se suprimieron mediante la aplicacién de un pulso conformado
modulado durante un retardo de relajacién (D1) de 4,0 s y un tiempo de mezcla (D8) de
0,01 s. (Garcia-Aguilera et al., 2023).
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6.7. Tercer etapa

6.7.1. Cepa bacteriana
Se utilizd un cultivo liofilizado de L. rhamnosus LC705 (Raff Lactoingredientes, México)
se rehidraté usando 1% (p/v) en caldo MRS como medio de cultivo, y se incub6 durante
24 h a 37° C. El cultivo de L. rhamnosus se subcultivé (37° C, 18 h) dos veces en caldo

MRS al 1% (v/v) de in6culo para activacion y adaptacion.

6.7.2. Preparacion del medio MRS para la fermentacion

El medio MRS fue modificado para analizar el crecimiento de Lactobacillus. Para la
preparacion se utilizaron 10 g de peptona de carne, 8 g de extracto de carne, 4 g de
extracto de levadura, 5 g de acetato de sodio, 2 g de fosfato dipotasico y citrato de
amonio, 1 g de Tween 80, 0,20 g de sulfato de magnesio y 0,05 g de sulfato de
manganeso. Todos los reactivos se disolvieron en 1 litro de agua destilada.
Posterioemente la mezcla se dejé a ebullicion durante 1 minuto y luego se esterilizo en
autoclave a 120°C durante 15 minutos. El medio MRS se almacend en 2-8°C para su
conservacion durante 24 h antes de la inoculacion de las cepas para garantizar que no
se produjera contaminacion (crecimiento de microorganismos no deseados) durante la

preparaciéon del medio (Das et al., 2015).

6.7.3. Fermentacion

Se ajustod el porcentaje de inoculo al 10% v/v, para iniciar la fermentacion. Para esto, se
prepararon 90 ml de caldo MRS estéril y se adicionaron 10 ml del in6culo probiético. Se
utilizé como control positivo caldo MRS estandar con glucosa (20g/L), como control
negativo se utilizé el medio basal sin glucosa. Para determinar patron de cinética de
crecimiento de Lactobacillus rhamnosus, la miel de S. mexicana fue suplementada al 5%,
10%, 15%, 20% y 25% (v/v) en caldo MRS modificado. Todos los matraces se incubaron
anaerobicamente cerrados a 37 C durante 48 h en un bafio de agitacion. El crecimiento
de Lactobacillus rhamnosus se midio espectrofotométricamente a 600 nm a intervalos de
6 h utilizando caldo esterilizado como blanco (Das et al., 2015). Durante la fermentacién
se realizaron muestreos cada 6 horas hasta las 48 horas. El metabolismo de la
cepa probidtica de prueba en los medios de cultivo que contenian miel y los medios de
control positivo se evalué6 mediante la medicion de fenoles totales. Flavonoides, pH, el

contenido de azucares y acidos organicos en diferentes intervalos de tiempo (0 justo
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después de la homogeneizacion y después de 6, 12, 18, 24 y 48 h de incubacion). La
determinacion microbiologica de la viabilidad de cada cultivo se realizdé después del
periodo de incubacion, considerando el total de microorganismos viables mediante
siembra en placa. Se expresé como Logaritmo de unidades formadoras de colonias por

mililitro (Log ufc/mL). (Guzméan-Armentero, et al., 2016).

6.7.4. Ensayo in vitro de inhibicién de la alfa-amilasa
El ensayo de inhibicion de a-amilasa se llevé a cabo en extractos acuosos de miel de S.
mexicana se baso en el método de Uddin et al., (2022) con modificaciones. La reaccion
se realiz6 con 100 pL de diluciones de extracto de miel (20, 40, 60, 80 y 100 ug/mL) se
mezcld con 100 pL de solucion amortiguadora de fosfato de sodio 0.02 mol/L (pH de 6.9)
se afadieron 100 pyL de solucién amortiguadora de a-amilasa pancreatica porcina (1
U/mL), y se preincub6é a 37 °C durante 10 min. Tras el tiempo de preincubacion, se
afadieron 100 uL de solucién acuosa de almidén (1 %) y se incub6 a 37 °C durante 60
min. La reaccion se detuvo con 1 mL de reactivo de acido dinitrosalicilico (DNS). Los
tubos de ensayo se incubaron en un bafio de agua a 90 °C durante 5 min y se enfriaron
inmediatamente a temperatura ambiente en un bafio de hielo. Posteriomente se
agregaron 5 mL de agua destilada y se midi6 la absorbancia espectrofotométricamente a
540 nm (espectrofotometro Jenway 6715, Staffordshire, ST15 OSA, Reino Unido). Los

resultados se expresaron en porcentaje de inhibicion mediante la siguiente ecuacion:

P taie de Inhibici (0/)_(1 Absorbancia de lamuestra> 00
oreenraje de frbIAon T = Absorbancia del blanco

El porcentaje de inhibicion de la glucosidasa se tradujo en concentracion efectiva al 50 %
(EC50), que es la concentracidén de la muestra para una inhibicion de la glucosidasa del
50%.

6.7.5. Cinética de la inhibicién de la alfa-amilasa
Los experimentos cinéticos se llevaron a cabo siguiendo la metodologia descrita por
Thummajitsakul et. al., (2024) con algunas modificaciones. Estas consistieron en aplicar
una inhibicién independiente de la concentracion, utilizando el inhibidor/extracto en su
valos de EC50, el cual se incubé con la enzima a-amilasa. La concentracion del sustrato
(almiddn) se ajusto en un rango de 0,2-1 mM/mL, permitiendo que la reaccion procediera

en las condiciones previamente establecidas. El 1/V (O.D.540nm/ min) 1 y 1/[substrato]
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se utilizaron para generar el grafico de Lineweaver-Burk. A continuacion se calcularon

Km (constante de Michaelis-Menten) y Vmax (velocidad maxima).

6.7.6. Ensayo in vitro de inhibicién de la ureasa

El ensayo se realizé segun el método descrito por Sahin et al. (2016). La reaccion se
inici6 mezclando 100 pL de solucién enzimatica (ureasa de Jack Bean, 8 U/mL) con 100
pML de solucién inhibidora (0,5 mM), seguido de una incubacion a 37 °C durante 10
minutos. A continuacién, se afiadieron 200 uL de tampon fosfato (pH 6,8) que contenia
urea (100 mM) y la mezcla se incub6é de nuevo a 37 °C durante 30 minutos. A
continuacion, se detuvo la reaccion afiadiendo 600 pL de H2SO4 al 4 %. Posteriormente,
se afiadieron 500 pL de reactivo fendlico (reactivo A: 5 % p/v de fenol y 0,0005 % p/v de
nitroprusiato de sodio) y 500 ul de reactivo alcalino (reactivo B: 0,5 % p/v de NaOH y 0,1
% de NaOCI), seguido de una incubacion durante 30 minutos a 37 °C. Se midio el
aumento de la absorbancia a 630 nm utilizando un espectrofotometro. Se utilizé tiourea

como inhibidor estandar de la ureasa.
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6.8. ANALISIS ESTADISTICO

6.8.1. Primer etapa: Revision sistematica y metaanalisis

El primer paso de la revision analitica fue realizar un andlisis descriptivo utilizando el
paquete 'psych’ version 2.1.9 (Revelle et al., 2021) en el entorno de calculo estadistico R.
Para el metaanalisis se implement6 un modelo de efectos aleatorios. El tamafio del efecto
(ES) se calculé como la diferencia de medias estandarizada (SMD) y la diferencia de
medias bruta (RMD) utilizando el paquete 'meta’ version 4.13-0. La heterogeneidad se
evalu6é mediante la estimacion de la varianza de efectos aleatorios entre estudios (t2) y el
porcentaje de variabilidad explicada por la heterogeneidad en lugar de la varianza simple
(indice 1?). Las variables explicativas de la heteregeneidad se ananlizaron mediante una
metarregresion. Los modelos multipredictores se redujeron manualmente mediante la
seleccion regresiva de variables hasta que todos los predictores resultaron significativos
(p<0.05). Se construyeron modelos de regresidon de efectos mixtos (analisis de
metarregresion) con el paquete "metafor”. Todos los analisis y graficos se realizaron en
el software Rstudio (version 04.2+764, R Core Team, 2024).

6.8.2. Segunda etapa: Caracterizacion Fisicoquimica

Para los resultados de los pardmetros fisicoquimicos, se utilizo la estadistica descriptiva.
Todos los experimentos se realizaron por triplicado y los resultados se expresaron como
media *+ desviacion estandar (DE). Posteriormente se realizaron pruebas de normalidad
mediante grafico QQ, célculo de curtosis, asimetria y prueba de Shapiro. Los resultados
mostraron que los datos no tenian una distribucion normal por lo que se utilizaron pruebas
no paramétricas para las comparaciones, mediante la prueba de Kruskal-Wallis (p<0.05)
seguida de una prueba post hoc de Dunn con correccién de Bonferroni para discernir
posibles diferencias entre las muestras. Las variables fenoles, flavonoides y actividad
antioxidante (ensayos DPPH y ABTS) se agruparon por regiones. Se establecieron
correlaciones mediante el coeficiente de Spearman entre los parametros seleccionados
(p<0,05). Para clasificar las muestras de miel en funcion de sus propiedades
fisicoguimicas, se realiz6 un andlisis de cluster jerarquico y un analisis de conglomerados.
Se utilizé la distancia euclidiana con la regla del enlace completo para calcular las
similitudes de las muestras y un procedimiento aglomerativo jerarquico para establecer

los conglomerados. Antes de realizar el andlisis jerarquico de conglomerados, la matriz
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de datos de las propiedades fisicoquimicas se autoescalé restando el valor medio de
cada variable y dividiéndolo por su desviacion estandar. Esto garantizd que todas las
variables tuvieran la misma influencia en los resultados. Todas las pruebas se realizaron
en la version 2024.12.0+467 de R, utilizando los siguientes paquetes: dplyr, tidyverse,

ggplot2, FSA, rstatix, psych, corrplot, stats.

6.8.3. Procesamiento de espectros de RMN H

En los analisis de RMN se obtuvieron las desintegraciones por induccion libre (FID) que
fueron transformadas por Fourier, se pusieron en fase, se corrigieron por linea base y se
alinearon desplazando la sefial TSP a cero, todo en modo automatico con apodizacion
de 0,3 Hz utilizando el software TopSpin v.3.5.6 (Bruker, Billerica, MA, EE. UU.).

6.8.3.1.  Analisis de datos multivariados

Los datos de RMN-H! se reducieron generando binnings de 0,04 ppm en un rango de
desplazamiento quimico de 10,00-0,2 ppm, excluyendo las sefiales de agua (5,02-4,70
ppm) mediante alineacién y normalizacion a TSP. Se emplearon el centro medio y la
escala de Pareto para los analisis de PCA. La validacion cruzada se realiz6 mediante
persianas venecianas con 10 divisiones y un espesor ciego de uno para ambas técnicas.
En cuanto a PARAFAC, los espectros se escalaron segun Pareto antes del plegado de
tres vias, y el modo de los espectros se restringio a la no negatividad en los andlisis. Se
empled el software PLS-Toolbox 9.0 (Eigenvector Research, Inc., Wenatchee, WA, EE.
UU.) para todos los analisis quimiométricos. Para los compuestos obtenidos RMN, se
realiz6 un andlisis multivariado como PLS-DA (Partial Least Squares Discriminant
Analysis) y un OPLS-DA (Orthogonal (Partial Least Squares Discriminant Analysis) con
el programa SIMCA.

6.8.4. Tercer etapa: Fermentacion

Para la cinética de crecimiento se utilizo estadistica descriptiva. Los datos obtenidos de
la fermentacion con distintas concentraciones de miel (5%, 10%, 15%, 20% y 25%) se
ajjustaron a modelos de crecimiento bacteriano (modelo de Monod, modelo de Haldane
y modelo de Gompertz modificado) y se compraron los parametros cinéticos (umax,
tiempo de latencia, densidad final). Se realiz6 el calculo del sustrato 6ptimo para definir

la mejor concentracion de miel en el crecimiento bacteriano de Lactobacillus rhamnosus.

54



Para comparar el efecto de la fermentacion en azucares reductores, pH, acidez, fenoles,
flavonoides, DPPH y ABTS, se realiz6 un andlisis Pre-Post mediante un ANOVA de
medidas repetidas y una comparacion de medias por Dunn — Bonferroni (p <0.05) para

identificar diferencias entre los distintos tiempos de fermentacion.

Para los resultados de la inhibicion de la enzima a-amilasa y ureasa se calcul6 el
porcentaje de inhibicion, se realizd un ANOVA para identificar si existian diferencias
significativas (p<0.05) y prueba de Tukey. EC 50, se aplicé el modelo linearizado de
Michaelis Menten para posteriormente obtener los pardmetros de Ks y Vmax, con lo que

se determind el tipo de inhibicién de la enzima
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.2.  Primer etapa: Revision sistematica y metaanalisis

Se realizd una revision analitica y un metaanalisis para evaluar el efecto del tipo de abeja (A.
mellifera vs. abejas sin aguijon) sobre el contenido fendlico (fenoles y flavonoides), la actividad
antioxidante (ensayos DPPH y FRAP) y la composicién fisicoquimica (humedad, HMF, acidez
libre, color y proteina) de la miel. Las principales causas de exclusion de articulos fueron estudios
sin resultados para las variables de respuesta de interés (n = 34), articulos sin comparacion de
ambos tipos de abejas (n = 11), articulos de revision (n = 16), estudios que evaluaron polen (n =
10) y articulos sin medidas de variabilidad (n = 1). Después de aplicar los criterios de inclusion y
exclusion, se incluyeron en el metaanalisis un total de 14 articulos publicados entre 2000 y 2022
(Figura 3). Después de un andlisis de sensibilidad utilizando el metaanalisis leave-one-out, el

resultado agrupado se estabilizé.

7.2.1. Compuestos fendlicos, flavonoides y actividad antioxidante

La RMD, SMD, heterogeneidad y sesgo de las variables de respuesta se presentan en la Tabla
2. La miel producida por abejas sin aguijén mostré un mayor contenido fenélico en comparacion
con la miel de A. mellifera con una RMD de +33,69 mg GAE/100 g (p = 0,01; IC 95% +7,11,
+60,27 mg GAE/100 g) y una alta heterogeneidad (1> = 90,4%). El contenido de flavonoides en la
miel de los diferentes géneros de abejas sin aguijon fue mayor (Figura 5) en comparacion con la
miel de A. mellifera en +3,59 mg QE/100 g (p = 0,05; IC 95% -0,01, +7,19 mg QE/100 g), con
una alta heterogeneidad (I? = 89,3%) (Tabla 2).

Tabla 2. Diferencia de medias estandarizada (SMD) y diferencia de medias bruta (RMD) del
modelo de efectos aleatorios con IC del 95% y una prueba de heterogeneidad de compuestos
fendlicos, actividad antioxidante y resultados de parametros fisicoquimicos de la miel de Apis
mellifera y abeja sin aguijon.

Tamafio del efecto Heterogeneidad 12
Variable Ensayos Apis RMD (IC Valor SMD (IC  Valor ?(%) valorp p-
(n) mellifera  del 95%)° p del 95 p Valord
Media %)°
(DE) =
Fenoles (mg 34 61.21 +33.69 0.01 +2.45 0.50 90.4 0.0001 0,21
GAE/100 g) (28.30) (+7.11, (-4.78,
+60.27) +9.70)
Flavonoides 33 9.94 +3.59 0.05 +2.56 0.12 89.3 0.001 0.06
(mg QE/100 g) (8.7) (0,01, (-0.70,
+7.19) +5.83)
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DPPH (umol 30 78.10 +37.57 0.15 +2.0 0.46 90.4 0.001 0.19

TE/100 g) (20.21) (-13.60, (-3.41,
88.76) +7.41)
FRAP (umol 23 97.34 +63.39 0.009 +4.51 0.002 89.7  0.0001 0.08
Fe(11)/100 g) (7.84) (+15.52, (+1.60,
+111.26) +7.42)
Humedad (%) 31 19.54 +8.02 0.0001  +10.09 0.0001 92.6 0.0001 0.0006
(3.65) (+5.93, (+6.52,
+10.11) +13.66)
HMF (mg/kQg) 17 20.14 -11.25 0.001 -3.96 0.0002 935 0.0001 0.008
(16.27) (-15.88, (-6.07,
-6.62) -1.85)
Acidez libre 19 31.32 +34.76 0.01 +3,17 0.08 93.6 0.0001 0,52
(meq/kg) (16.67) (+7.17, (-0,45,
+62.34) +6,81)
Color 18 64.48 +10.24 0.32 +6.31 0.036 95.1 0.0001 0.101
(mm/Pfund) (11.93) (-10.22, (-12.23,
30.71) -0.39)
Proteina 22 3.49 -0.31 0.48 -0.83 0.60 92.6  0.0001 0.77
(9/kg) (4.08) (-1.18, (-3.98,
-0.55) +2.30)

Media y desviacion estandar de la miel de Apis mellifera. RMD es la diferencia de medias bruta que
estima el efecto global expresado en las unidades de medida originales.SMD es la diferencia de
medias estandarizada estimada del modelo aleatorio. p-valor de la prueba de Begg; p-valores > 0,05;
Izes medida de heterogeneidad del modelo aleatorio.

La Figura 5 muestra la diferencia media en el contenido de flavonoides entre los dos tipos
de miel, tanto de origen monofloral como polifloral. La miel de origen monofloral mostro
una diferencia media de 13,22 (IC del 95 %: [13.15- 13.29]), lo que sugiere un mayor
contenido de flavonoides en este tipo de miel y un efecto combinado de 6.07 (IC del 95
%: +0.48, +11.67). Los resultados muestran una diferencia significativa en la actividad
antioxidante basada en los valores de FRAP entre los tipos de abejas, con un alto
potencial antioxidante de la miel de abeja sin aguijon (+63,39 pmol Fe(11)/200 g; p = 0,009)
( Tabla 2).
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Subgroup Mean Difference MD 95% CI

floral source= Monofloral :
Common effect model : [0 13.22 [13.15; 13.29]

Overall effect —a— 6.07 [ 0.48; 11.67)
Heterogeneity: 1 = 100%, +° = 97.8113, p=0 :

floral source= Polyfloral !
Common effect model ] : : -2.30 [-2.49; -2.11]
Overall effect ' ——.—-— | 2.03 [-2.62; 6.69)
Heterogeneity: I* = 100%, t° = 107.9402, p =0 : ;

|

Common effect model : 11.42 [ 11.36; 11.49]
Overall effect —— 3.59 [-0.01; 7.20]
Heterogeneity: /> = 100%, v° = 105.3282, p =0 ! ! J !
-10 -5 0 5 10 15
Less flavonoids More flavonoids

Figura 5. Diagrama de bosque del contenido de flavonoides (mg QE/100 g) para ensayos con
fuentes florales, divididos en origenes monoflorales y multiflorales. El tamafio de punto refleja la
ponderacién relativa del estudio en la estimacion del tamafio del efecto general, donde un tamafio
de punto mayor representa una mayor ponderacién en la estimacion del tamafio del efecto
combinado, incluyendo los intervalos de confianza. El diamante representa el efecto general como
la diferencia de medias bruta (RMD).
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Subgroup Mean Difference MD 95% CI

Genera = Heterotrigona

Common effect model v B3 17.13 [ 17.05; 17.21)
Overall effect —— 9.09 [ 4.06; 14.11)]
Heterogeneity: /* = 100%, «* = 39,3846, p = 0 '

Genera = Melipona

Common effect model ) ' -2.68 [-2.88; -2.48)
Overall effect —— ' 091 [-7.03; 5.20]
Heterogeneity: /* = 100%. v° = 146.8916, p = 0 |

Genera = Hypotrigona

Common effect mode! [ -2.04 [-2.78; -1.29]
Overall effect = -2.04 [-2.78; -1.29)
Heterogeneity: nol applicable

Genera = Plebeia ‘

Common effect model :g: 1217 [ 3.87; 2047]
Overall effect 1217 [ 3.87; 2047)
Heterogeneily: not applicable

Genera = Ptilotrigona '

Common effect model ~— 7.45 [ 3.42; 11.48)
Overall effect —+——— 7.45 [-2.64; 17.54)
Heterogeneity: /* = 84%, +* = 44,5900, p = 0.01 i

Genera = Nannotrigona .

Common effect model - 7.33 [ 3.31; 11.36)
Overall effect L 7.35 [-5.29; 19.99]
Heterogeneity: I* = 90%, v = 74,7660, p < 0.01

Genera = Partamona '

Common effect model - 18.40 [12.68; 24.12)
Overall effect —— 18.40 [12.68; 24.12]
Heterogeneity: not applicable '

Genera = Scaptotrigona :

Common effect model | ' 0.99 [ 0.85; 1.13)

Overall effect —t+— 6.48 [-4.99; 17.94]
Heterogeneily: I* = 94%, v’ = 84.4312, p < 0.01 "

Genera = Trigona
Common effect model O : 3.26 [ 2.36; 4.16)
Overall effect ] 3.26 [ 2.36; 4.16]
Heterogenelty: I = 0%, ©“ =0, p = 0.69 '

Common effect model | 11.42 [ 11.36; 11.49]
Overall effect ~— 3.59 [-0.01; 7.20]
Heterogeneity: I = 100%, r* = 105.3282, p =0 ' ' L
-10 0 10 20
Less flavonoids More flavonoids

Figura 6. Diagrama de bosque del contenido de flavonoides (mg QE/100 g) para ensayos que
incluyeron diferentes géneros de abejas sin aguijon. El tamafio de punto refleja la ponderacién
relativa del estudio en la estimacion del tamafio del efecto general, donde un tamafio de punto mayor
representa una mayor ponderacion en la estimacion del tamafio del efecto combinado, incluyendo
los intervalos de confianza. El diamante representa el efecto general como la diferencia de media
bruta (RMD).
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La actividad antioxidante basada en el valor FRAP muestra una SMD con una diferencia
significativa entre los géneros de abejas sin aguijon (Figura 7). El género Heterotrigona
mostré una SMD de 3,55 (IC del 95 %: +1,93, +5,17), lo que sugiere un aumento
significativo en la actividad antioxidante. El efecto general fue de 7.38 (IC del 95 %: +2.51,
+12.25), lo que también indica un gran aumento en la actividad antioxidante (1> = 67 %.).
El género Hypotrigona mostré un alto efecto con una SMD de 14.53 (IC del 95 %: +9.12,
+19.94), lo que sugiere un aumento en la actividad antioxidante en esta especie de abeja.
La heterogeneidad de los estudios fue alta, lo que muestra que los resultados variaron
entre los estudios.

El presente estudio describe las diferencias en el contenido fendlico entre la miel de A.
mellifera y la de abeja sin aguijén. Se informa el contenido fendlico y flavonoides, ya que
se consideran los principales compuestos fendlicos presentes en la miel (Kek et al., 2014;
da Silva et al., 2016). Estos compuestos importantes en los productos apicolas debido a
Su asociacion con actividades biolégicas como el efecto antiinflamatorio, antimicrobiano
y antioxidante, como se ha demostrado en ensayos in vitro (Ge et al., 2020; Tuksitha et
al., 2018; Mahmood et al., 2020).

Los andlisis de metarregresiéon mostraron que el contenido fendlico y flavonoides podria
variar segun el pais, la fuente floral, la latitud y el tipo de abeja (A. mellifera y abejas sin
aguijon). En este sentido, el tipo de abeja influye en la produccion de miel debido a las
diferentes caracteristicas morfoldgicas y fisiologicas entre las abejas que podrian influir
en las caracteristicas quimicas de la miel. Por ejemplo, las abejas sin aguijén son mas
pequefas que las abejas A. mellifera, lo que les permite polinizar flores de tamano
pequefio y les da acceso a diferentes fuentes de polen y néctar (Abd et al., 2017; Mokaya
et al., 2022). A. mellifera tiene preferencias de forrajeo por tonos y saturaciones
especificos. Por el contrario, las abejas sin aguijon muestran poca preferencia por el tono
o la saturacion del color (Koethe et al.,, 2020). Las elecciones de forrajeo estan
influenciadas por las abejas recolectoras que regresan al nido, transmitiendo informacion
olfativa y gustativa sobre la fuente de alimento utilizada a las comparieras de nido (Farina
et al., 2005). Ademas, las abejas sin aguijon tienden a realizar vuelos mas cortos y
prefieren plantas con flores bajas para recolectar néctar (Moreira et al., 2023). Por lo
tanto, las preferencias de forrajeo podrian estar relacionadas con las especies incluidas

en este analisis. Asimismo, las condiciones de almacenamiento de la miel en la colmena
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podrian influir en su composicion; por ejemplo, las abejas sin aguijon construyen
recipientes con cerumen para almacenar la miel (Wille, 1983; Khongkwanmueang et al.,
2020).

El cerumen se elabora a partir de las secreciones de las glandulas ceriferas abdominales
de las abejas, mezcladas con secreciones salivales y resinas vegetales recolectadas por
las recolectoras (Layek et al., 2023). De manera similar, las abejas meliferas utilizan la
cera producida por sus glandulas abdominales para construir el panal que utilizan para
almacenar la miel (Winston, 1991). En ambos casos, el néctar recolectado por las
recolectoras se mezcla con las secreciones salivales de las abejas en el momento en que
se produce la trofalaxis, un proceso que también es Gtil para reducir el contenido de agua
del néctar (Layek et al., 2023). Durante la manipulacién del néctar para producir miel, el
producto se expone al polen recolectado por las recolectoras; de hecho, los granos de
polen se utilizan para determinar el origen floral de la miel (melisopalinologia) (Herrero et
al., 2002). Ademas, las abejas sin aguijon y las abejas meliferas recolectan resinas para
producir propodleos, que en ambos casos se utilizan para sellar y desinfectar la colmena
(Layek et al., 2023; Borba et al., 2015). Por lo tanto, los compuestos fitoquimicos
presentes en el propoleo y el polen podrian influir en la composicion quimica de la miel.
De acuerdo con Wakhungu et al. (2022). las abejas Hypotrigona proporcionan buenos
servicios de polinizacion en un radio de hasta 250 m y pueden recolectar polen de
diversas fuentes florales, lo que podria aumentar la variabilidad de los compuestos
fendlicos en la miel colectada por esta abeja. Alvarez-Suarez et al. (2018) realizaron un
estudio comparando 16 mieles de dos especies diferentes de abejas (A. mellifera y
Melipona beecheii); las muestras de miel pertenecian a municipios de Cuba,
seleccionados con base en su potencial melifero y de polinizacién, asi como su
proximidad geogréfica.

A patrtir de los mapas florales desarrollados por el Centro Nacional de Investigaciones
Apicolas de Cuba, que aseguran la similitud de las plantas que sirven como fuentes de
polen y néctar para las abejas, los resultados mostraron un contenido significativamente
mayor de compuestos fendlicos y flavonoides en la miel de Melipona bececheii (abeja sin
aguijén) en comparacion con A. mellifera. En realidad, los compuestos fendlicos se han
utilizado como indicadores quimicos para determinar diferentes origenes botanicos y

geograficos de la miel (Cavaza et al., 2013; Das et al., 2015) y pueden influir en las
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propiedades organolépticas (color, sabor o aroma) de la miel (Makawi et al., 2009).
Algunos estudios han reportado altos niveles de compuestos fenélicos en la miel de abeja
sin aguijon, como acido p-cumarico, kaempferol, quercetina, acido elagico, acido ferulico,
transcinamico, catequina, rutina, crisina y hesperidina (Pimentel et al., 2022; Sousa et al.,
2016). Por lo tanto, es importante mencionar que la variacién en el contenido fendlico y
flavonoides en la miel también depende de varios factores como la fuente botanica del
néctar, la temporada, las condiciones de almacenamiento, el area geogréfica, las
condiciones ambientales, el manejo apicola, el area de alimentacion y la especie de abeja
(Kek et al., 2014; Moreira et al., 2023; Biluca et al., 2016). Sin embargo, se deben
investigar mas a fondo las preferencias de las abejas meliferas y las abejas sin aguijon
por las fuentes florales y las resinas, asi como la influencia de otros productos de la

colmena como el propdleo y el polen en la composicién quimica de la miel.

Standardised Mean

Subgroup Difference SMD 95% CI
Genera = Heterotrigona I

Common effect model v~ 3.55 [1.93; 5.17]
Overall effect —l— 7.38 [2.51; 12.25)

Heterogenelty: I“ = 67%, v° = 18.9498, p < 0.01

Genera = Melipona

Common effect model £ 0.04 [-0.55; 0.63)
Overall effect M 3.92 [-0.59; 8.42]
Heterogeneity 12 =92%, 1* = 53,1331, p < 0.01 :

Genera = Hypotrigona
Common effect model | - 14.53 [ 9.12; 19.94)

Overall effect : » 14.53 [9.12; 19.94]
Heterogeneity: not applicable

Genera = Plebeia :

Common effect model % 0.14 [-0.99; 1.27]
Overall effect ' 0.14 [-0.99; 1.27]
Heterogeneity: not applicable

Genera = Trigona

Common effect model ~£3- 2.07 [0.29; 3.85)
Overall effect - 1.31 [-4.12; 6.75)
Heterogeneity: I = 83%, 1° = 19.8260, p < 0.01 ,

Common effect model o 0.62 [0.15; 1.10]
Overall effect — 4.51 [1.60; 7.43]
Heterogeneity: 1* = 80%, t* = 40.5623, p < 0.01 ' | 1 '

-10 -5 0 5 10
Less FRAP More FRAP

Figura 7. Actividad antioxidante del diagrama de bosque con FRAP (pmol Fe (lI)/100 g) para

ensayos que incluyeron diferentes géneros de abejas sin aguijon. El tamafio de punto refleja la
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ponderacién relativa del estudio con respecto a la estimacion del tamafio del efecto general, donde
un tamafio de punto mayor representa una mayor ponderacién y el tamafio del efecto combinado
estimado, incluyendo los intervalos de confianza. El rombo representa el efecto general como la
diferencia de media bruta (RMD).

La actividad antioxidante se analizd segun el origen floral de la miel, dividida en miel
monofloral y polifloral (Figura 8). Los resultados indicaron una SMD de 2,19 (IC del 95 %:
+1,46, +2,92), con un efecto general superior de 6,62 (IC del 95 %: +2,34, +10,91), lo que
muestra un aumento estadisticamente significativo de la actividad antioxidante en la miel
polifloral (12> 90 %).

Standardised Mean

Subgroup Difference SMD 95% CI
floral source= Monofloral d:
Common effect model : -0.55 [-1.19; 0.08]

Overall effect — 1.94 [-1.54; 5.41]
Heterogeneity: I° = 83%, 1° = 25.6554, p < 0.01

floral source= Polyfloral

Common effect model

Overall effect

Heterogeneity: /° = 91%, 1° = 46.4871, p < 0.01

e 2.19 [1.46; 2.92]
+ 6.62 [ 2.34; 10.91]

Common effect model © 0.62 [0.15; 1.10]

Overall effect i 4.51 [1.60; 7.43)
Heterogeneity: I = 90%, 1° = 40.5623, p < 0.01 ' J ' '
-10 -5 0 5 10

Less FRAP More FRAP

Figura 8. Diagrama de bosque de la actividad antioxidante con ensayos de origen floral FRAP
(umol Fe (II)/100 g), divididos en origen monofloral y polifloral. El tamaiio de punto refleja la
ponderacidn relativa del estudio en la estimacién del tamafio del efecto general, donde un tamafio
de punto mayor representa una mayor ponderacion en la estimacién del tamafio del efecto
combinado, incluyendo los intervalos de confianza. El rombo representa el efecto general como la
diferencia media bruta (RMD).

Esta revision sistematica compara la actividad antioxidante de la miel de A. mellifera y la
miel sin aguijon utilizando las técnicas DPPH y FRAP. Los resultados indican una mayor
actividad antioxidante en la miel de abejas sin aguijon en comparacion con la miel de A.
mellifera, como lo evidencian los valores de FRAP. Varios estudios han vinculado los

acidos fendlicos y flavonoides en la miel con su actividad antioxidante (Shamsudin et al.,
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2022; Tuiz-Ruiz et al., 2017; Tuksitha et al., 2018). Esta actividad esta fuertemente
influenciada por la estructura molecular de los compuestos fenélicos (Zehiroglu et al.,
2019), especialmente el nimero y la disposicion de los grupos hidroxilo y la posicion de
los anillos fendlicos, que son cruciales para su actividad antioxidante (Zehiroglu et al.,
2019; Martinello & Mutinelli, 2021). La actividad antioxidante consiste en el mecanismo
por el cual los antioxidantes eliminan o reducen la formacion de radicales libres (especies
reactivas de oxigeno—ROS) en la célula (da Silva et al.,, 2016). Los antioxidantes
protegen a las células del dafio oxidativo causado por los radicales libres y contribuyen a
la prevencion de ciertas enfermedades (Martinello & Mutinelli, 2021), incluyendo
enfermedades cardiovasculares, envejecimiento, enfermedades cardiacas, cancer e
inflamacion (Zehiroglu et al., 2019). La actividad antioxidante en la miel puede estimarse
utilizando diferentes técnicas, como los ensayos DPPH y FRAP. El DPPH se utiliza en un
ensayo de eliminacion de radicales; basado en la transferencia de electrones, el
antioxidante dona un electron al radical DPPH, neutralizandolo y convirtiéndolo a la forma
reducida, mientras que el antioxidante se oxida (Jan et al., 2022). El radical DPPH
produce una solucién violeta intensa. Cuando una solucién de DPPH se mezcla con un
compuesto de prueba que puede donar un atomo de hidrogeno, esto cambia el color del
compuesto a incoloro o amarillo claro a medida que se eliminan los radicales libres
(Kedare et al., 2011). El ensayo FRAP mide la capacidad del antioxidante para reducir
los iones férricos (Fe3*) a iones ferrosos (Fe2*) (Shamsudin et al., 2022). Un ensayo
antioxidante evalla la capacidad de estos compuestos fendlicos y flavonoides para donar
un electron de un grupo hidroxilo a un electron desapareado de radicales libres y luego
ocurre la actividad antioxidante (Ge et al., 2020; Chua et al., 2013). La reaccion de
neutralizacion de radicales depende de muchos factores, entre ellos la concentracién de
iones de hidrogeno en el sistema de medicion (Dawidowicz et al., 2012).

Las diferencias en la actividad antioxidante encontradas en la revisién sistematica y
metaanalisis actuales entre A. mellifera y miel sin aguijén pueden estar relacionadas con
la presencia de componentes como vitamina C, vitamina E y carotenoides, que pueden
contribuir a la mayor actividad antioxidante de la miel sin aguijon (Jiménez et al., 2016;
Escuredo et al.,, 2013). Juntos, estos componentes pueden aumentar la actividad
antioxidante y estimular biomoléculas (por ejemplo, proteinas, carbohidratos, acidos

nucleicos vy lipidos) en las células para producir especies reactivas de oxigeno, lo que
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resulta en una alta respuesta antioxidante (Pimentel et al., 2022). Por lo tanto, la actividad
antioxidante resulta de la actividad combinada de varios compuestos, no solo
compuestos fendlicos y flavonoides (Tuksitha et al., 2018). En consecuencia, Shamsudin
et al. (2022) encontraron que el contenido fendlico, los flavonoides y la actividad
antioxidante fueron mayores en la miel sin aguijén que en la miel de A. mellifera. Ademas,
nuestros resultados mostraron que el género de abejas Hypotrigona produjo miel con
mayor actividad antioxidante en comparacion con las otras especies de abejas sin aguijéon
(p<0.05).

7.2.2. Composicion fisicoquimica
El metaanalisis mostré diferencias significativas en los parametros fisicoquimicos (Tabla
3). La humedad (%) fue mayor en la miel de abeja sin aguijon en +8.02% (p= 0.0001; IC
95%: +5.93, +10.11%), con el SMD mas alto (+10.09; p=0.0001) en comparacion con la
miel de A. mellifera. Adicionalmente, la miel de abeja sin aguijon mostré una acidez libre
mas alta comparada con la mielde A. mellifera en +34.76 meg/kg p=0.01; IC 95%: +7.17,
+62.34). La intensidad del color fue mayor en la miel de abeja sin aguijon en contraste
con la miel de A. mellifera (+10.24; IC 95%: +10.22, +30.71), con evidencia de
heterogeneidad significativa (1°95.1%). Por el contrario, la miel de abeja sin aguijon
mostré un menor contenido de HMF (-11,25 meqg/100 g;p= 0,001; IC 95%: —15,88, -6,62)

en comparacion con la miel de A. mellifera.

7.2.3. Analisis de metarregresion

Se realiz6 un anadlisis de metarregresion para explicar la heterogeneidad significativa
entre los estudios (1>> 90%) para las variables analizadas, los parametros fisicoquimicos,
el contenido fendlico, los flavonoides y la actividad antioxidante. Se identificaron a priori
cuatro covariables para explicar la variabilidad: (1) especie de abeja sin aguijon; (2) fuente
floral para la produccién de miel; (3) paisy (4) latitud. Las pendientes de la metarregresion
y la significancia estadistica de las covariables, para niveles de heterogeneidad de 12>
25%, se muestran en la Tabla 3. Varrios géneros de abejas, la fuente floral y el pais
influyeron en el contenido fendlico. Los resultados de la metarregresion mostraron que
los géneros Melipona podrian producir miel con menor contenido fendlico (-26,01), (p<
0,05). En cuanto al pais, Cuba (8= +69.58; p< 0.001) y Pera (8= +82.04; p< 0.001) se

asociaron con un aumento significativo del contenido fendlico de la miel. La latitud
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también influyd, como se observé en Nigeria (8=-1.19; p< 0.01), que mostré6 una

disminucioén del contenido fendlico.

Tabla 3. Pendientes de metarregresion y significanciade covariables pararesultados con una
heterogeneidad moderada o alta (I>> 25%).
RZ 2
Covariables (B)
Variable Géneros Fuente floral Pais Latitud
Fenoles Melipona-26.01 * Polifloral -45.60 ** Cuba +69.58 ***  -1.19* 87.85 59.41
Nannotrigona-29.43 * Nigeria +63.61 ***
Partamona-27.41 * Perd +82.04 ***
Flavonoides Cuba +18.07 ***  -0,46 ** 9.34 97.76
Nigeria +19.87 ***
Per( +15.31 ***
FRAP Hypotrigona+12.11 *  Polifloral +13.60 ***  Cuba —10.03 *** 83.78 74.66
Melipona-8.59 ** Nigeria —=17.47 ***
Plebeia-6.98 *
Trigona—-14.42 ***
Humedad Trigona-14.44 * Polifloral +14.65 * Cuba -15.02 ** 53.86 91.55
Nigeria -16.87 **
Peru -9.89 *
HMF Hipotrigona+26.55 ***  Polifloral =3.91 *** Cuba +2.35 * 100.0 0.0

Melipona+19.43 ***
Plebeia+19.82 ***
Acidez libre  Hypotrigona+27.47 *** Polifloral -2.53 * Brasil +6.14 *** -0.31* 96.58 70.06

Melipona-7.76 *** Cuba +2.95 *
Scaptotrigona—5.09 * Nigeria —10.85 ***
Trigona—-45.95 **
Color Hipotrigona+24.48 ** Brasil —-69.59 * -2.39* 99.93 11.69
Melipona+23.64 ** Nigeria -30.80 *

Plebeia+28.13 ***

R2= grado de heterogeneidad considerado para el modelo mixto. Codigos de significancia: *** < 0.001;
** < 0.01; *<0.05

El contenido de flavonoides fue significativamente mayor en la miel de abeja sin aguijon de Cuba
(B= +18.07; p< 0.001), Nigeria (8= +19.87; p< 0.001) y Peru (8= +15.31; p< 0.001) en comparacion
con la miel de Malasia, Brasil y Portugal. En este sentido, el pais influy6 significativamente en el

contenido fendlico de la miel.

Los resultados mostraron una relacion positiva entre el género Hypotrigona y la actividad
antioxidante (8= +12.11;p< 0.05). La fuente polifloral mostré una asociacion positiva con
la alta actividad antioxidante de la miel (8= +13.60; p< 0.001). La miel de la fuente
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polifloral tuvo un mayor porcentaje de humedad (8= +14.65; p< 0.05) en comparacion con
la miel de la fuente monofloral. Ademas, la humedad fue significativamente menor en la
miel de Cuba (8= —-15.02; p< 0.01), Nigeria (8= —16.87; p< 0.01) y Pera (8= —-9.89; p<
0.05) en comparacion con el resto de las localidades estudiadas. Ademas, el contenido
de hidroximetilfurfural en la miel de abejas sin aguijon fue menor para la miel con un
origen botéanico polifloral en comparacion con la miel de fuentes monoflorales (8= -3.91;
p< 0.001). Ademas, la acidez libre fue menor en la miel de las especies Melipona (8=
=7.76; p< 0.001), Scaptotrigona (8= —5.09; p< 0.05) y Trigona (8= -45.95; p< 0.01) en
comparacion con las abejas Heterotrigona, Hypotrigona, Plebeia, Ptilotrigona,
Nannotrigona y Partamona. La miel que mostro la acidez libre mas alta se produjo en
Brasil (8= +6.14; p< 0.001) y Cuba (B= +2.95; p< 0.05), y la miel de Nigeria tuvo los
valores mas bajos de acidez libre (8= -10.85; p< 0.001) en comparacién con el resto de
los paises. La intensidad del color fue significativamente menor en la miel de Brasil (8= -
69.59; p<0.05) y Nigeria (8= -30.80; p<0.05). Por ultimo, nuestros resultados revelaron
gue el contenido fendlico (8= -1.19; p< 0.01), flavonoides (8= —0.46; p< 0.01), acidez
libre (B= -0.31; p< 0.05) y la intensidad del color (8= —-2.39 p< 0.05) de la miel se
correlacionaron negativamente con la latitud.

Los resultados revelaron diferencias significativas en los parametros fisicoquimicos entre
la miel sin aguijon y la miel de A. mellifera, destacando el alto porcentaje de humedad y
acidez libre en contraste con el menor contenido de HMF y actividad de diastasa en la
miel sin aguijon. En este sentido, las propiedades fisicoquimicas como el color, la acidez
libre, la humedad y el HMF de la miel son algunos de los parametros utilizados para la
autenticacion, la medicion de la calidad y la deteccion de cualquier adulteracion en el
producto (Kek et al., 2017). Los criterios de calidad fisicoquimica de la miel de la abeja A.
mellifera estan bien especificados, establecidos por la Comision del Codex Alimentarius
(2001) (Won et al., 2019), pero estos no pueden aplicarse para la miel de abeja sin
aguijon. Se ha demostrado que la humedad, la acidez libre, la actividad de diastasa y el
contenido de HMF varian entre la miel de A. mellifera y la miel de abeja sin aguijon
(Jimenez et al., 2016). La diferencia fisicoquimica encontrada en el presente estudio
podria estar relacionada con varios factores como el origen botéanico, la zona geografica,
el clima, el método de cosecha, los géneros y especies de abejas (Mokaya et al., 2022).

Una implicacion del presente estudio es la posibilidad de contribuir a la determinacion de
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parametros de calidad que son importantes de conocer, para establecer estandares de
calidad para la miel de abejas sin aguijén y para prevenir su adulteracién (Silva et al.,
2021).

7.2.4. Humedad
Con base en los estudios disponibles, se encontré que la miel sin aguijon present6 altos
niveles de humedad (>20%) para ser comparada con la miel de A. mellifera; la relevancia
de este hallazgo radica en que la humedad es un parametro de calidad en los estandares
establecidos de la miel. Ademas, la humedad afecta la viscosidad, el sabor y la
cristalizacion, y se considera un indicador Util para mejorar el almacenamiento y la
conservacion (Rozman et al., 2022; Silva et al., 2021. El alto contenido de humedad en
la miel sin aguijon no es sorprendente, ya que ha sido ampliamente reportado para este
tipo de miel (Lira et al., 2014). Este mayor contenido de humedad de la miel sin aguijéon
podria estar relacionado con el hecho de que las abejas sin aguijon recolectan el néctar
de las flores de plantas de bajo crecimiento, que tienden a producir néctar rico en agua
(Bertsch, 1983; Avila et al., 2020). De acuerdo a Jiménez et al. (2016), el contenido de
humedad de la miel de abejas sin aguijon varia segun el area geografica y la vegetacion
predominante. En areas tropicales, la vegetacion polifloral esta influenciada por las altas
precipitaciones anuales y la alta humedad, lo que puede aumentar el contenido de agua
de la miel, mientras que en una selva tropical, la miel se caracteriza por un bajo contenido
de agua (Rozman et al., 2022; Mokaya et al., 2022). Las abejas sin aguijon almacenan la
miel en recipientes hechos de cerumen, mientras que A. mellifera almacena la miel en un
panal hexagonal construido con cera de abejas, que es un material complejo con mas de
300 sustancias identificadas (Kek et al., 2017). Durante el almacenamiento de la miel, las
abejas sin aguijon y las abejas meliferas utilizan la trofalaxis para reducir el contenido de
agua del néctar recolectado para producir miel, pero el contenido de humedad de la miel

de abejas sin aguijon suele ser mas alto (~31%) (Roubik, 1983).

El alto contenido de humedad influye en las caracteristicas de la miel, ya que permite que
los microorganismos proliferen durante el almacenamiento, especialmente las levaduras,
gue podrian causar la fermentacion de la miel (Nordin et al., 2018; Mokaya et al., 2022).
En contraste, la miel producida por A. mellifera tiene un menor contenido de agua (<20%)),

lo que impide que ocurra el proceso de fermentacion (Winston, 1991). El proceso de
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fermentacion podria considerarse como contribuyente al riesgo de deterioro en la miel de
A. mellifera, pero en la miel de abeja sin aguijon, no parece afectar la calidad del producto
(Dos Santos et al., 2021). ElI Codex Alimentarius (CA) establece el 20% como el limite
maximo de humedad en la miel de Apis mellifera (CA, 2021), por lo que estos estandares
actuales no se pueden aplicar a la miel de abeja sin aguijon debido al contenido natural
de agua en cada producto; por lo tanto, es necesario establecer estandares especificos
para la miel de abeja sin aguijon.

7.2.5. Acidez libre
Los resultados mostraron que la acidez libre fue mayor en la miel sin aguijon comparada
con la cantidad de miel de A. mellifera. La acidez libre se considera uno de los parametros
mas importantes para evaluar la frescura de la miel (Silva et al., 2021). La acidez libre se
refiere a los acidos naturales libres presentes en la miel, que contribuyen al sabor de la
miel, la estabilidad contra microorganismos y las actividades antibacterianas y
antioxidantes (Cavia et al., 2007). La elevada acidez puede contribuir a prolongar la vida
atil de la miel, ya que genera un entorno desfavorable para el crecimiento de
microorganismos no deseables (Mokaya et al., 2022), como Escherichia coli y
Streptococcus aureus (Chan-Rodriguez et al., 2012; Ng et al., 2020). Ademas, las
diferencias en la acidez libre encontradas entre las mieles podrian estar relacionadas con
la fuente floral, la temporada de cosecha, el proceso de almacenamiento y el area
geografica (Alves et al., 2013; Habib et al., 2014). El limite maximo de acidez libre segun
el Codex Alimentarius (2001) es de 50 meg/kg para la miel de A. mellifera. La miel sin
aguijéon presenta niveles mas altos y, por lo tanto, no cumple con estas regulaciones
(Biluca et al., 2016). Como se mencion0 anteriormente, la miel sin aguijon no esta incluida
en las normas internacionales para la miel. Dado el potencial de la miel sin aguijon para
integrarse en los mercados regionales e internacionales, es imperativo establecer
parametros para este producto que garanticen su consumo seguro, calidad y

comercializacion.

7.2.6. Hidroximetilfurfural (HMF)

Nuestro analisis mostré concentraciones mas bajas de HMF en la miel de abejas sin
aguijon con respecto a la miel de A. mellifera. El HMF es un parametro importante para

la frescura, el sobrecalentamiento y la calidad de la miel (Yaakob et al., 2019; Godocikova
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et al., 2020). Las diferencias encontradas en el contenido de HMF se pueden explicar por
varios factores como el calor, el tiempo de almacenamiento prolongado, el contenido de
azucares simples, el contenido de acidos, minerales, fuentes florales y las condiciones
ambientales (Jiménez et al.,2016; Sousa et al., 2016). El hidroximetilfurfural es un
compuesto organico heterociclico de seis carbonos que contiene grupos funcionales
aldehido y alcohol (hidroximetilo), formados por la degradacion de azucares (Avila et al.,
2018). En relacién con nuestros resultados, el HMF se puede formar por la reaccion de
Maillard; por lo tanto, debido a la alta actividad de agua (Aw) y acidez en la miel sin
aguijon, la reaccion de Maillard podria ser lenta y la formacion de HMF podria inhibirse,
lo que explica parcialmente el contenido reducido de HMF en la miel sin aguijén Biluca et
al., 2014). Finalmente, ademas de la importancia del contenido de HMF para evaluar la
calidad de la miel, se ha descubierto que el HMF es tdxico para ratas y ratones; no se
pueden excluir los posibles riesgos para la salud humana asociados con altas
concentraciones (Zirbes et al., 2013). En este sentido, los niveles mas bajos que se
encuentran en la miel sin aguijon son una ventaja en comparacion con la miel de A.

mellifera.

7.2.7. Color

El alto contenido de &cidos fendlicos y flavonoides puede explicar la mayor intensidad de
color encontrada en la miel sin aguijén comparados con los resultados de la miel de A.
mellifera. La importancia del color de la miel radica en que indica la presencia de
pigmentos, como flavonoides y carotenoides (Otmani et al., 2021); también, el color es
una de las principales caracteristicas que los consumidores tienen en cuenta al comprar
miel (Ramly et al., 2021). El color de la miel varia de amarillo claro a marrén oscuro; la
miel de color claro suele ser baja en compuestos minerales y fendlicos, mientras que la
miel de color oscuro suele ser alta en compuestos minerales y fenodlicos (Biluca et al.,
2016), vy las diferencias en el color de la miel estdn asociadas con el origen botanico, el
contenido fendlico, las reacciones bioquimicas durante la maduracion de la miel y la

exposicion a altas temperaturas o luz (Kek et al., 2014).
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7.3. Segunda etapa: caracterizacion fisicoquimica

7.3.1. Humedad

La humedad es una de las caracteristicas fisicoquimicas mas importantes relacionadas
con la estabilidad, la viscosidad, la madurez, el peso especifico, la cristalizacion, la vida
atil y el sabor de la miel (Gela et al., 2021). Nuestros resultados estan en consonancia
con estudios anteriores que han demostrado que la miel de abejas sin aguijon tiene un
mayor contenido de humedad en comparacion con la miel producida por A. mellifera
(Sousa et al., 2013; Chuttong et al., 2016; Jiménez et al., 2016), que es < 20% segun la
Comision del Codex Alimentarius, (CA, 2001). Ademas, hubo diferencias estadisticas en
el porcentaje de humedad presente (p<05; Tabla 4). El contenido medio de humedad de
todas las muestras de miel de S. mexicana fue de 28.13%. La variacion en el contenido
de humedad se puede atribuir a diversos factores, como la vegetacion, las condiciones
climaticas, el suelo, la cosecha, el procesamiento, las especies de abejas y el origen
geografico (Jiménez et al., 2016; Silvano et al., 2014). Las muestras de miel 20P, 21P y
24P de la Palmilla presentaron el mayor contenido de humedad. La baja altitud de esta
regibn, con su elevada temperatura y alta humedad relativa, podria explicar
potencialmente este hecho. Mohammed (2022) afirmé que elevadas temperaturas y una
humedad ambiental mas elevada podrian aumentar el porcentaje de humedad de las
muestras de miel, mientras que las temperaturas mas bajas probablemente darian lugar
a muestras de miel con porcentajes de humedad mas bajos. En las zonas tropicales, la
vegetacion polifloral se ve influida por las elevadas precipitaciones anuales y la alta
humedad; por lo tanto, aumenta el contenido de agua de la miel (Mokaya et al., 2020;
Rozman et al., 2022). Los altos niveles de humedad promueven la fermentacion, a
menudo causada por la accion de levaduras osmotolerantes, o que resulta en la
formacion de etanol y dioxido de carbono (Alves et al.,, 2013). Como resultado, la
fermentacion puede producir etanol, que puede degradarse en acido acético y agua,
dando a la miel un sabor agrio o desagradable y una textura liquida con pequefias
burbujas. (Moo-Huchin et al., 2015). En este sentido, las condiciones ambientales, como
la temperatura y la elevada humedad, pueden influir en la floracion de la planta para que
produzca néctar con una elevada humedad pero un bajo contenido de azucar (Agus et
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al., 2021). Por lo tanto, estos resultados concuerdan con estudios previos que reportaron

un contenido de humedad >20% (Jiménez et al., 2016; Marcolin et al. 2021).

7.3.2. Cenizas

El contenido en cenizas de las muestras de miel de S. mexicana oscil6 entre 0,12 y 0,85
g /100 g, como se muestra en la Tabla 4. Se observaron diferencias estadisticas entre
las mieles de distintas localidades (p<0.05). La determinacién de cenizas representa el
contenido mineral de la miel y estd asociada a la zona geografica y al origen botanico del
néctar recolectado por las abejas meliferas (Marcolin et al. 2021). Se considera que la
miel de color claro tiene un contenido de cenizas mas bajo que las mieles de color oscuro
(Souza et al., 2006). Algunos estudios reportaron que los minerales presentados en la
miel son importantes para la nutricion humana (Madejczyk &amp; Baralkiewicz, 2008;
Algarni et al., 2012; da Silva et al., 2016). Los resultados de este estudio son similares a
los de la miel de Heterotrigona itama de Malasya, que oscilan entre 0.15 y 0.90 g/100 g
(Lim et al., 2006).

Tabla 4. Comparacion media de los parametros fisicoquimicos de las muestras de
Scaptotrigona mexicana recolectadas en diferentes localidades del estado de Puebla, México, en
comparacién con los estandares de miel de Apis mellifera, incluyendo cenizas, actividad diastasica,
hidroximetilfurfural (HMF), azlicares reductores y acidez libre (n=24).

Muestra Humedad (%) Cenizas Actividad de HMF Azlcares Acidez libre
diastasa (mg/kg) reductores (meq/ kg)
(Unidades
Gothe)
1P 27.07 £ 0.05%¢ 0.54 + 0.02abe 1.66 + 0.012b 1.61 £ 0.14% 50.42 £ 1.912 13.67 + 0.58abc
2P 24.76 + 0.082 0.36 + 0.01abc 28.33+2.89 1.58 + 0.012° 58.33 + 0.72abc 3.67 £ 0.58¢
3P 26.4 + 0.08a0c 0.33 + 0.01abc 1.42 +£0.01% 1.57 £ 0.012 55 + 5.73ac¢ 20.33 + 1.53abc
4H 27.29 £ 0.02a0c 0.85 + 0.05° 1.02 £ 0.022b 1.95 +0.5a 68.75 £ 1.25¢ 34 + ]abc
5H 25.2 + 0.04% 0.55 + 0.05%¢ 6.44 + 0.38% 1.53 £ 0.06% 62.08 + 0.72abc 38.5 + 0.5%¢
6A 28.28 + 0.07abe 0.4 + 0.012bc 1.07 £ 0.02% 1.57 £ 0.012° 62.92 +0.72abc 44 + 1abc
7L 30.55 + 0.17¢¢ 0.55 + 0.05abc 3.40+0.11% 1.61 + 0.142 58.58 + 0.293bc 67.67 + 0.58abc
8H 28.57 + 0.052¢ 0.46 + 0.058bc 1.61 £+ 0.052b 1.78 £ 0.05P 58.29 + 0.59abc 44,33 £+ 1.53abc
9T 28.59 + 0.1abe 0.38 + 0.03abe 1.39 £ 0.04¢2b 1.64 £ 0.012 63.75 + 1.253bc 50.33 + 0.584abc
10 A 29.05 + 0.062¢ 0.19 + 0.01abe 1.01 +£0.012 1.72 + 0.0420 58.33 + 0.72abc 66.67 + 0.582bc
11T 28.46 + 0.08abc 0.6 + 0.1abc 1.54 + 0.04% 0.05 + 0.01a 67.08 + 1.91bc 36.67 + 1.53ac
12 H 28.39 + 0.04a0¢ 0.55 + 0.05abe 7.22 +0.482 1.57 £ 0.062 51.67 £ 0.722 47.33 £ 0.58a0c
13 A 26.04 £ 0.1130¢ 0.65 + 0.05abe 1.08 £ 0.022b 1.64 £ 0.042 53.58 + 3.612a0¢ 29.83 £ 0.76%bc
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14 A 27.61 +0.092b¢ (.29 + 0.01akc 1.05 £ 0.02% 1.62 £ 0.012° 63.33 + 1.44abc 55.67 + 1.33abc
15C 28.82+ 0.03abc 0.16 + 0.01abe 3.22+0.1% 1.68 £ 0.012 57.92 + 1.443bc 76 £ 12
16 C 27.33 £ 0.02abc 0.37 + 0.052be 1.22 £ 0.012 1.58 + 0.012 59.58 + 1.44abc 33.67 + 0.584abc
17 A 27.11 £ 0.073¢ 0.42 + 0.01abe 1.62 + 0.042b 1.56 + 0.012 60.83 + 1.44abc 49.33 + 1.53abc
18R 29.34 + 0.0120¢ 0.5 + 0.07abc 9.05 £ 0.822 1.75 + 0.05% 57.50 + 1.252b¢ 69 + 2.65%
19R 29.54 + 0.19abc 0.12+ 0.01¢ ND 1.69 + 0.012 57.92 £ 0.723¢  49.33 + 1.15ab¢
20P 28.09 + 0.062¢ 0.19 + 0.01abe 1+0.012 1.68 + 0.012 55 + 3.3abc 15 + Jabe
21P 32.64 £ 0.87 0.32 + 0.01abe 1+0.012 1.62 £ 0.012 57.08 + 1.443bc 9 + 1bc
22R 26.34 +0.113c 0.19 + 0.01abe ND 1.55 + 0.012 54,58 + 0.72 abc 40 + 1abe
23C 29.60 + 0.07abe 0.15 + 0.01ac 1.43 £ 0.01% 1.77 £ 0.082° 55.83 £ 3.15a¢c  48.67 + 1.53a¢
24P 30.10 £ 0.8120¢ 0.17 + 0.01abe 1.25 £ 0.012b 1.67 £ 0.05% 57.08 + 0.72abc 13.67 + 0.58abc
Promedio 28.13+1.75 0.39+0.19 3.25+5.74 1.58 £0.35 58.60 + 4.64 39.85 19.74
A. <20% 0.60 g/100g > 3 Schade 40-80 mg/kg >60 g/100g 50 meqg/kg
mellifera Units.
Referencia*
Min - max 24.76-32.64 0.12-0.85 1-28.33 0.05-1.95 50.42 — 68.75 3.67-76
Curtosis 3.58 2.7 16.5 16.8 3.03 2.21
Asimetria 0.34 0.49 3.66 -3.27 0.21 -0.08
Coeficiente 6.25 48.42 176.55 21.97 7.92 49.54

de variaciéon

*Parametros basadas en la Norma del Codex para la Miel, 2001: NMX-F-036-981; NOM-
004-SAG/GAN-2018. ND= No detectado. Como se muestra en los datos, letras diferentes
(a-c) en la misma columna indican diferencias significativas entre mieles del mismo
género y producidas en diferentes areas geograficas, segun lo determinado por la prueba
de Dunn (p = 0.05).

7.3.3. Actividad de la diastasa

La diastasa (a-amilasa) es una enzima habitualmente presente en la miel de A. mellifera
y se considera un parametro vinculado a la calidad y a la frescura (Ahmed et al., 2013).
La legislacion vigente establece un valor minimo de 3 hasta 8 unidades Goéthe para la
miel procedente de zonas tropicales Codex Alimentarius (2001). La actividad diastasica
en la miel de S. mexicana mostr6 valores entre 1 y 28.33 unidades Goéthe, con una media
general de 3.25 £ 5.74 unidades Go6the (Tabla 2). La mayoria de los resultados de este

estudio mostraron niveles mas bajos en comparacion con el valor minimo establecido por
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el Codex Alimentarius, y dentro de los resultados de estudios previos, por ejemplo, Biluca
et al. (2016) reportaron valores de 4.34 para la miel de S. bicuntata. La presencia de esta
enzima se atribuye a las secreciones salivales de las abejas (Alaerjani & Mohammed,
2024).

7.3.4. Hidroximetilfurfural

El hidroximetilfurfural (HMF) es un intermediario de la reaccion de Maillard que se obtiene
debido a la deshidrataciobn de azucares por el efecto de condiciones acidas o altas
temperaturas (Pasias et al., 2017). Es un parametro utilizado para establecer la calidad y
frescura de la miel (Mokaya et al., 2022). Los resultados de HMF en este estudio de
muestras de S. mexicana oscilaron entre 0.05 y 1.95 mg/kg, como se muestra en la Tabla
4. Se ha reportado que el HMF causa efectos adversos a la salud humana como dafio al
ADN, mutagenicidad, organotoxicidad, genotoxicidad, carcinogenicidad e inhibicion
enzimatica (Baroyi et al., 2022). La elevada concentracion de HMF es un signo de
sobrecalentamiento, almacenamiento prolongado en malas condiciones o envejecimiento
de la miel (Eshete, 2021). En este sentido, el menor contenido de HMF en la miel de S.
mexicana podria ser beneficioso. Biluca et al. (2014), informaron de que la miel de abejas
sin aguijon podria mostrar resistencia a la formacion de HMF incluso después de la
exposicion a altas temperaturas, probablemente debido a su alta acidez, alta humedad y
predominio de fructosa. La formacién de HMF esta influenciada por la fructosa en la miel;
el HMF puede formarse por deshidratacion de la hexosa en un &cido o por la reaccion de
Maillard, que se produce cuando los azlcares se condensan con aminodcidos libres
(Jiménez et al., 2016). Nuestros resultados estan en consonancia con estudios
anteriores, que mostraron bajos niveles de HMF en la miel de abejas sin aguijén en un
rango de 0.80 a 3.42 mg/kg (Fatima et al., 2018).

7.3.5. Azlcares reductores

Los azucares reductores (AR) se refieren a la fructosa y la glucosa; estas moléculas
proporcionan una fuente inmediata de energia e influyen en el sabor (Sant'ana et al.,
2020; Zawawi et al., 2020). El contenido de azucares reductores en las muestras miel de
S. mexicana oscilo entre 50.42 y 68.75, con una media de 58.60 + 4.64, como se muestra
en la Tabla 4. Los AR son los principales carbohidratos de la miel (Nordin et al., 2018)

que influyen en la higroscopicidad, la viscosidad y la granulacion (Agus et al., 2021).
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Nuestros resultados mostraron un menor contenido de AR comparado con el reportado
por Sant'ana et al., (2020). Asimismo, nuestros resultados concuerdan con los de Silva
et al. (2013), que reportaron un contenido de AR de 56.14 %. De acuerdo a Chuttong et
al. (2016). La miel producida por abejas sin aguijon se caracteriza por su menor contenido
de monosacéridos (glucosa y fructosa). Segun un estudio de Fletcher et al., (2020) la
razén del menor contenido de azulcares reductores (glucosa y fructosa) en la miel de
abejas sin aguijén en comparacién con la miel de A. mellifera podria atribuirse al
predominio de la trehalosa, un disacarido e isomero de la sacarosa. El contenido de
azucares podria estar influido por el origen geografico, las fuentes de néctar de las
plantas y las condiciones ambientales (temperatura y humedad), el procesamiento de la
miel tras la cosecha (por ejemplo, calentamiento, exposicion a la intemperie y
manipulacion), el tiempo de almacenamiento y las especies de abejas (Da Silva et al.
2016; Biluca et al. 2016; Xolalpa-Aroche et al., 2024). La variabilidad en el contenido de
AR entre las diferentes muestras de miel podria explicarse por las diferentes fuentes
botanicas de néctar, en este caso los cultivos predominantes que podrian ser visitados
por las abejas incluyen Pimenta dioica y Café ardbiga y plantas nativas, como Heliocarpus
sp y Miconia spp (INEGI, 2024). En este contexto, los rendimientos de néctar por flor, las
proporciones de hexosas y los contenidos de sacarosa varian entre plantas y con la fecha

de recoleccion del néctar (Clearwater et al., 2018).

7.3.6. Acidez libre, lactona y acidez total

La acidez libre es uno de los parametros mas importantes para el control de calidad de
la miel, ya que contribuye a su sabor, mejora la actividad antioxidante y es eficaz contra
la accion de los microorganismos (Moo-Huchin et al., 2015). En las muestras analizadas
en este estudio, los valores de acidez libre oscilaron entre 3,67 y 76 meqg/ kg, con una
media global de 39,85 £ 19,74 meq/ kg (Tabla 4). Estos elevados valores de acidez libre
no cumplen la norma del Codex Alimentarius (CA, 2001), que indica un méximo de 50
meqg/kg) para la miel de A. mellifera. Los resultados en este estudio son similares a los
reportados por Lopez-Garay et al., (2023), quienes analizaron miel de S. mexicana de
Veracruz, México y los valores obtenidos fueron 35.33 + 0.58 meq/ kg. La acidez libre
puede aumentar con el tiempo, debido al proceso de fermentacion provocado por las

levaduras que pueden estar presentes en este tipo de miel, los azlUcares y el alcohol se
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transforman en acidos (Cavia et al., 2007). En presencia de oxigeno, el alcohol puede
transformarse en acido acético y agua; como resultado, la miel que ha fermentado puede
tener un sabor agrio (Escuredo et al., 2013 Zawawi et al., 2020). Los &cidos orgéanicos,
en particular el &cido glucénico, que esta en equilibrio con la lactona, contribuyen a la
acidez libre (Moo-Huchin et al., 2015). La variacion en el contenido de &cido total en las
diferentes muestras de miel podria deberse a la zona geografica y a la fuente floral
(Jiménez et al., 2007). En este sentido, las abejas sin aguijon viven en colonias perennes
y polinizan una amplia gama de plantas nativas y cultivadas, incluyendo productos
basicos mundiales como el café (Gonzalez et al., 2022). Los resultados de lactona en
este analisis variaron de 8.67 a 31 meq /kg con una media de 24.24 + 5.49 meq /kg (Tabla
5. La determinacién de lactona es de interés, porque su hidrélisis aumenta el &cido libre
(Cavia et al., 2007).

7.3.7. °Brix

El contenido de sdlidos solubles se expresa como °Brix, en las muestras de miel de S.
mexicana oscilé entre 67.35% y 75.23% (Tabla 5). Los sélidos solubles en la miel incluyen
azucares, acidos organicos y minerales (Nordin et al.,, 2018). El aumento de las
precipitaciones durante el periodo de recoleccion del néctar puede influir en la
disminucién del rendimiento de la miel y de la dilucion del néctar (Munro, 1929). El menor
contenido de sdlidos solubles de la miel de abejas sin aguijon puede estar relacionado
con su mayor contenido de humedad (Lage et al., 2012). Los valores de sélidos solubles
obtenidos de la miel de Melipona concuerdan con los resultados 72.8% a 77.3%
reportados por Moo-Huchin et al. (2015) indicando similitudes entre la miel producida por

abejas neotropicales.

Tabla 5. Pardmetros fisicoquimicos de muestras de Scaptotrigona mexicana en la selva
célida humeda de Puebla, México.

Lactona Acidez total . Actividad de i
Muestra °Brix pH Proteina (%)
(meq/kg) (meq/kg) agua (Aw)
1P 22.33 £1.532 36 + 2 72.92 +0.063¢  (0.88 + 0.0062 3.56 £ 0.022 0.34 + 0.01abe
2P 17.33 £ 1.042 21 +15b 75.23 £0.092 0.89 + 0.005P 4.63 +0.06° 0.47 + 0.05¢de
3P 8.67 £1.532 29 + 2.652 73.59 + 0.08abe 0.88 £ 0.012 3.74 £ 0.012 0.49 + 0.059f
4 H 29.17 £1.042 63.16 + 1.602 72.71 £ 0.02abc 0.79 £ 0.0120 3.57 £ 0.0620 0.25+0.012
5H 28.33 £1.532 66.83 + 1.442 74.83 £ 0.042¢ 0.77 £ 0.00% 3.48 £ 0.0120 0.61 +0.01f
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6 A 31 +2.652 75+ 1.73% 71.72 £ 0.073bc 0.78 £ 0.0120 3.16 £ 0.01a0 0.32 + 0.0220
7L 27 £ 22 94.67 + 2.522b 69.45 £ 0.17bc 0.89 + 0.0120 3.49 £ 0.01a0 0.56 + 0.05¢f
8H 27.33£1.532 71.67 + 3.062b 71.43 £ 0.05%bc 0.78 £ 0.0% 3.19 £ 0.01a0 0.34 + 0.02abc
9T 25.83£0.72 76.17 £ 0.292b 71.10 £ 0.12bc 0.76 + 0.0% 3.16 £ 0.01a0 0.25 +0.012
10A 24.83 +0.292 91.50 + 0.87ab 70.94 + 0.063¢ 0.77 £ 0.0® 2.95 + 0.04% 0.33+£0.032
11T 24.33 £0.582 61 + 2a@b 71.54 + 0.082bc 0.77 £ 0.0% 3.25 +0.0120 0.57 £ 0.03¢f
12 H 26.67 £ 0.582 74 + 12 71.61 + 0.04abc 0.78 + 0.002 3.41 +0.0220 0.84 +0.04h
13A 28.67 + 0.582 58.5 £ 0.872 73.96 £ 0.113c  0.75 + 0.002 3.55+0.012 0.71 £ 0.039"
14 A 26.50 + 0.52 82.17 + 6.53% 72.39 £0.09%¢  0.77 + 0.002° 3.43 £0.03 0.73 £ 0.049h
15C 29.33 £ 0.582 105.33+0.582  71.18 +0.03%¢ (.78 + 0.002 2.95+0.012  0.46 + 0.02bcde
16 C 28 + 1a 61.67 + 1.15% 72.67 + 0.028bc 0.75 £ 0.002 3.17 £ 0.022 0.73 £0.19"
17 A 27.50 £0.52 76.83 £ 1.762b 72.89 + 0.073c  0.75 + 0.0032 3.16 £ 0.01a0 0.33 + 0.0220
18R 29.67 £4.732 98.67 £ 6.432 70.66 + 0.01abc 0.77 +£0.0012a0 3.14 £ 0.02ab 0.25 +£0.012
19R 25.67 £ 0.582 75 £ 1@ 70.45 + 0.2abc 0.75 + 0.0012b 3.11+0.112 0.39 + 0.04bcd
20P 18.67 £ 3.792 33.67 £ 4.622 71.18 + 0.03abc 0.76+0.00220 3.81 +0.03a 0.4 + 0.09bcd
21P 20 £ 12 29 + 2ab 67.35 + 0.88° 0.76+0.00120 3.83 £ 0.022 0.4 + 0.04bcd
22 R 17.67 £1.152 57.67 + 0.582b 73.66 + 0.123¢  0.75+0.0012>  3.87 +0.032 0.6 £ 0.01f
23C 18.67 £ 2.082 67.33 £ 3.212 70.39 £ 0.073¢  0.77 £0.0022>  3.77 + 0.042 1.15 + 0.06
24P 18.57 £ 0.582 32.33 £ 0.58% 69.89 + 0.813¢ (.75 + 0.0032 3.92 £0.02° 0.33 £0.0320
Promedio 24.24 £5.49 64.09 = 23.32 71.87£1.76 0.79 £ 0.05 3.47 £0.38 0.08 £0.04
Min- Max 8.67 - 31 21 -105.33 67.35-75.23 0.75-0.9 2.95-4.63 0.24 -1.22
Curtosis 3.85 2.23 3.58 3.9 4.39 4.37
Asimetria -0.09 -0.24 -0.35 1.59 1.02 1.23
Coeficient
e de 22.66 36.39 2.44 6.03 11.01 44.27
Variacion

Como se muestra en los datos, letras diferentes (a-c) en la misma columna indican

diferencias significativas entre mieles del mismo género y producidas en diferentes areas

geograficas, segun lo determinado por la prueba de Dunn (p < 0.05).

7.3.8. Actividad del agua (Aw)

El agua es el segundo componente principal de la miel. La Aw de las muestras analizadas

oscilé entre 0.75 y 0.9, con una media de 0.79 £+ 0.05, como se muestra en la Tabla 5.

Estos resultados son similares a los de Kek et al., (2017) que informaron de un valor de

0.76 £ 0.03 en la miel de abejas sin aguijon. La Aw podria aumentar con la cristalizacion

de la glucosa en la miel, lo que conduce a la reduccién de los sélidos solubles y resulta
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en la dilucion de la solucién (da Silva et al., 2016). La Aw también depende del origen
botanico de la miel, su nivel de madurez, las técnicas de procesamiento y las condiciones
de almacenamiento (da Silva et al., 2016). Aunque no existen limites impuestos por las
normas del Codex Alimentarius (2001), una Aw elevada podria conducir a la fermentacion
de la miel durante el almacenamiento, causada por la accion de levaduras
osmotolerantes sobre los azlcares fructosa y glucosa, dando lugar a la formacién de

diéxido de carbono y alcohol etilico (Escuredo et al., 2013).

7.3.9. pH

El valor del pH se utiliza como referencia de la acidez del producto y es esencial para
evaluar su calidad, ya que este parametro indica si el medio es apto para el consumo
seguro. Los valores de pH obtenidos en el presente estudio oscilaron entre 2.95 y 4.63,
con una media de 3.47 + 0.38 (Tabla 3). Xolalpa-Aroche et al. (2024) realizaron un estudio
con muestras de miel de M. beecheii y S. mexicana de Veracruz y Puebla y reportaron
valores que oscilaron entre 3.37 y 4.18 de pH. La variacion entre las muestras de mieles
de abejas sin aguijon podria verse afectada por el tipo de flora influenciada por las altas
precipitaciones, que pueden alterar la composicion del néctar recolectado por las abejas,
lo que a su vez afecta el pH de la miel (Clearwater et al., 2018). Todas las muestras
analizadas presentaban valores bajos de pH y altos niveles de acidez total. Como se
mencionod anteriormente, la presencia de acidos organicos, como el acido glucénico y la
lactona, impacta en el valor de pH de la miel, ya que un alto nivel de acidez total disminuye
el pH (Moo-Huchin et al., 2015; Jiménez et al., 2016). Asi, el pH bajo mejora la vida util,
textura y estabilidad de la miel (Zawawi et al., 2020). La naturaleza acida de la miel de
abeja sin aguijon ayuda a prevenir la presencia y el crecimiento de microorganismos; es
un factor antimicrobiano, de ahi su uso para tratar enfermedades infecciosas como la tos
y las heridas (Gela et al., 2021).

7.3.10. Proteinas

El contenido de proteina en la miel de abejas sin aguijén de este estudio oscilaron entre
0.24 y 1.22%, con una media de 0.08 + 0.04% (Tabla 3). Estos resultados concuerdan
con los comunicados por Lim et al., 2019, que informaron de proteinas en un rango de
0.2 a 0.8 g/100g en la miel de Malasia. Las proteinas de la miel pueden proceder de la

abeja melifera, del néctar o del polen de la planta (de Almeida-Muradian et al, 2013). Las
78



principales proteinas de la miel son enzimas y se afiaden durante el proceso de
maduracion de la miel. Las enzimas citadas son la diastasa (amilasa), que digiere el
almidén en maltosa y es relativamente estable al calor y al almacenamiento. La invertasa
(a-glucosidasa), que cataliza la conversion de sacarosa en glucosa y fructosa. Glucosa
oxidasa y catalasa, que regulan la produccion de peroxido de hidrogeno (factor
antibacteriano de la miel) (Buba et al., 2013). La variabilidad en el contenido proteico de
la miel de S. mexicana podria deberse a las enzimas aportadas por el néctar y a la
diversidad de plantas silvestres visitadas por la abeja (Gonzalez et al., 2022). No existe
ninguna normativa o legislacion que establezca valores de referencia para las proteinas
de la miel (de Almeida-Muradian et al, 2013).

7.3.11. Color

El color de la miel es el primer atributo de calidad que percibe y juzga inmediatamente el
consumidor e influye en su preferencia (Jiménez et al., 2016; Kek et al., 2017). Los
resultados del color de la miel de S. mexicana se muestran en la Tabla 6. El valor minimo
en el parametro Luminosidad (L) del color fue de 19.33 y el maximo de 39.44. El
parametro L representa la claridad u oscuridad, valores en la escala L < 50, se consideran
miel oscura (Jiménez et al., 2016). Las muestras de miel de este estudio pertenecen a la
categoria oscura. Chua et al. (2012) desarrollaron un estudio y demostraron que las
mieles oscuras estaban correlacionadas con un alto contenido en minerales. Las
coordenadas «a» y «b» de las muestras de miel mostraron valores positivos. En las
muestras de miel, el valor minimo para «a» fue de 1.74 y el maximo de 11.99, lo que
indica la presencia de pigmentos rojos. En la escala b, el valor minimo de “a”, fue de 7,5
y el maximo de 32.05, lo que indica un color amarillento. Estos resultados fueron similares
a los comunicados por Kek et al. (2017) para la miel de Heterotrigona itama (L = 24.9 +
1.38, a= 1.90 % 0.49, b= 2.52 + 1.05). El color de la miel es un pardmetro asociado a la
presencia de pigmentos; esta influido por la composicion del néctar, el origen botanico,
el proceso de produccion, la temperatura, el tiempo de almacenamiento, los minerales y
el contenido fendlico (Bertoncelj et al., 2007). Los colores de la miel van del blanco casi
incoloro al rojo oscuro, amarillo y ambar (Shafiee et al., 2013). Los cambios de color
pueden deberse a la intervencion del apicultor o a diferentes métodos de produccion y
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conservacion, como el uso de paneles viejos, el contacto con metales o la exposicion a

altas temperaturas y a la luz (Becerril-Sanchez et al., 2021).

Tabla 6. Color de muestras de miel de Scaptotrigona mexicana en la selva cdlida himeda de
Puebla, México.

Color
L a b C H
Muestra
1P 24,76 £ 0.6 ¢f 1.8+£0.082 12.67+£0.25¢ 24.83 £0.61¢ 8.12+0.522
2P 20.52 +0.45b 4.37+0.069% 28.66+0.13°  20.98 +0.45% 8.68+£0.132
3P 19.6 £0.232 5.28+0.06 26.21+0.38" 20.3+0.2472 11.38 +0.16
4H 22.96+0.174d 2.68+0.06" 8.09+0.11a 23.12+0.17¢ 18.36 £ 0.36 9"
5H 32.28+0.1! 6.25+0.12"  20.44+0.24k 32.88+0.111 17.01+0.12f9
6 A 29.34 £0.21N 5.02 +0.23f 15.2+0.73 9" 29.77 £0.23 9 18.29 + 0.51 9"
7L 38.87 £0.374 4.99+0.15f 29.19+0.43¢° 39.19+0.35" 9.71+0.41¢a
8H 30.48 +0.18k 577+0.039" 16.18+0.17h  31.02+0.18h 19.63+0.19h
9T 29.55+0.39 8.47 £ 0.03k 16.82 £ 0.08' 30.74 +0.38"h 26.73 £ 0.14%
10A 37.63 £0.41p 4.88 +0.05 ©f 24.15+047m 37.94+£04m 11.42 +0.27°
11T 26.29 £0.13 9 5.8+0.139" 10.36 £0.29 ¢ 26.93 +£0.15f 29.23 +0.31'
12 H 29.45 £ 0.17" 5.02+0.2f 20.07 £ 0.25% 29.87+£0.14¢9 14.04 + 0.5 cd
13A 33.49+0.25m 6.37 £0.11 22.42 £0.54"! 34.09 £ 0.23 15.87 £ 0.16 ¢
14 A 27.09£0.79 2.21 +0.09 2 9.1+0.75" 27.18 +0.71f 13.69 +£0.78¢
15C 35.93+0.02° 6.03 £0.02hi 23.78 £0.02m 36.44 £ 0.22! 14.23 £ 0.05 cde
16 C 30.31+0.4 Kk 7.11+0.13i 18.10 £ 0.63 31.13+0.42N 21.47 £0.651
17 A 26.8 £0.039 5.21+0.05f 11.49 £+ 0.07 4 27.34 +0.03f 24.4+0.171
18 R 25.43 £0.34f 3.91+0.54cd 8.01+0.5972 25.73£0.27¢ 25.92 £1.42 K
19R 2151+04c¢ 3.41+048¢ 14.39+0.31 " 21.78£0.40b 13.32+1.86¢
20 P 23.19 +0.414 3.76 £0.14 ¢ 13.50 £+ 0.32 ¢f 23.49+04c¢ 15.59 + 0.83 ded
21P 34.51£0.41n 3.79£0.15¢ 15.74+£0.3"h 34.72 £ 0.41k 13.56 £ 0.48¢
22R 31.54 +0.31! 11.32+0.4™ 31.24+0.64°P 33.52 £ 0.33 19.93 +£0.88 hi
23C 24.31+£0.39¢ 9.35+0.34! 16.94 +0.67 26.05+0.31¢ 28.93 +1.43!
24 P 28.64 £0.29 " 6.53+0.401 19.53+ 0.5k 29.37£0.28¢ 18.5+1.369"
Promedio 28.52+5.2 5.39+2.16 18.01 £6.63 29.1+5.24 1742 £6.11
Min- Max 19.33 - 39.44 1.74 -11.99 7.5-32.05 20.02 - 29.73 7.72-31.2

Como se muestra en los datos, letras diferentes (a-h) en la misma columna indican
diferencias significativas entre mieles del mismo género y producidas en diferentes areas

geograficas, segun lo determinado por la prueba de Tukey (p < 0.05).
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7.3.12. Fenoles Totales

En la figura 9 se muestran los resultados de los fenoles totales en la miel de S. mexicana
de diferentes regiones. Los resultados se agruparon por regiones debido a la diferente
vegetacion acorde con la zona geografica. La region de Cruz Blanca presentd un mayor
contenido de compuestos fendlicos, que oscilé entre 45.39 y 100.39 mg AGE/100g,
mientras que la regién de Tacuba presentd los compuestos fendlicos mas bajos (29.69
mg AGE/100g). Se encontraron diferencias significativas entre las regiones p<0.005. El
tamano del efecto mostré que la region es importante en el contenido fendlico (n? = 0,38).
Jiménez et al. (2016) reportaron un contenido de fenoles totales de 25.85 a 40.1 mg
AGE/100g en muestras de miel de S. mexicana en Veracruz, México. Los compuestos
fendlicos son metabolitos secundarios de las plantas (Duarte et al., 2012) presentes en
el néctar, polen o propoleos (Makawi et al.,, 2009). Estos compuestos son uno de los
principales componentes funcionales de la miel (Ruiz-Ruiz et al., 2017). En los dltimos
afos han recibido especial atencién por parte de grupos de investigacion, considerando
su papel en la prevencion de enfermedades asociadas al estrés oxidativo, aterosclerosis,
cancer, infecciones y lesiones (Alvarez-Suarez et al., 2012). También se ha mencionado
gue el contenido fendlico de la miel es parcialmente responsable de la actividad
antibacteriana y antioxidante de la miel, ya que en la que pueden influir otros compuestos
como las vitaminas C y E (Jiménez et al., 2016). Algunos estudios revelaron altos niveles
de compuestos fendlicos en la miel de abejas sin aguijon, tales como, acido trans-
cinamico, kaempferol, acido p-cumarico, catequina, acido ferulico, hesperidina, acido
elagico, rutina ycrisina (Sousa, et al., 2016; Pimentel et al., 2022). Los compuestos
fendlicos se han utilizado como indicadores quimicos para determinar diferentes origenes
boténicos y geogréficos de la miel (Cavazza et al., 2013; Das et al., 2015) y pueden influir
en las propiedades organolépticas (color, sabor o aroma) de la miel (Shamsudin et al.,
2022). La variacion en la concentracion fendlica puede depender de la fuente botanica
del néctar, la estacion, las condiciones de almacenamiento, la zona geogréfica, las
condiciones ambientales, el manejo apicola, la zona de forrajeo y las especies de abejas
(Kek et al., 2014, Biluca et al., 2016; Moreira et al., 2023). La variabilidad del contenido
fendlico en las muestras de miel de S. mexicana podria estar influida por la altitud de los

lugares de cultivo de la planta, que se considera un factor ambiental importante que
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influye en la composicion y la cantidad de compuestos bioactivos de las plantas (Suleiman
et al., 2020).
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Figura 9. Grafico de cajas que explican de la variacion en el contenido de compuestos

fendlicos (A) y flavonoides (B). Se observaron variaciones significativas entre regiones segun la

prueba de Kruskal-Wallis y Dunn con correccidon de Bonferroni para discernir posibles diferencias
entre las regiones (p < 0,05).
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7.3.13. Flavonoides

En la figura 9 se muestran los flavonoides presentes en la miel de S. mexicana de
diferentes regiones. Estos resultados mostraron que las muestras de la region de
Ayahualo, tuvieron flavonoides en un rango de 0.70 a 10.80 mg QE/100g, representando
el contenido mas alto de flavonoides, mientras que las muestras de la region de
Tonalmecoyo presentaron el contenido mas bajo de flavonoides, con un rango de 3.2 a
3.27 mg QE/100g. Se encontraron diferencias significativas entre las regiones p<0.005.
El estudio mostré que el origen botanico es un factor importante en el contenido de
flavonoides de la miel (n? = 0.26). El contenido de flavonoides depende del origen, lo que
explica la variabilidad en el contenido de flavonoides de las muestras; la miel contiene
varios flavonoides como apigenina, pinocembrina, quercetina, galangina, crisina,
hesperetina (Turkmen et al., 2006). El contenido de acidos fendlicos y flavonoides en la
miel depende de la fuente botanica del néctar, de la estacion, de la zona geografica
(altitud y latitud), de las condiciones ambientales, de la zona de pecoreo y de la especie
de abeja (Kek et al., 2014; Biluca et al., 2016; Moreira et al., 2023). La altitud esta
relacionada con la variacién de luz, temperatura y radiacion que reciben los lugares donde
crecen las plantas, lo que afecta a la estimulacion de la produccion de metabolitos
secundarios. Las mayores altitudes se caracterizan por temperaturas mas bajas pero
mayor radiacion UV-B, lo que podria generar mayores niveles de fendlicos y flavonoides
(de Abreu & Mazzafera 2005; Cirak & Radusiene, 2019). Por ejemplo, Sousa y colegas
(2016) observaron un rango de flavonoides de 1.9 a 4.4 mg QE/100g en la miel de

Melipona una abeja sin aguijon estos resultados fueron como este estudio.

7.3.14. Actividad Antioxidante (DPPH y ABTS)

Los resultados del ensayo DPPH antioxidante in vitro oscilaron entre 3.5 y 18.27 mg
EAA/100g y los resultados del ensayo ABTS oscilaron entre 5.83 y 112.11 mg EAA/100g
(Figura 10). Se encontraron diferencias significativas entre las regiones p<0.05. El
analisis del tamano del efecto (n?) mostro que los extractos de miel de S. mexicana tenian
un impacto considerable en la actividad antioxidante (n? = 0.49) para el ensayo ABTS y
(n? = 0.37) para DPPH. En este estudio, las muestras de miel con mayor actividad
antioxidante fueron las de Hueytamalco y Limontitan grande, regiones que se

caracterizan por el cultivo de manzana, pera, aguacate, café y naranja. De acuerdo con
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Shakoori et al., (2024), la actividad antioxidante depende directamente del origen vegetal
y de la ubicacién geogréfica del lugar de alimentacion de las abejas. Los antioxidantes
son moléculas que pueden prevenir el dafio de los radicales libres en las células y ayudar
a prevenir ciertas enfermedades, como las cardiovasculares, el envejecimiento, las
cardiopatias, el cancer y la inflamacién (Zehiroglu & Ozturk, 2019; Martinello & Mutinelli,
2021). La miel con mayor actividad antioxidante se recolectd en la region de Limontitan
grande y Rancho viejo (Figura 10), lo que puede estar relacionado con el alto contenido
fendlico y de flavonoides en las muestras. Varias investigaciones han encontrado una
relacion entre los compuestos fendlicos y flavonoides de la miel y la actividad antioxidante
en tubos de ensayo (Ruiz-Ruiz et al., 2017; Tuksitha et al., 2018; Mahmood et al., 2020;
Shamsudin et al., 2022). La actividad antioxidante de la miel esta relacionada con la
estructura molecular de los fenoles, concretamente con el numero de grupos hidroxilo y
la posicion de los anillos fendlicos, que son muy importantes para el buen funcionamiento
de los antioxidantes (Martinello & Mutinelli, 2021). El potencial antioxidante de la miel
involucra muchos componentes, y las diferencias en la actividad antioxidante en mieles
de S. mexicana podrian deberse a la presencia de componentes como vitamina E,
vitamina C y carotenoides (Escuredo et al., 2013; Jiménez et al., 2016). Los componentes
antioxidantes podrian tener su origen principalmente en el néctar (por ejemplo, vitaminas
y compuestos fendlicos), el polen (por ejemplo, proteinas y aminoacidos), la abeja (por
ejemplo, enzimas) y las condiciones de procesamiento (por ejemplo, productos de la
reaccion de Maillard) (Seraglio et al., 2021).

A)
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Figura 10. Gréficos de cajas que explican el ensayo ABTS y DPPH expresado en mg

Equivalentes de Acido Galico. Se observaron variaciones significativas entre regiones a partir de la
prueba de Kruskal-Wallis seguida de una prueba de Dunn con correccién de Bonferroni para
discernir posibles diferencias entre las regiones (p < 0,05).

10.6.14.1. Matriz de dispersion y correlacion de Spearman

Se observé una correlacién positiva entre el color rojo (a) y los compuestos fendlicos
(r=0.43, p<0.001) (Figura 11). Esto indica que un mayor contenido en fenoles se asocia

a mas tonos rojizos en la miel. Sin embargo, el coeficiente de determinacion (p = 0.44, p?
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= 0.19) sugiere que el 19% de la variabilidad del color rojo a puede explicarse por el
contenido fendlico. Segun Otmani et al., (2021) el color es un parametro que indica la
presencia de pigmentos, como flavonoides y carotenoides, presentes en la miel. Jiménez
y colaboradores (2016) observaron en su estudio una correlacién significativa (r = 0.827)
entre los fenoles y el parametro de color “b”. El color amarillo mostré una correlacion
positiva (r=0.43, p<0.001) con la actividad antioxidante mediante el ensayo DPPH. Los
fenoles y los flavonoides mostraron una relacion significativa con la actividad antioxidante
(ABTS) (r=0.49, p<0.001) y (r=0.43, p<0.001) respectivamente. Nuestros resultados son
similar a lo reportado por Duarte et al. (2012), quienes mostraron una correlacion positiva
entre el contenido fendlico total y el contenido de flavonoides (r=0.53; r=0.534 p<0,01),
respectivamente, en relacion con el ensayo DPPH. Los compuestos fenélicos se han
asociado con las actividades antioxidantes en ensayos in vitro (Tuksitha et al., 2018;
Mahmood et al., 2020). Duarte et al. (2012) correlacionaron el contenido de fenoles y
flavonoides con la actividad antioxidante de la miel de abejas sin aguijon. Turkmen et al.
(2006) informaron de que los flavonoides se han asociado con las propiedades
antioxidantes. La actividad captadora de radicales de los flavonoides depende de la
estructura molecular (Ruiz-Ruiz et al., 2017), pero los productos apicolas son sustancias
naturales multicomponentes y, por lo tanto, también contienen otras sustancias con
actividad antioxidante, como minerales, aminoacidos, péptidos, proteinas, acidos
organicos y enzimas, pero en concentraciones mas bajas que los fenoles (Martinello y
Mutinelli, 2021).
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Figura 11. Matriz de diagramas de dispersion ilustra las relaciones por pares entre el color, los
compuestos bioactivos y la actividad antioxidante (ensayos ABTS y DPPH) de la miel de
Scaptotrigona mexicana. Cada grafica muestra el coeficiente de correlacion de Spearman para cada
par de variables. La distribucién de cada una de las variables numéricas se muestra mediante los

histogramas en la diagonal principal del grafico. Cédigos de significacion: ***<0.001; **<0.01; *<0.05.

7.3.14.1. Analisis jerarquico de conglomerados

El analisis jerarquico de conglomerados exploré las diferencias y similitudes en los
parametros fisicoquimicos de la miel de S. mexicana. En este caso, se utilizd6 para
analizar la similitud entre muestras de miel de abejas S. mexicana de varias localidades
de Puebla y Veracruz, basandose en caracteristicas fisicoquimicas. Como se muestra en
la figura 12, las muestras se agrupan en dos conglomerados principales (indicados por
los colores rosa y azul). El analisis puede mostrar diferencias en la composicion de la
miel entre las distintas localidades, que podrian estar relacionadas con factores
geograficos, climaticos o locales, como las precipitaciones. Por ejemplo, las muestras de
miel de La Palmilla mostraron una mayor humedad, lo que podria estar relacionado con
la elevada pluviosidad de esta zona en comparacion con las demas regiones. El diagrama

de conglomerados con elipses de confianza de las variables fisicoquimicas puso de
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manifiesto la presencia de dos grupos distintos (%) de muestras de miel de S. mexicana
(Figura 13). El gréafico reduce la dimensionalidad de los datos a dos componentes
principales: Dimensién 1 (Dim1) y Dimension 2 (Dim 2). La Dim 1 explica el 26,6 % de la
variacion entre las muestras y la Dim2 explica el 17,4 % del comportamiento de las
variables analizadas. Los dos conglomerados indican que las muestras de miel se
clasifican en dos grupos distintos con respecto a sus parametros fisicoquimicos. El
conglomerado numero 1 se caracteriza por valores mas altos en los siguientes
parametros fisicoquimicos Grados Brix (concentracion de azucar), azUcares reductores,
acidez libre, lactona, pH, humedad, Aw, proteina, diastasa, HMF y minerales. Esto podria
significar que la miel producida en esta region es mas dulce, mas acida y tiene mayor

contenido de agua.

Las muestras de este conglomerado proceden de una region de mayor latitud
(20,018477), lo que sugiere que el clima, la temperatura y la vegetacion pueden influir en
las caracteristicas fisicoquimicas de la miel. EI conglomerado nimero 2 se caracteriza
por valores mas bajos en los parametros fisicoquimicos: grados Brix (concentracion de
azucar), azucares reductores, acidez, lactona, pH, humedad, Aw, proteina, diastasa,
HMF y minerales. Estas muestras presentaban un mayor contenido de humedad que
podria estar relacionado con las altas precipitaciones en comparacion con las otras
regiones. Las muestras de este conglomerado proceden de una regién de menor latitud,
lo que podria estar relacionado con valores mas altos de los parametros anteriores,
debido a diferencias en el clima o en las condiciones locales. Diversos estudios han
identificado varios factores que influyen en las propiedades fisicoquimicas de la miel,
como la zona geogréfica y las condiciones ambientales y climaticas en las que crecen las
plantas, que determinan su metabolismo y afectan directamente a la composicion del
néctar ofrecido a la abeja para la produccion de miel (Sousa et al., 2016; Mokaya et al.,
2022).
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Figura 12. Andlisis de conglomerados (clustering jerarquico) de muestras de miel de diferentes
localidades de la especie Scaptotrigona mexicana formados a partir de la similitud en los

parametros fisicoquimicos.

Figura 13. Diagrama de andlisis de conglomerados que muestra la agrupacién de diferentes
muestras de miel de Scaptotrigona mexicana segln sus parametros fisicoquimicos el 6valo
alrededor de cada conglomerado muestra la distribucion de las muestras. Cada punto y tridngulo
del grafico corresponden a identificadores especificos de cada muestra de miel. Las muestras

dentro del mismo conglomerado son similares entre si.
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7.4.  Anélisis quimiométricos (rmn th)

Tipo
2 Con aguijon
i Sin aguijon

Figura 14. Gréfica de puntuacion PLS-DA derivadas de espectros de RMN 1H a 700 MHz de
extractos de miel con aguijon y sin aguijon.
Para el analisis de resonancia magnética se utilizaron un total de 40 muestras. 20
muestras fueron de miel de abejas sin aguijon y 20 muestras fueron de miel de A.
mellifera de la misma ecoregion de la Sierra Templada con el objetivo de identificar si
existian diferencias entre los dos tipos de miel. En el conjunto de datos analizados las
diferencias se deben al origen entomolégico y son facilmente separables. Las diferencias
también pueden atribuirse a que las abejas generalmente viven en diferentes
ecosistemas. Los métodos de proyeccion para la clasificacion, como PLS-DA, permiten
generar modelos de clasificacion eficientes. La Figura 14 muestra los gréficos de
puntuacion PLS-DA (en 3D, correspondientes a PC1/PC2/PC3) derivados de los
espectros de RMN de los extractos de miel, que visualizan una buena separacion entre

estos extractos.

En la figura 15 se muestra un andlisis exploratorio de tipo OPLS-DA (Orthogonal Partial
Least Squares Discriminant Analysis) utilizado para distinguir grupos en funcién de
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variables predictoras. Las muestras e agrupan visiblemente en dos grupos diferenciados
en el eje t[1], lo cual indica que el modelo fue capaz de discriminar entre muestras de miel
de abejas con aguijon (A. mellifera) y abejas sin aguijon (S. mexicana) agrupandolas en
dos clusteres distintos. Dentro de cada grupo los puntos estan relativamente agrupados,
lo cual sugiere una homogeneidad interna. Este resultado respalda la hipotesis de que el

origen entomoldégico de la miel influye en sus caracteristicas fisicoquimicas.

Scores - Simca exploratorio (M3, OPLS-DA) I Con aguijen
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Figura 15. OPLS-DA en muestras de miel de abejas sin aguijon (Scaptotrigona mexicana) y con

aguijon (Apis mellifera).

91



/7.5. Tercer etapa

7.5.1. Fermentacion

En la figura 16 se muestran los resultados de la cinética de crecimiento de Lactobacillus
rhamnosus en 5 concentraciones distintas de miel de S. mexicana. Se utiliz6 como control
negativo caldo MRS sin fuente de carbono, como control positivo caldo MRS con glucosa.
Como se puede observar en la gréfica el crecimiento de la bacteria con el 5% de la miel
fue lento y menor comparado con las demas concentraciones probablemente debido a la
falta de nutrientes para poder crecer mejor. Posteriormente el crecimiento bacteriano fue
mejorando con la adicién de mayor cantidad de miel (10%, 15% y 20%). Sin embargo con
la adicion de miel al 25% disminuyo el crecimiento esto posiblemente pudo suceder
debido a un mayor contenido de azucares, mayor contenido de compuestos fenélicos que
pudieron inhibir el desarrollo. El proceso de crecimiento en los medios de cultivo utilizando
como fuente de carbono carbohidratos de la miel favoreci6 al desarrollo de las bacterias
acido lacticas, esto puede ser debido a que estan adaptadas a vivir en ambientes
microaerdfilos ricos en nutrientes que incluyen azucares y aminoacidos (Vrancken, et al.,
2008). Otro factor que favorecié al crecimiento fue el elevado contenido de humedad en
la miel (30.55%) esto permite el crecimiento de microorganismos lo que ocasiona
procesos de fermentacion (Perez-Perez et al., 2007). Algunas variables del proceso
fermentativo como el pH, la temperatura y la disponibilidad de nutrientes tienen una
influencia significativa sobre el metabolismo y funcionamiento de las células, afectando

su velocidad especifica de crecimiento (Rinaldi et al., 2006).
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Figura 16. Cinética de crecimiento monitoreada por densidad O6ptica para Lactobacillus
rhamnosus usando distintas concentraciones de miel de S. mexicana como fuente de carbono
durante 48 horas a 37°C.

Para el analisis de los resultados del crecimiento de Lactobacillus rhamnosus se aplicaron
distintos modelos mateméaticos que permitieron analizar el crecimiento bacteriano.
Primero se utilizé el modelo de Monod (Figura 17 y Tabla 7) con el objetivo de conocer la

afinidad de la bateria por el medio de cultivo modificado con miel.
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Figura 17. Modelo de Monod para Lactobacillus rhamnosus utilizando como sustrato miel de S.
mexicana en distintas concentraciones sustrato (g/L).

Tabla 7. Parametros de crecimiento bacteriano para el modelo de Monod.
Parametro Valor
pmax (h™) 0.1273
Ks 14.19
Bondad de
0.7028

ajuste (R?)

pumax = Velocidad maxima de crecimiento
Ks= Constante de semivelocidad
R?2 = coeficiente de determinacion.
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Posteriormente se utilizé el modelo de Haldane (Figura 18 y Tabla 8) ya que este modelo
considera las variables que pueden influir en la inhibicibn del crecimiento (como

compuestos fendlicos o presion osmatica por los azucares de la miel).

0.085+
0.080~ ° o
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Figura 18. Modelo de Haldane para Lactobacillus rhamnosus utilizando como sustrato miel de

S. mexicana en distintas concentraciones sustrato (g/L). p=tasa de crecimiento especifica.

Tabla 8. Parametros de crecimiento bacteriano para el modelo de Haldane.

Parametro Valor
) pmax (h™1) 0.09456 o o
pmax = Velocidad maxima de crecimiento
Ks= Constante de Ks 2509 semivelocidad
Ki= Constante de inhibicion
R? = coeficiente de Ki 244.7 determinacion
Bondad de ajuste 0.8088 _
Con el modelo de R) Haldane se hizo el
calculo del sustrato optimo para el

crecimiento de Lactobacillus rhamnosus como se muestra a continuacion:
Céalculo del sustrato 6ptimo (Sopt):
Formula:
Sopt= VKs-Ki
Spot= v2.509-244.7 =24.77 g/L (18%)

Los resultados indicaron que el major crecimeinto de Lactobacillus rhamnosus fue en una

concentracion de 24.77 g/L de miel equivalente a la adicion del 18%.
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Finalmente se utilizé el modelo de Gompertz modificado que fue el que mejor describid
el crecimiento de Lactobacillus rhamnosus (Figura 19 y Tabla 9).
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Figura 19. Curvas de crecimiento adaptado al Modelo de Gompertz modificado para

Lactobacillus rhamnosus utilizando como sustrato miel de S. mexicana.

Tabla9. Parametros de crecimiento bacteriano para el modelo de Gompertz modificadode la
muestra de La Palmilla de Scaptotrigona mexicana.

Miel (%) A (D.0.600) pmax (h™) A (h) Bondad de
ajuste (R?)
5 0.5710 0.02645 2.295 0.9589
10 0.7102 0.04481 3.816 0.9387
15 0.9274 0.08147 4.889 0.9299
20 0.9822 0.08610 4521 0.9099
25 0.7700 0.06537 4.060 0.9282

A=Densidad éptica maxima alcanzada. pymax =Tasa maxima de crecimiento. A= Tiempo

de fase lag. R? = coeficiente de determinacion.
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Posteriormente se realiz6 un Modelo de regresion cuadratica para identificar cual fue el

sustrato 6ptimo en el que mejor crece la bacteria (Figura 20).

0.1
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0.07 y=7-0.0003x2 + 0.0118x - 0.03
R?=0.9061
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<
x 0.05
©
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0.01
0
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Concentracién de miel (%)
Figura 20. Curvas de crecimiento adaptado al Modelo de regresién cuadratica. pmax =Tasa

maxima de crecimiento vs concentracién de miel en %.
y=ax?+bx+c
Sustrato 6ptimo=-b /2 a
S0=-0.0118 /(2)(-0.0003)=19.66%

EL modelo de regresién cuadrética indico que el mejor porcentaje de miel que permite un
crecimiento viable de L. rhamnosus fue con la adicion del 20%.

Una vez determinado el porcentaje en el cual L. rhamnosus present6 el mayor
crecimiento, se llevo a cabo un proceso de fermentacion controlada utilizando tres
muestras de miel (muestras 2, 7 y 18) (Figura 21). Estas muestras fueron seleccionadas
con base en sus parametros fisicos, incluyendo pH, contenido de humedad, actividad de

agua, contenido de azucares y acidez.
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Figura 21. Cinética de crecimiento monitoreada por densidad Optica para Lactobacillus

rhamnosus utilizando3 muestras de miel de Scaptotrigona mexicana (2, 7 y 18) como fuente de
carbono durante 48 horas a 37°C. Los datos ses expresan como media + desviacon estandar.

La Figura 21 muestra las curvas de crecimiento microbiano determinadas mediante
densidad optica a 600 nm (OD 600) en funcién del tiempo, durante un perioro de
incubacion de 48 h. Se evaluaron cinco tratamientos: tres medios suplementados con
miel de S. mexicana (2, 7 y 18), un control negativo (sin glucosa) y un control positivo
(con glucosa). El control positivo presentd el mayor crecimiento microbiano a lo largo del
experimento, con un crecimiento sostenido desde las primeras 6 horas y valores maximos
cercanos a 1.25 hacias las 48 horas. En contraste el control negativo mostré un
crecimiento limitado durante todo el periodo de incubacion, con vales de DO600 inferiores
a 0.25, lo que confirma la ausencia de condiciones favorables para el desarrollo
microbiano. Los tratamientos suplementados con miel mostraron patrones de crecimiento
intermedios. La miel 7 promovidé un crecimiento mas elevado y sostenido, alcanzado
valores maximos de crecimiento cercanos a 1 alrededor de las 30 horas, seguido de una
fase de estabilizacion. La miel 18 prersenti un crecimiento progresivo hasta las 42 horas,
mientras que la miel 2 mostré un crecimiento mas moderado, establizandose a partir de

las 30 horas. Las diferencias en el crecimiento pueden deberse a las difenrencias en el
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contenido de azlcares, actividad de agua, contenido fendlico y acidez entre las muestras.
Shamala et al., (2000) realizaron estudios in vivo e in vitro en los que demostraron que
la miel es capaz de promover el crecimiento de bacterias 4cido lacticas contribuyendo de
manera positiva al equilibrio del microbioma humano. En este contexto, la incorporacion
de componetes probiodticos o prebidticos en la dieta ha sido asociada con un incremento
en la actividad de las enzimas digestivas, una mayor diversidad de la microbiota intestinal,
desarrollo de las microvellosidades intestinales y la capacidad de absorcién de nutrientes
en organismos cultivados (Hasyimi et al., 2020). Los resultados obtenidos en el presente
estudio son congruentes con lo reportado por Razali et al., (2019), quienes evaluaron el
efceto prebidtico de la miel de Heterotrigona itama mediante la adicion de las cepas
Lactobacillus acidophilus y L. brevis. En dicho trabajo, ambas cepas mostraron un
cremiento significativo en presencia de miel, lo que confirmo su potencial como sustrato
prebiotico. En conjunto esta evidencia respalda el papel de la miel, particularmente de las
abejas sin aguijon, como un ingrediente funcional capaz de modular positivamente el

crecimiento de caterias acidos lacticas.
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7.6.  Cambios fisicoquimicos post fermentacién

7.6.1. Parametros fisicoquimicos
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Figura 22. Cambios cinéticos en el contenido azlcares reductores durante la fermentaciéon de

las muestras (2, 7 y 18) evaluados de 0 a 48 h. Los valores corresponden a la media + desviacion
estandar de tres repeticiones, letras diferentes indican diferencias significativas por miel (Dunn —
Bonferroni, p < 0.05).

La Figura 22 muestra los cambios del contenido de azlcares reductores (g/ 100 @)
durante 48 horas de fermentacion en tres muestras de miel (2, 7 y 18). Los resultados se
presentan como media + desviacion estandar. En general se observa una disminucion
progresiva del contenido de azucares reductores a lo largo del proceso de fermentacion,
siendo mas pronunciada a partir de las 12 — 24 h. La miel nidmero 7 presento
consistentemente los valores mas bajos hacia las etapas finales, mientras que la miel
namero 18 mantuvo concentraciones relativamente mas altas en comparacion con las
otras mieles. Estos resultados sugieren un consumo diferencial de azUcares fermentables
dependiente del tipo de miel. Esta reduccion puede atribuirse al metabolismo de los
azUcares por parte de L. rhamnosus, que es capaz de utilizar glucosa y fructosa como
fuente de carbnono y energia, ambos monosacéridos se encuentran presentes en la miel
de S. mexicana. Las bacterias acido lacticas metabolizan estos azlcares a través de la
via glucolitica Embden — Meyerhof, en la cual los carbohidratos son transformados en

productos como acdo lactico, asi como en menores proporciones, acido acético, etanol y
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diéxido de carbono (Hutkins, 2018, de Melo et al., 2020). La disminucion de azlcares en
la fermentacion refleja la posible conversion en &cidos organicos y otros metabolitos
secundarios, lo que contribuye no solo a la reduccion en el contenido de carbohidratos
sino también cambios en el pH, acidez y propiedades funcionales d ela matriz fermentada
(Ganzle, 2015).

Perez-Perez et al.,, (2007) en su estudio reportaron que, durante el proceso de
fermentacion de la miel de Tetragonisca angustula el contenido de azucares totales
disminuyé de manera significativa, pasando de 81.5 a 31.7 g/100 g de miel. Estos

resultados con congruentes con lo observado en esta investigacion.
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Figura 23. Cambios cinéticos en el pH durante la fermentacién de las muestras (2, 7 y 18)

evaluados de 0 a 48 h. Los valores corresponden a la media + desviacién estandar de tres
repeticiones, letras diferentes indican diferencias significativas por miel (Dunn — Bonferroni, p <
0.05).

La Figura 23 muestra la evolucion del pH durante 48 horas de fermentacion en tres
muestras de miel (2, 7 y 18). Los resultados se presentan como media + desviacion
estandar. En la grafica se observa una disminucién progresiva del pH a lo largo del
proceso de fermentacion, siendo mas pronunciada a partir de las 12 — 18 h. Estos
resultados evidencian la acidificacion del medio asociada a la actividad metabdlica
microbiana durante la fermentacion con diferencias de acuerdo a la composicon de cada
miel. De Melo et al., (2020) evaluaaron la actividad prebidtica de la miel de Melipona

subnitida Ducke y Melipona scutellaris Latrelle mediante la adicién de Lactobacillus
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acidophilus y Bifidobacterium lactis, reportaron una disminucién de pH a las 48 horas del
proceso de fermentacion. Este comportamiento se asocid con la actividad metabdlica de
los microorganismos fermentadores y es congruentescon los resultados obtenidos del
presente estudio. La acumulacion de acidos organicos conduce a un incremento de la
acidez y consecuentemente a la reduccién del pH. En este contexto los resultados del
presente estudio respaldan la evidencia previa que sefala a la fermentacion como un

proceso determinante en la transformacion fisicoquimica en miel de abejas sin aguijon.
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Figura 24. Cambios cinéticos de acidez libre durante la fermentacion de las muestras (2, 7y 18)
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evaluados de 0 a 48 h. Los valores corresponden a la media * desviacion estandar de tres
repeticiones, letras diferentes indican diferencias significativas por miel (Dunn — Bonferroni, p <
0.05).

La Figura 23 muestra los cambios en la acidez libre durante 48 horas de fermentacién en
tres muestras de miel (2, 7 y 18). Los resultados se presentan como media * desviacion
estandar. En la grafica se observa un incremento de la acidez libre en todas las mieles
conforme avanza la fermentacién. La miel 18 registré los valores mas elevados a lo largo
del periodo experimental. Este comportamiento sugiere una produccion gradual de acidos
organicos asociada a la actividad metabdlica microbiana. El incremento de acidez esta

relacionada con el proceso de fermentacion (de Melo et al., 2020)

7.6.2. Fenoles totales y Flavonoides
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Figura 25. Cambios cinéticos en el contenido de Fenoles Totales expresado en mg equivalentes

de acido gélico durante lafermentacién de las muestras (2, 7y 18) evaluados de 0 a48 h. Los valores
corresponden a la media = desviacién estandar de tres repeticiones, letras diferentes indican

diferencias significativas por miel (Dunn — Bonferronl, p < 0.05).

La Figura 25 muestra la evolucién del contenido de compuestos fendlicos totales duarnte
el proceso de fermentacion, expresados como mg equivalentes de acido galico, a lo largo
de un periodo de 48 h. Se evaluaron tes mieles de S. mexicana (Muestra 2, 7 y 18). Los
resultados se presentan como media + desviacion estandar. En general, todas las
muestras de miel mostraron un incremento progresivo en el contenido de fenoles totales
durante las primeras etpas de la fermentacién, seguido de una fase de estabilizacién o
una ligera disminucion hacias las 42-48 horas. La miel 18 presentd consistentemente los
valores mas elevados de compuestos fendlicos a los largo del proceso, con un aumento
significativo desde el tiempo inicial hasta alcanzar un méaximo entre las 30 y 36 horas,
seguido de una leve reduccion final del periodo de fermentacién. La miel 2 exhibié un
comportamiento intermeedio, caracterizado por un incremento gradual de fenoles totales
hasta aproximadamente las 36 horas, tras lo cual se observo una ligera disminucion. Por
su parte la miel / mostré los valores mas bajos de compuestos fendlicos durante todo el

proceso; no obstante, también presenté un aumento sostenido durante la fememtacion.
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En conjunto los resultados indican que el proceso de fermentacién favorece la liberacion
o transformacion de compuestos fendélicos en las mieles evaluadas, aunque la magnitud
de este efecto depende del tipo de miel, lo que sugiere diferfecnias asociadas a su
composicion inicial y a su respuesta bioquimica durante la fermenetacion.

El incremento de en el contenido de fenoles totales después de la fermentacion puede
explicarse desde un punto de vista mecanistico, por la conversién de fenoles ligados en
fenoles libres inducida por la activida enzimatica de bacterias acido lacticas. Durante la
fermentacion, Lactobacillus spp. Produce enzimas como B-glucosidasas, esterasas y
fenol-acido descarboxilasas, las cuales hidrolizan enlaces glicosidicos y ésteres que
mantienen a los polifenoles unidos a la matriz del sustrato, liberandolos en su forma libre.
Esta accion enzimatica resulta en una elevacion de los niveles de polifenoles (Zhang et
al., 2023). Los fenoles ligados, pueden estra presentes en la miel, sin embargo presentan
una biodisponilidad limitada debido a su baja accesibilidad intestinal. En contraste los
fenoles libres exhiben una mayor solubilidad y capacidad de absocion en el tracto
gastrointestinal, lo que incrementa su potencial bioactivo (Filannino et al., 2018). En este
contexto la fermentacién no solo incrementa el contenido de fenoles totales, si no que
también mejora su perfil funcional al favorecer formas quimicas mas biodisponibles.

Los resultados del presente estudio son congruentes con lo reportado por Razali et al.
(2019) realizaron un estudio en el que evaluaron las propiedades prebioticas de la miel
de abeja sin aguijén, con la adicién de L. acidophilus y L. brevis, observando un incrmento

del contenido fendlico total en un 47,2%.
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Figura 26. Cambios cinéticos en el contenido flavonoides totales expresados en mg
equivalentes de quercetina durante la fermentacién de las muestras (2, 7 y 18) evaluados de 0 a 48
h. Los valores corresponden ala media + desviacion estandar de tres repeticiones, letras diferentes
indican diferencias significativas por miel (Dunn — Bonferroni, p < 0.05).

La Figura 26 muestra la evolucion del contenido de flavonoides totales durante el proceso
de fermentacion, expresados como mg equivalentes de quercetina, a lo largo de un
periodo de 48 h. Se evaluaron tres mieles de S. mexicana (Muestra 2, 7 y 18). Los
resultados se presentan como media £ desviacion estandar, y las diferencias estadisticas
entre mieles para cada tiempo de muestreo se indican mediantes letras disntintas, de

acuerdo con la prueba no paramétrica de Dunn-Bonferroni (p < 0.05).

En general, las tres mieles exhibieron un incremento progresivo en el contenido de
flavonoides durante las primeras etapas de la fermentacién, seguido de una fase de
estabilizacion y ligeras fluctuaciones hacia el final del periodo evaluado. La muestra
namero 2 presentd consistentemente los valores mas elevados de flavonoides totales a
lo largo de todo el proceso, con un aumento gradual desde el tiempo inical hasta alcanzar
los valores méximos alrededor de las 24-36 h. La muestra nimero 18 mostré un
comportamiento intermedio, caracterizado por un incremento sostenido del contenido de
flavonoides hastas aproximadamente las 30 h. Por su parte, la Miel nUmero 7 presento
los valores mas bajos de flavonoides totales durante todo el proceso. En conjunto los
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resultados indican que el proceso de fermentacion favorece la librecion o transformacion
de flavonoides en las mieles evaluadas, augnue el efecto depende del tipo de miel, lo que

sugiere dieferencias asociadas a su composicio inicial.

Diversas vias metabdlicas, como la metilacion, la glicosilacién y la esterificacion de
glicoles, entre otras, podrian contribuir a la acumulacion de polifenoles durante los
procesos de fermentacion microbiana (Jamal et al., 2011). Dichas transformaciones estan
asociadas con la capacidad de algunos microorganismos para modificar la estructura

guimica de los compuestos fendlicos presentes en la matriz alimentaria.

Multiples microorganismos han demostrado la capacidad de biotransformar glicésidos
flavonoides mediante diferentes reacciones enzimaticas como desglicosilacion, precos
gue incrementa la biodisponibilidad de los flavonoides al liberar la fraccién aglicona de
los azucares unidos (Cao et al., 2015). La desglicosilacion de flavonoides se ha atribuido
principalmente a la actividad de enzimas B-glucosidasas, las cuales han sido reportadas
en diversas cepas de bacterias acido lacticas (BAL) (Di Gioia et al., 2014). De Melo et al.,
(2020) reportaron que la B-glucosidasa se producia durante la fermentacion de L.
rhamnosus. Evidencia experimental que respalda este mecanismo fue reportada por
Nutter el at., (2016), quienes observaron un incremento del 30% en la fraccion total de
flavonoides después de 19 h de incubacion conL. fermentum. Estos hallazgos

concuerdan con el aumento de flavonoides observado en el presente estudio.
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7.6.3. Actividad antioxidante
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Figura 27. Cambios cinéticos en la actividad antioxidante por el método de ABTS expresados

en mg equivalentes de &cido gélico durante la fermentacion de las muestras (2, 7 y 18) evaluados
de 0 a48 h. Los valores corresponden a la media + desviacidn estandar de tres repeticiones, letras

diferentes indican diferencias significativas por miel (Dunn — Bonferroni, p < 0.05).

La Figura 27 muestra los cambios cinéticos de la actividad antioxidante determinada por
el método ABTS durante el proceso de fermentacion, expresada como mg equivalentes
de &cido galico, a lo largo de un periodo de 48 h. Se evaluaron tres mieles de S. mexicana
(Muestra 2, 7 y 18). Los resultados se presentan como media + desviacion estandar, y
las diferencias estadisticas entre mieles para cada tiempo de muestreo se indican
mediantes letras disntintas, de acuerdo con la prueba no paramétrica de Dunn-Bonferroni
(p < 0.05). En general, las tres mieles mostraron un incremento progresivo de la actividad
antixidante en el proceso de fermentacién controlada, con magnitudes claramente
diferenciadas entre tratamientos. La muestra numero 2 presentd consistentemente
valores mas elevados de capacidad antioxidanre durante todo el periodo evaluado, con
un aumento sostenido desde el tiempo incial hasta alcanzar los valores maximos a las
42-48 h. La Miel namero 2 exhibié un comportamiento intermedio, caracterizado por un
incremento gradual de la actividad antioxidante a lo largo de la fermentacion. La miel
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namero 18 presento los valores mas bajos de actividad antioxidante, entre las mieles
evaluadas; no obstante, también mostr6 un incremento progresivo hasta
aproximadamente 30-42 h. En conjunto los resultados indican que la fermentacion

favorece el aumento de la capacidad antioxidante de las mieles evaluadas.

La actividad antioxidante observada se encunetra estrechamente relacionada con el
incremento en el contenido de polifenoles, particularmente de acidos fendlicos como el
acido galico, acido clorogénico, acido p-cumarico y acido ferdlico, los cuales han sido
ampliamente reconocidos por su elevada capacidad para neutralizar especies reactivas
de oxigeno mediate mecaniismos de donacion de electrones e hidrégeno (Zapata-
Bustamante et al., 2013). En este sentido Perez-Perez et al., (2007) evaluaron la
evolucion de la actividad antioxidante dusrente la fermetacion de la miel de Tetragonisca
angustula y reportaron un incrmento progresivo, evidenciando por un aumento en la en
la inhibicién del anion superéxido de 69.1% a 94.8% y del radical hidroxilo de 62.2% a
90.5%. Estos resultados son congrunetes con los hallazgos obtenidos en el presnete

estudio.

Miel

DPPH (mg equivalentes de acido galico)

Tiempo (h)

& Miel 7
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Figura 28. Cambios cinéticos en la actividad antioxidante por el método de DPPH expresados
en mg equivalentes de acido gélico durante la fermentacion de las muestras (2, 7 y 18) evaluados
de 0 a48 h. Los valores corresponden a la media + desviacidn estandar de tres repeticiones, letras

diferentes indican diferencias significativas por miel (Dunn — Bonferroni, p < 0.05)

La Figura 28 muestra los cambios cinéticos de la actividad antioxidante determinada por
el método DPPH durante el proceso de fermentacion, expresada como mg equivalentes
de acido galico, a lo largo de un periodo de 48 h. Se evaluaron tres mieles de S. mexicana
(Muestra 2, 7 y 18). Los resultados se presentan como media + desviacién estandar, y
las diferencias estadisticas entre mieles para cada tiempo de muestreo se indican
mediantes letras disntintas, de acuerdo con la prueba no paramétrica de Dunn-Bonferroni
(p <0.05). En generai, las tres mieles mostraron un incrmento progresivo en la actividad
antioxidante medida por DPPH. La muestra numero 2 presentd consistentemente los
valores mas elevados de actividad antioxidnate durante todo el periodo evaluado, seguida
por la miel 18, mientras que la miel 7 mostr6 valores mas bajos. En conjunto los
resultados indican que la femrntacion induce cambios en la capacidad antioxidante
medida por DPPH, cuya magnitud depente de las caracteristicas de la miel.

Asimismo, la liberacién de fenoles libres se asocia directamente con un aumento en la
actividad antioxidante, ya que estos compuestos poseen una mayor capacidad para
donar electrones o atomos de hidrogeno y neutralizar especies reactivas de oxigeno en
comparacion con sus formas ligadas (Landete, 2017). Estudios previos han demostrado
gue este fendmeno se traduce en mejoras significativas en ensayos antioxidantes como

DPPH y ABTS tras procesos de fermentacién (Filannino et al., 2018).

7.7. Actividades bioldgicas

7.7.1. Ensayo in vitro de inhibicion de a-amilasa

En el presente estudio, la adicién del extracto acuoso de miel de S. mexicana redujo
significativamente la actividad de la a-amilasa (p<0.05). Las muestras de miel
seleccionadas correspondian a la region que presentaba un alto contenido en
compuestos fenolicos. Las muestras arbéreas de miel de S. mexicana de Cruz Blanca

mostraron actividad antidiabética con el ensayo de inhibicion de la a-amilasa a
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concentraciones comprendidas entre 20 y 100 ug/ml. La descomposicion del enlace a-
(1-4) y, por tanto, la produccion de glucosa se vieron ralentizada. Segun los resultados
obtenidos en la figura 20, el porcentaje d e inhibicion de la a-amilasa aumentd al aumentar
las concentraciones de las muestras de miel. El tamafio del efecto fue grande en las tres
muestras (n? > 0.9), lo que significa que >90% de la variabilidad en la inhibicion de la
enzima se debio a la concentracion del extracto. A una concentracion de 100 pg/mL, la
mayor actividad se observé en la miel de Cruz blanca (23 C) (49.20 % * 2,74), seguida
de la muestra de miel 16 C (34.04 % + 2,12) y, por ultimo, la muestra de miel 15 C (23.89
% * 1.08) (Figura 20). La inhibiciobn de las mieles de S.mexicana fue menor en
comparacion con el control positivo, la acarbosa. Los resultados de la inhibicién fueron
similares al estudio realizado por Ali et al., (2020) en este estudio el porcentaje de
inhibicién con la miel de H. itama fue del 466 % con respecto a la miel multifloral. Se
inform6 de que los compuestos fendlicos eran los responsables de la actividad
antidiabética (Zakaria et al., 2020). Esto podria ser un enfoque eficaz para controlar la
diabetes es inhibir fuertemente la actividad intestinal de la actividad de la a-amilasa
(Sabiu et al., 2016). Algunos farmacos hipoglucemiantes orales reducen la hiperglucemia
postprandial suprimiendo la hidrdlisis de los hidratos de carbono, se revelan utiles en los
controles postprandiales de los niveles plasmaticos de glucosa (Kotowaroo et al., 2006).
Sin embargo los farmacos convencionales presentan efectos secundarios indeseables,
en este sentido las fuentes naturales son mejores para el efecto inhibitorio. Los extractos
de miel de S.mexicana pueden ser Utiles para disminuir los niveles séricos de glucosa en

sangre mediante la inhibicion de la actividad de la a-amilasa en plasma.
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Figura 29. Efectos de concentraciones graduadas de extractos de acuosos de miel de abeja sin

aguijon de Cruz Blanca sobre la inhibicién de la a-amilasa in vitro. Cada punto representa la
inhibicion enzimatica media y las lineas verticales muestran el valor EC 50. Las letras distintas

mostraron diferencias estaticas entre las distintas concentraciones en las muestras de la prueba de

Tukey (p < 0,05).

7.7.2. Cinética de inhibicidon de la a-amilasa.

La cinética de inhibicion de la a-amilasa se realiz6 ademas mediante graficas de
Lineweaver-Burk. Muestras de miel de distintos origenes regionales. El resultado mostré
gue todas las muestras (15 C, 16 C y 23 C) presentaban una inhibicibn mixta no
competitiva que proporcionaba una disminucién de la Vmax y la Km en comparacion con
las del control (Tabla 10 y Figura 19). Esto significa que los inhibidores en las muestras
de miel de S. mexicana se unieron cerca del sitio activo. Los diferentes valores de Vmax

y Km pueden deberse a la presencia de diferentes compuestos bioactivos en las

muestras.
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Figura 30.

Cinética de inhibicién de la a-amilasa. A). Diagrama de Lineweaver-Burk, muestra 15

C. B). Grafico de Lineweaver-Burk, muestra 16 C y C). Grafico de Lineweaver-Burk muestra 23C.

Tabla 10. Cinéticas de inhibicion de la enzima a-amilasa con extractos de miel de
Scaptotrigona mexicana
) Vmax (D.O. Km _ o
Muestra Ecuacion _ Tipo de ihibicion
540/min)  (mM)
y = 6.4842x + S
Control 0.058 0.37 Sin inhibidor
17.202
_ y = 33.699x + Inhibicion no
Miel 15 C 0.030 1.02 N )
32.943 competitiva mixta
_ y =32.112x + Inhibicion no
Miel 16 C 0.039 1.28 N )
25.043 competitiva mixta
) Inhibicion no
Miel 23 C y=239.161x + 23.48 0.042 1.66

competitiva mixta

7.7.3. Inhibicion de la ureasa

Figura 31.

Efectos de concentraciones graduadas de extractos de acuosos de miel de abeja sin

aguijon de 3 regiones distintas sobre la inhibicién de la ureasa in vitro. Cada punto representa la
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inhibicion enzimética media y las lineas verticales muestran el valor EC 50. Las letras distintas
mostraron diferencias estaticas entre las distintas concentraciones en las muestras de la prueba de
Tukey (p < 0,05).

En el presente estudio se evalud la capacidad inhibitoria de extractos acuosos de miel de
S. mexicana sobre la enzima ureasa (p<0.05). Las mieles analizadas, de origen
multifloral, procedieron de las regiones de La Palmilla, Limontitdn y Rancho Viejo. Todas
las muestras mostraron actividad inhibitoria frente a la ureasa en todas las
concentraciones evaluadas (20, 40, 60, 80 y 100 ug/ml). Se observé un incremento
progresivo en el porcentaje de inhibicion conforme aumento la concentracion del extracto,
evidenciando un efecto dependiente de la dosis. El tamafio del efecto fue grande en las
tres muestras, con valores de n?= 0.97 para la muestra de La Palmilla, n?= 0.98 para la
region de Limontitan y n?= 0.98 para Rancho Viejo lo que indica que méas del 95% de la
variabilidad en la inhibicion de la enzima se atribuye a la concentracion del extracto. A la
concentracion mas alta (100 uyg/mL) la mayor inhibicién de la ureasa se registré con la
miel de Rancho Viejo (45.10 % + 2.7), seguida por la muestra de Limontitan (38.57 % +
0.91) y finalmente el de la Palmilla (34.82 % + 1.54). Sin embargo, la inhibicién observada
en todas las mieles fue inferior a la del control positivo con tiourea, un conocido inhibidor
de la ureasa.

La bioactividad observada en las mieles puede atribuirse a la presencia de metabolitos
secundarios derivados de las fuentes florales visitadas por las abejas, entre los que
destacan los acidos fendlicos y flavonoides compuestos asociados con la inhibicion
enzimatica (Sahin 2016; Ruckriemen et a., 2017). La ureasa producida por H. pylori
cataliza la hidrdlisis de la urea para generar amoniaco, que neutraliza el acido clorhidrico
gastrico y favorece el crecimiento de la bacteria, por lo que la inhibicién de la ureasa,
reduce la viabilidad del microorganismo (Voidarou et al., 2021). De acuerdo con
Muhammad et al., (2012) la capacidad inhibitoria de los flavonoides podria estar
relacionada con la presencia de grupos hidroxilo (-OH) capaces de quelarse con los
atomos de niquel (Ni) en el sitio activo de la ureasa. Los compuestos con mayor cantidad
de grupos hidroxilo (tres o cuatro) muestra una inhibicion mas grande, mientras que su
disminucién se asocia con una reduccion en la actividad inhibitoria (Khan et al., 2012).
Henriquez et al., (2014) sugieren que los compuestos con alta potencia inhibidora pueden
interactuar mediante puentes de hidrégeno. Mientras Uddin et al., (2016). Sefala que los
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residuos hidroxilo (-OH) en el anillo C de los flavonoides, permiten interacciones con los
residuos proximos a los atomos de niquel del sitio activo de la ureasa de manera similar
a la que interactua la tiourea. Resultados similares fueron reportados por Rickriemen et
al., (2017) quienes evaluaron la inhibicién de la enzima ureasa utilizando miel de Manuka
y observaron un aumento de la inhibicibn conforme incrementé la concentracion de
extracto. En su estudio la miel de rapé, mostro una inhibicion del 34 %, en la miel de lima,
del 43 % y la miel de Manuka presentd mayor inhibicion alcanzando un 62 %. Estos
hallazgos coinciden con los del presnete estudio, en donde también se observo un efecto

dosis —dependiente.

7.7.4. Cinética de inhibicion de la ureasa.

La cinética de inhibicion de la ureasa con la adiciones de mieles de origen multifloral de
la region de la La Palmilla, Limontitdn y Rancho Viejo se analizaron mediante gréaficas de
Lineweaver-Burk. Los resultados indicaron que las muestras de la regién de La Palimilla
y Rancho viejo presentaron una inhibicion mixta no competitiva con una disminucion de
la Vmax y la Km en comparacion con las del control (Tabla 11 y Figura 23). Esto significa
gue los inhibidores en las muestras de miel de S. mexicana se unieron cerca del sitio
activo. Los diferentes valores de Vmax y Km pueden deberse a la presencia de diferentes
compuestos bioactivos en las muestras. Mientras que la muestra de Limontitan mostré

una inhibicion competitiva.
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Figura 32. Cinética de inhibicion de la ureasa Cinética de inhibicién de la ureasa. A). Diagrama
de Lineweaver-Burk, muestra La Palmilla. B). Gréafico de Lineweaver-Burk, muestra Limontitan y C).

Gréfico de Lineweaver-Burk muestra Rancho Viejo.

Tabla 11. Cinéticas de inhibicién de la enzima ureasa con extractos de miel de Scaptotrigona
mexicana
Muestra Ecuacion m B Vmax Km Tipo de inhibicién
Control y=4.4472x+19.753 445 19.75 0.05 0.23 sininhibicién
La Palmilla y=27.095x + 27.10 22.25 0.04 1.22 Inhibicién competitiva mixta
22.252

Limontitan y=9.3955x+19.068 9.40 19.07 0.05 0.49 Inhibicién competitiva

Rancho y=36.048x + 36.05 30.20 0.03 1.19 Inhibicién competitiva mixta
Viejo 30.197
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Figura 33. Analisis multivariado (PCA) de los parametros bioactivos después de 48 horas de
fermentacion controlada.

La Figura 24 Muestra el analisis de componentes principales (PCA) correspondientes a
las muestras de miel sometidas a un proceso de fermentacién controlada durante 48h
evaluadas en funcion del contenido de fenoles totaltes, flavonoides totales, actividad
antioxidante determinada por los métodos DPPH y ABTS y la inhibicion enzimatica de la
ureasa. Los dos compoenetes representados (PC3 y PC4) explicaron una proporcion
significativa de la varianza total del sistema y permitieron evidenciar una clara
diferenciacion entre las muestras fermentadas. Los vectores de las variables muestras
gue los fenoles totales y ABTS se proyectaron en direcciones similares, indicando una
correlacion positiva entre el contenido fendlico total y la capacidad antioxidante medida
por este método. De manera simillat los flavonoides y DPPH se asociaron estrechamente,
lo que sugiere que los flavonoides contribueron de manera importante a la neutralizacion
del radical DPPH. Por su parte, la inhibicion enzimatica se oriento en direccién intermedia
lo que indica que la actividad inhibitoria de la ureasa podria estar relacionada con la
presencia de flavonoides y la capacidad antioxidante de las mieles fermentadas. La miel
de la region de La Palmilla (en color rojo) se ubicé en la region positiva del PCS3,
coincidiendo con las direcciones d elas variables bioactivas. Este grupo se caracterizé
por presentar los valores mas altos de fenoles totales, flavonoides, actividad
antioxidantes e inhibicion de la ureasa, lo que sugiere que la fermentacion promovio la
liberacién o biotransformacion de compuestos fendlicos que incrementaron el potencial
funcional de esta miel. En contraste, el grupo de Limontitan (color verde, localizado en el
region negativa del eje PC3, se asocid con menos concentraciones de compuestos
fendlicos y una reducida capacidad antioxidante e inhibitoria. Estas muestras podrian
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corresponder a mieles cuya fermentacion fue menos activa o en las que se produjeron
pérdidas de metabolitos antioxidantes. Por su parte, la miel de Rancho viejo se posiciono
en una region intermendia, mostrando valores moderados de las variables analizadas, lo
gue podria indicar un efecto fermemntativo parcial. Estos resultados evidencian que la
fermentacion con Lactobacillus rhamnosus modificd significativamente el perfil quimico
funcional de la miel, generando grupos diferenciados segun su respuesta bioquimica. La
asociacion positiva entre el contenido fendlico, la actividad antioxidante y la inhibicion de
la ureasa confirma la interrelacién metabdlica entre los compuestos antioxidantes y los
mecanismos enzimaticos de defensa. Diversos autores han reportado que los procesos
fermentativos puedes incrementar el contenido de metabolitos fendlicos debido a la
accion enzimatica de los microorganismos, que hidrolizan compuestos conjugados o
liberan agliconas con mayor actividad biolégica (Yang et al., 2023; Song et al., 2024). Los
microorganismos son capaces de incrementar la bioactividad fendlica debido a la
biotransformacion que sucede en el proceso de fermentacion (Khosravi y Razavi, 2021).
En este sentido, los resultados sugieren que la miel de S. mexicana fermentada con L.
rhamnosus podria ser una fuente potencial de compuesos bioactivos con efecto
antioxidante e inhibitorio de la ureasa, relevantes para el desarrollo de alimentos

funcionales y nutraceéuticos.
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8. CONCLUSION

La revision analitica evalué el contenido de compuestos fendlicos (fenoles y flavonoides),
la actividad antioxidante (ensayos DPPH y FRAP) y la composicion fisicoquimica de la
miel considerando parametros como humedad, HMF, acidez libre, color y proteina, en
mieles producidas por A. mellifera y nueve géneros de abejas sin aguijon. Los resultados
evidenciaron que la especie de abeja influye en la composicion fisicoquimica y fendlica
de la miel; no obstante la magnitud de estas diferencias depende principalmente de
factores ambientales como la latitud, la fuente floral (polifloral y monofloral) y el género

de la abeja productora.

En este contexto la presente investigacion destaco la necesidad de profundizaren el
estudio de las mieles de abejas sin aguijon, ya que se observé que las propiedades
fisicoquimicas de la miel de S. mexicana difieren de los pardmetros establecidos para la
miel de A. mellifera. En patrticular, se identoficaron variaciones en parametros como la

humedad, la acidez libre, la actividad diastasica, el pH y el HMF.

Los resultados en este estudio pueden servir como base de datos de referencia para el
desarrollo de criterios técnicos y regulatorioa especificps para miel de abejas sin aguijon.
Se reconoce la necesidad de continuad generando evidencia cientifica que contribuya
tanto al establecimiento de normativas adecuadas como a al preservacion y
fortalecimeitno de la meliponicultura como fuente de productos benéficos para la salud

humana, el cuidado ecoldgico y el impacto social.

Adicionalmente se demostré que la miel de S. mexicana puede funcionar como un
sustrato adecuado para el crecimiento del probidtico L. rhamnosus, potenciando sus
propiedades funcionales, posicionandola como un ingredinete con alto potencial
nutracéutico. En conjunto, los resultados confirman que la fermentacién lactica de miel
de abejas sin aguijon promueve transformaciones metabdlicas relevantes,
caracyerizadas por la utilizacion de azucares fermetables por bacterias acido lacticas y
la consecuente produccion de acidos organicos, lo cual se refleja en la disminucion del
pH y el incremento de acidez del sistema. De manera paralela este proceso favorece la
liberacién y biotransformacén de compuestos feniolicos y flavonoides hacia formas mas

biodisponibles, asociandose con un aumento en la actividad antioxidante.
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Finalmente, los compuestos fendlicos presentes en la miel de S. mexicana mostraron
potencial inhibitorio frente a enzimas como la a-amilasa y la ureasa, las cuales
desempefiam un papel clave en la regulacién de glucosa en sangre y en la proteccion
gastrointestinal, respectivamente. Estos hallazgos refuerzan el valor funcional de la miel

de S. mexicana y respaldan su aplicacién como alimento funcionaly nutracéutico

120



9.

RERENCIAS

Abd Jalil, M. A., Kasmuri, A. R., & Hadi, H. (2017). Stingless bee honey, the natural
wound healer: A review. Skin Pharmacology and Physiology, 30(2), 66-
75.https://doi.org/10.1159/000458416

Abdel-Rahman, M. A., Tashiro, Y., & Sonomoto, K. (2013). Recent advances in lactic
acid production by microbial fermentation processes. Biotechnology advances, 31(6),
877-902. https://doi.org/10.1016/j.biotechadv.2013.04.002

Abu, B. M., Sanusi, S. B., Abu, B. F., Cong, O. J., & Mian, Z. (2017). Physicochemical
and antioxidant potential of raw unprocessed honey from Malaysian stingless
bee. Pakistan Journal of Nutrition, 16(11), 888-894. doi: 10.3923/pjn.2017.888.894
Ahmad, F., Seerangan, P., Mustafa, M. Z., Osman, Z. F., Abdullah, J. M., & Idris, Z.
(2019). Anti-cancer properties of Heterotrigona itama sp. honey via induction of
apoptosis in malignant glioma cells. The Malaysian journal of medical sciences:
MJIMS, 26(2), 30. doi:10.21315/mjms2019.26.2.4

Ali, H.; Abu Bakar, M.F.; Majid, M.; Muhammad, N.; Lim, S.Y. (2020).In Vitro Anti-
Diabetic Activity of Stingless Bee Honey from Different Botanical Origins. Food Res.,
4, 1421-1426. https://doi.org/10.26656/fr.2017.4(5).411

Alvarez-Suarez, J. M., Giampieri, F., Brenciani, A., Mazzoni, L., Gasparrini, M.,
Gonzéalez-Paramés, A. M., & Battino, M. (2018). Apis mellifera vs Melipona beecheii
Cuban polifloral honeys: A comparison based on their physicochemical parameters,
chemical composition and biological properties. Lwt, 87, 272-279.
https://doi.org/10.1016/j.lwt.2017.08.079

Alves, A., Ramos, A., Gongalves, M. M., Bernardo, M., & Mendes, B. (2013).
Antioxidant activity, quality parameters and mineral content of Portuguese monofloral
honeys. Journal of Food Composition and Analysis, 30(2), 130-138.
https://doi.org/10.1016/j.jfca.2013.02.009

Al-Waili, N. S., Saloom, K. Y., Al-Waili, T. N., Al-Waili, A. N., Akmal, M., Al-Waili, F.
S., & Al-Walli, H. N. (2006). Influence of various diet regimens on deterioration of
hepatic function and hematological parameters following carbon tetrachloride: a
potential protective role of natural honey. Natural Product Research, 20(13), 1258-
1264.

121



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Appuhamy, J. R. N., Strathe, A. B., Jayasundara, S., Wagner-Riddle, C., Dijkstra, J.,
France, J., & Kebreab, E. (2013). Anti-methanogenic effects of monensin in dairy and
beef cattle: A meta-analysis. Journal of Dairy Science, 96(8), 5161-5173. doi:
10.3168/jds.2012-5923

Avila, S., Beux, M. R., Ribani, R. H., & Zambiazi, R. C. (2018). Stingless bee honey:
Quality parameters, bioactive compounds, health-promotion properties and
modification detection strategies.Trends in Food Science & Technology, 81, 37-
50.https://doi.org/10.1016/].tifs.2018.09.002

Avila, S., Beux, M. R., Ribani, R. H., & Zambiazi, R. C. (2018). Stingless bee honey:
Quality parameters, bioactive compounds, health-promotion properties and
modification detection strategies. Trends in Food Science & Technology, 81, 37-50.
Balduzzi, S., Riucker, G., & Schwarzer, G. (2019). How to perform a meta-analysis
with R: a practical tutorial. BMJ Mental Health, 22(4).
https://doi.org/10.1136/ebmental-2019-300117

Ballesteros Pomar, M. D., & Gonzélez Arnaiz, E. (2018). Papel de los prebioticos y
los probioticos en la funcionalidad de la microbiota del paciente con nutricion enteral.
Nutricién hospitalaria, 35(SPE2), 18-26.

Begg, C. B., & Mazumdar, M. (1994). Operating characteristics of a rank correlation
test for publication bias. Biometrics, 1088-1101. https://doi.org/10.2307/2533446
Bertoncelj, J., Dobersek, U., Jamnik, M., & Golob, T. (2007). Evaluation of the
phenolic content, antioxidant activity and colour of Slovenian honey. Food Chemistry,
105(2), 822-828.

Bertsch, A. (1983). Nectar production of Epilobium angustifolium L. at different air
humidities; nectar sugar in individual flowers and the optimal foraging
theory. Oecologia, 59(1), 40-48. https://doi.org/10.1007/BF00388069

Biluca, F. C., Braghini, F., Gonzaga, L. V., Costa, A. C. O., & Fett, R. (2016).
Physicochemical profiles, minerals and bioactive compounds of stingless bee honey
(Meliponinae). Journal of Food Composition and Analysis, 50, 61-69. doi:
10.1016/j.jfca.2016.05.007

Biluca, F. C., da Silva, B., Caon, T., Mohr, E. T. B., Vieira, G. N., Gonzaga, L. V., ...

& Costa, A. C. O. (2020). Investigation of phenolic compounds, antioxidant and anti-

122



19.

20.

21.

22

23.

24.

25.

26.

27.

inflammatory activities in stingless bee honey (Meliponinae). Food Research
International, 129, 108756. https://doi.org/10.1016/j.foodres.2019.108756

Biluca, F. C., Della Betta, F., de Oliveira, G. P., Pereira, L. M., Gonzaga, L. V., Costa,
A. C. O., & Fett, R. (2014). 5-HMF and carbohydrates content in stingless bee honey
by CE before and after thermal treatment. Food Chemistry,159, 244-249.

Borba, R. S., Klyczek, K. K., Mogen, K. L., & Spivak, M. (2015). Seasonal benefits of
a natural propolis envelope to honey bee immunity and colony health. Journal of
Experimental Biology, 218(22), 3689-3699.doi: 10.1242/jeb.127324

Cao, H., Chen, X., Jassbhi, A. R., & Xiao, J. (2015). Microbial biotransformation of
bioactive flavonoids. Biotechnology Advances, 33(1), 214-223.
https://doi.org/10.1016/j.biotechadv.2014.10.012

. Capurso, L. (2019). Thirty years of Lactobacillus rhramnosus GG: a review. Journal of

clinical gastroenterology, 53, S1-S41.

Carranza-Volquarts, A. E., MartinezNegrete-Vera, A., & Vergara-Rodriguez, P. C.
(2018). Analisis, simulacion e implementacion de modelos de crecimiento microbiano
para la obtencion de Lactobacillus Plantarum, Lactobacillus Rhamnosus y
Saccharomyces Boulardii en un biorreactor multicultivo tipo lote alimentado.
Castafieda Guillot, C. (2018). Probidticos, puesta al dia: an update. Revista Cubana
de Pediatria, 90(2), 286-298.

Cavazza, A., Corradini, C., Musci, M., & Salvadeo, P. (2013). High-performance liquid
chromatographic phenolic compound fingerprint for authenticity assessment of honey.
Journal of the Science of Food and Agriculture, 93(5), 1169-1175. doi:
10.1002/jsfa.5869

Cavia, M. M., Ferndndez-Muino, M. A., Alonso-Torre, S. R., Huidobro, J. F., & Sancho,
M. T. (2007). Evolution of acidity of honeys from continental climates: Influence of
induced granulation. Food chemistry, 100(4), 1728-1733.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2005.10.019

Chan-Rodriguez, D., Ramon-Sierra, J., Lope-Ayora, J., Sauri-Duch, E., Cuevas-
Glory, L., & Ortiz-Vazquez, E. (2012). Antibacterial properties of honey produced by
Melipona beecheii and Apis mellifera against foodborn microorganisms. Food Science
and Biotechnology, 21(3), 905-909. doi:10.1007/s10068-012-0118-x

123



28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

Chen, Y. H., Chuah, W. C., & Chye, F. Y. (2021). Effect of drying on physicochemical
and functional properties of stingless bee honey. Journal of Food Processing and
Preservation, 45(4), e15328. https://doi.org/10.1111/jfpp.15328

Chua, L. S., Rahaman, N. L. A., Adnan, N. A., & Eddie Tan, T. T. (2013). Antioxidant
activity of three honey samples in relation with their biochemical components. Journal
of analytical methods in chemistry, 2013(1), 313798. doi: 10.1155/2013/313798
Chuttong, B., Chanbang, Y., Sringarm, K., & Burgett, M. (2016). Physicochemical
profiles of stingless bee (Apidae: Meliponini) honey from South east Asia (Thailand).
Food chemistry, 192, 149-155. https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2015.06.089
Codex Alimentarius CommissionRevised. Codex Standard for Honey. CODEX STAN
12-1981. Codex Alimentarius Commission. FAO/OMS. 2001. Rome, Italy. 7 pp.
Cortés, L. E. U. C., Garcia, A. V., Maya, E. M. A,, & Rivas, J. M. (2020). Conocimiento
de las abejas nativas sin aguijon y cambio generacional entre los mayas lacandones
de Naha, Chiapas. Estudios De Cultura Maya, 56(2), 205-225.
https://doi.org/10.19130/iif.ecm.2020.56.2.0008

Creus, E. G. (2004). Alimentos prebioticos y probiéticos: la polémica cientifica sobre
sus beneficios. Offarm: farmacia y sociedad, 23(5), 90-98.

Cruz, L. C., Batista, J. E. S., Zemolin, A. P. P., Nunes, M. E. M., Lippert, D. B., Royes,
L. F. F., & Franco, J. L. (2014). A study on the quality and identity of Brazilian Pampa
biome honey: evidences for its beneficial effects against oxidative stress and
hyperglycemia. International Journal of Food Science, 2014. doi:
10.1155/2014/470214

da Silva, I. A. A., da Silva, T. M. S., Camara, C. A., Queiroz, N., Magnani, M., de
Novais, J. S., & de Souza, A. G. (2013). Phenolic profile, antioxidant activity and
palynological analysis of stingless bee honey from Amazonas, Northern Brazil. Food
chemistry, 141(4), 3552-3558.

Da Silva, P. M., Gauche, C., Gonzaga, L. V., Costa, A. C. O., & Fett, R. (2016). Honey:
Chemical composition, stability and authenticity.Food chemistry,196, 309-
323.https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2015.09.051

Das, A., Datta, S., Mukherjee, S., Bose, S., Ghosh, S., & Dhar, P. (2015). Evaluation

of antioxidative, antibacterial and probiotic growth stimulatory activities of Sesamum

124



38.

39.

40.

41.

42

43.

44.

indicum honey containing phenolic compounds and lignans. LWT-Food Science and
Technology, 61(1), 244-250. https://doi.org/10.1016/j.lwt.2014.11.044

Dawidowicz, A. L., & Olszowy, M. (2012). Mechanism change in estimating of
antioxidant activity of phenolic compounds. Talanta, 97, 312-317.DOI:
10.1016/j.talanta.2012.04.036

de Almeida-Muradian, L. B., Stramm, K. M., Horita, A., Barth, O. M., da Silva de
Freitas, A., & Estevinho, L. M. (2013). Comparative study of the physicochemical and
palynological characteristics of honey from M elipona subnitida and Apis mellifera.
International Journal of Food Science & Technology, 48(8), 1698-1706..
https://doi.org/10.1111/ijfs.12140

de Melo, F. H. C., Menezes, F. N. D. D., de Sousa, J. M. B., dos Santos Lima, M.,
Borges, G. D. S. C,, de Souza, E. L., & Magnani, M. (2020). Prebiotic activity of
monofloral honeys produced by stingless bees in the semi-arid region of Brazilian
Northeastern toward Lactobacillus acidophilus LA-05 and Bifidobacterium lactis BB-
12. Food Research International, 128, 108809.
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2019.108809

Di Gioia, D., Strahsburger, E., de Lacey, A. M. L., Bregola, V., Maratti, I., Aloisio, I., &
Dinelli, G. (2014). Flavonoid bioconversion in Bifidobacterium pseudocatenulatum
B7003: A potential probiotic strain for functional food development. Journal of
Functional Foods, 7, 671-679. https://doi.org/10.1016/j.jff.2013.12.018

. Di Marco, G., Gismondi, A., Panzanella, L., Canuti, L., Impei, S., Leonardi, D., &

Canini, A. (2018). Botanical influence on phenolic profile and antioxidant level of
Italian honeys. Journal of food science and technology, 55(10), 4042-4050.
doi:10.1007/s13197-018-3330-8

Dos Santos, A. C., Biluca, F. C., Braghini, F., Gonzaga, L. V., Costa, A. C. O., & Fett,
R. (2021). Phenolic composition and biological activities of stingless bee honey: An
overview based on its aglycone and glycoside compounds. Food Research
International, 147, 110553.doi: 10.1016/j.foodres.2021.110553

Duarte, A. W. F., dos Santos Vasconcelos, M. R., de Menezes, A. P. D., da Silva, S.
C., Oda-souza, M., & Lopez, A. M. Q. (2012). Composition and antioxidant activity of
honey from Africanized and stingless bees in Alagoas (Brazil): a multivariate analysis.
Journal of Apicultural Research, 51(1), 23-35.https://doi.org/10.3896/IBRA.1.51.1.04

125


https://doi.org/10.1016/j.jff.2013.12.018

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

El-Arab, A. M. E., Girgis, S. M., Hegazy, E. M., & El-Khalek, A. B. A. (2006). Effect of
dietary honey on intestinal microflora and toxicity of mycotoxins in mice. BMC Com-
plement. Altern. Med, 6(6).

El-Nezami, H., Polychronaki, N., Salminen, S., & Mykkanen, H. (2002). Binding rather
than metabolism may explain the interaction of two food-grade Lactobacillus strains
with zearalenone and its derivative d-zearalenol. Applied and environmental
microbiology, 68(7), 3545-3549.su derivado a-zearalenol. Microbiologia aplicada y
ambiental , 68 (7), 3545-3549.

Erejuwa, O. O., Sulaiman, S. A.,, & Ab Wahab, M. S. (2012). Honey: a novel
antioxidant. Molecules, 17(4), 4400-4423. doi: 10,3390/moléculas17044400

Erkkila, S., Suihko, M. L., Eerola, S., Petgja, E., & Mattila-Sandholm, T. (2001). Dry
sausage fermented by Lactobacillus rhamnosus strains. International Journal of Food
Microbiology, 64(1-2), 205-210.

Escuredo, O., Miguez, M., Fernandez-Gonzélez, M., & Seijo, M. C. (2013). Nutritional
value and antioxidant activity of honeys produced in a European Atlantic area. Food
chemistry, 138(2-3), 851-856. https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2013.06.066.
Farina, W. M., Grter, C., & Diaz, P. C. (2005). Social learning of floral odours inside
the honeybee hive. Proceedings of the Royal Society B: Biological
Sciences, 272(1575), 1923-1928. https://doi.org/10.1098/rspb.2005.3172

Fattori, S. (2004). La miel” propiedades, composicidon y analisis fisicoquimico. Buenos
Aires, Argentina: Apimondia.

Fauzi, A. N., Norazmi, M. N., & Yaacob, N. S. (2011). Tualang honey induces
apoptosis and disrupts the mitochondrial membrane potential of human breast and
cervical cancer cell lines. Food and Chemical Toxicology, 49(4), 871-878.

Filannino, P., Di Cagno, R., & Gobbetti, M. (2018). Metabolic and functional paths of
lactic acid bacteria in plant foods: Get out of the labyrinth. Current Opinion in
Biotechnology, 49, 64-72. https://doi.org/10.1016/|.copbio.2017.07.016

Fontané, L., Benaiges, D., Goday, A., Llaurado, G., & Pedro-Botet, J. (2018).

Influencia de la microbiota y de los probiéticos en la obesidad. Clinica e investigacion
en arteriosclerosis, 30(6), 271-279.

126


https://doi.org/10.1016/j.copbio.2017.07.016

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

Ganzle, M. G. (2015). Lactic metabolism revisited: metabolism of lactic acid bacteria
in food fermentations and food spoilage. Current Opinion in Food Science, 2, 106-
117. https://doi.org/10.1016/j.cofs.2015.03.001
Garcia-Chaviano, M. E., Armenteros-Rodriguez, E., Escobar-Alvarez, M. D. C.,
Garcia-Chaviano, J. A., Méndez-Martinez, J., & Ramos-Castro, G. (2022).
Composicion quimica de la miel de abeja y su relacion con los beneficios a la salud.
Revista Médica Electronica, 44(1), 155-167.
Ge, L., Li, S. P., & Lisak, G. (2020). Advanced sensing technologies of phenolic
compounds for pharmaceutical and biomedical analysis. Journal of pharmaceutical
and biomedical analysis, 179, 112913. https://doi.org/10.1016/j.jpba.2019.112913
Gharzouli, K., Amira, S., Gharzouli, A., & Khennouf, S. (2002). Gastroprotective
effects of honey and glucose-fructose-sucrose-maltose mixture against ethanol-,
indomethacin-, and acidified aspirin-induced lesions in the rat. Experimental and
toxicologic pathology, 54(3), 217-221.
Godocikova, J., Bugarova, V., Kast, C., Majtan, V., & Majtan, J. (2020). Antibacterial
potential of Swiss honeys and characterisation of their bee-derived bioactive
compounds. Journal of the Science of Food and Agriculture, 100(1), 335-342. doi:
10.1002/jsfa.10043
GOmez Morales, L., Beltran Romero, L. M., & Garcia Puig, J. (2013). Azlcar y
enfermedades cardiovasculares. Nutricidbn Hospitalaria, 28, 88-94.
Guarner, F., Khan, A. G., Garisch, J., Eliakim, R., Gangl, A., Thomson, A., & Kim, N.
(2011). Probidticos y prebiodticos. Guia Préactica de la Organizaciéon Mundial de
Gastroenterologia: Probidticos y prebiéticos, 1, 1-29.
Guerrero L. I., Garcia A. B. E., Wacher R. M.C. & Regalado G.C. (2014). Probidticos.
En Microbiologia de los alimentos(405-433). México: Limusa.
Gutiérrez, A. A., Hernandez, F. O., & Jones, R. W. (2002). Optimum brood size for
artificial propagation of the stingless bee, Scaptotrigona mexicana. Journal of
apicultural research, 41(1-2), 62-63.
Guzman-Armentero, T. M., Anaya-Villalpanda, M., & Mesa-Marifio, Y. (2016).
Activacion de cultivos probioticos tratados con campo magnético de frecuencia

extremadamente baja. Tecnologia Quimica, 36(1), 84-92.

127



65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

Habib, H. M., Al Megbali, F. T., Kamal, H., Souka, U. D., & lbrahim, W. H. (2014).
Physicochemical and biochemical properties of honeys from arid regions. Food
chemistry, 153, 35-43. https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2013.12.048

Hasyimi, W., Widanarni, W., & Yuhana, M. (2020). Growth performance and intestinal
microbiota diversity in Pacific white shrimp Litopenaeus vannamei fed with a probiotic
bacterium, honey prebiotic, and synbiotic. Current Microbiology, 77, 2982-2990.
https://doi.org/10.1007/s00284-020-02117-w

Hatakka, K., Holma, R., EI-Nezami, H., Suomalainen, T., Kuisma, M., Saxelin, M. &
Korpela, R. (2008). The influence of Lactobacillus rhamnosus LC705 together with
Propionibacterium freudenreichii ssp. shermanii JS on potentially carcinogenic
bacterial activity in human colon. International journal of food microbiology, 128(2),
406-410.

Hau-Yama, N. E., Magafa-Ortiz, D., Oliva, A. |, & Ortiz-Vazquez, E. (2020).
Antifungal activity of honey from stingless bee Melipona beecheii against Candida
albicans. Journal of Apicultural Research, 59(1), 12-18.

Heard, T. A. (1999). The role of stingless bees in crop pollination. Annual review of
entomology, 44(1), 183-206. https://doi.org/10.1146/annurev.ento.44.1.183

Hedges, L. V. (1981). Distribution theory for Glass's estimator of effect size and
related estimators. Journal of Educational Statistics, 6(2), 107-128.
https://doi.org/10.2307/1164588

Hernandez, A. G. D. (2010). Tratado de nutricion/Nutrition Treatise: Composicion y
Calidad Nutritiva de los Alimentos/Composition and nutritional quality of foods (Vol.
2). Ed. Médica Panamericana.

Herndndez-Fuentes, A. D., Chavez-Borges, D., de Jesus Cenobio-Galindo, A.,
Zepeda-Velazquez, A. P., Figueira, A. C., Jiménez-Alvarado, R., & Campos-Montiel,
R. G. (2021). Characterization of total phenol and flavonoid contents, colour,
functional properties from honey samples with different floral origins. International
Journal of Food Studies, 10(2).

Herrero, B., Maria Valencia-Barrera, R., San Martin, R., & Pando, V. (2002).
Characterization of honeys by melissopalynology and statistical analysis. Canadian
Journal of plant science, 82(1), 75-82.doi: 10.4141/P00-187

128



74

75.

76.

77

78.

79.

80.

81.
82.

83.

. Higgins, J. P., Thompson, S. G., Deeks, J. J., & Altman, D. G. (2003). Measuring
inconsistency in meta-analyses. bmj, 327(7414), 557-560.doi:
10.1136/bmj.327.7414.557

Hutkins, R. W. (2008). Microbiology and technology of fermented foods. John Wiley &

Sons.

Jamal, P., Idris, Z. M., & Alam, M. Z. (2011). Effects of physicochemical parameters on

the production of phenolic acids from palm oil mill effluent under liquid-state

fermentation by Aspergillus niger IBS-103ZA. Food Chemistry, 124(4), 1595-1602.

https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2010.08.022

. Jan Mei, S., Mohd Nordin, M. S., & Norrakiah, A. S. (2010). Fructooligosaccharides

in honey and effects of honey on growth of Bifidobacterium longum BB 536. Int Food

Res J, 17(3), 557-61.

Jan, N. U., Kifayatullah, M., Amin, F., Rahim, H., Abbas, S., Mohani, S. N. U. H., &

Raza, M. (2022). Antioxidant and Cytotoxic activity of Steroidal Alkaloids Isolated from

Sarcococca saligna against DPPH and HelLa Cell Lines. INDIAN JOURNAL OF

PHARMACEUTICAL EDUCATION AND RESEARCH, 56(2), 489-496. doi:

10.5530/ijper.56.2.70

Jay, J. M. (2002). Microbiologia moderna de los Alimentos. (105-121) New York USA,

Kluwer Academic/Plenum Publishers.

Jimenez, M., Beristain, C. I., Azuara, E., Mendoza, M. R., & Pascual, L. A. (2016).

Physicochemical and antioxidant properties of honey from Scaptotrigona mexicana
bee. Journal of Apicultural Research, 55(2), 151-160.
https://doi.org/10.1080/00218839.2016.1205294

Joan, E., Quintero, M., Acosta, C., Megjia, C., Rios, R., & Torres, A. (2012). Lactic Acid
Julika, W. N., Ajit, A., Naila, A., & Sulaiman, A. Z. The effect of storage condition on
physicochemical properties of some stingless bee honey collected in malaysia local
market. Materials Today: Proc. 2022, 57, 1396-1402.
DOI:10.1016/j.matpr.2022.03.238

Kaprasob, R., Kerdchoechuen, O., Laohakunjit, N., Sarkar, D., & Shetty, K. (2017).
Fermentation-based biotransformation of bioactive phenolics and volatile compounds
from cashew apple juice by select lactic acid bacteria. Process Biochemistry, 59, 141-
149.

129


https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2010.08.022

84. Kedare, S. B., & Singh, R. P. (2011). Genesis and development of DPPH method of
antioxidant assay. Journal of food science and technology, 48(4), 412-422.
https://doi.org/10.1007/s13197-011-0251-1

85. Kek, S. P., Chin, N. L., Yusof, Y. A., Tan, S. W., & Chua, L. S. (2014). Total phenolic
contents and colour intensity of Malaysian honeys from the Apis spp. and Trigona
spp. bees. Agriculture and Agricultural Science Procedia, 2, 150-155.
https://doi.org/10.1016/j.aaspro.2014.11.022

86. Kek, S. P., Chin, N. L., Yusof, Y. A, Tan, S. W., & Chua, L. S. (2017). Classification
of entomological origin of honey based on its physicochemical and antioxidant
properties. International journal of food properties, 20(sup3), S2723-S2738.
https://doi.org/10.1080/10942912.2017.1359185

87. Khongkwanmueang, A., Nuyu, A., Straub, L., & Maitip, J. (2020). Physicochemical
profiles, antioxidant and antibacterial capacity of honey from stingless bee
Tetragonula laeviceps species complex. In E3S Web of Conferences (Vol. 141, p.
03007). EDP Sciences. https://doi.org/10.1051/e3sconf/202014103007

88.Khosravi, A., & Razavi, S. H. (2021). Therapeutic effects of polyphenols in fermented

soybean and black soybean products. Journal of Functional Foods, 81, 104467.
https://doi.org/10.1016/}.jff.2021.104467

89. Koethe, S., Fischbach, V., Banysch, S., Reinartz, L., Hrncir, M., & Lunau, K. (2020).
A comparative study of food source selection in stingless bees and honeybees: scent
marks, location, or color. Frontiers in plant science, 11, 516.
https://doi.org/10.3389/fpls.2020.00516

90.Landete, J. M. (2011). Ellagitannins, ellagic acid and their derived metabolites: A review

about source, metabolism, functions and health. Food research international, 44(5),
1150-1160. https://doi.org/10.1016/j.foodres.2011.04.027
91. Layek, U., Das, N., Kumar De, S., & Karmakar, P. (2023). The botanical origin of

cerumen and propolis of Indian stingless bees (Tetragonula iridipennis Smith): pollen

spectrum does not accurately indicate latex and resin sources. Apidologie, 54(2), 18.
https://doi.org/10.1007/s13592-023-00994-1
92. Li, Y., Long, S., Liu, Q., Ma, H., Li, J., Xiaoqing, W., & Hou, B. (2020). Gut microbiota

is involved in the alleviation of loperamide-induced constipation by honey

130


https://doi.org/10.1016/j.jff.2021.104467
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2011.04.027

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

supplementation in mice. Food Science & Nutrition, 8(8), 4388-4398.
https://doi.org/10.1002/fsn3.1736

Lira, A. F., de Mello Sousa, J. P. L., Lorenzon, M. C. A., Vianna, C. A. F. J., & Castro,
R. N. (2014). Estudo comparativo do mel de Apis mellifera com méis de meliponineos
de diferentes regides. Acta Veterinaria Brasilica, 8(3), 169-178. DOI:
10.21708/AVB.2014.8.3.3560

Lépez-Garay, L. A., Trejo-Téllez, L. I., Gébmez-Merino, F. C., Contreras-Oliva, A.,
Pérez-Sato, J. A., & Salinas-Ruiz, J. (2023). Physicochemical properties of
Scaptotrigona mexicana honey from the Highlands of Veracruz, Mexico. Ecosistemas
y recursos agropecuarios, 10(1). https://doi.org/10.19136/era.a10n1.3380

Magarfia Magafia, M. A., Moguel Ordéfiez, Y. B., Sanginés Garcia, J. R., & Leyva
Morales, C. E. (2012). Estructura e importancia de la cadena productiva y comercial
de la miel en México. Revista mexicana de ciencias pecuarias, 3(1), 49-64.
Mahmood, R., Asif, J. A., & Shahidan, W. N. S. (2020). Stingless-bee (Trigona itama)
honey adversely impacts the growth of oral squamous cell carcinoma cell lines (HSC-
2). European Journal of Integrative Medicine, 37, 101162.
https://doi.org/10.1016/j.eujim.2020.101162

Makawi, S. Z. A., Gadkariem, E. A., & Ayoub, S. M. H. (2009). Determination of
antioxidant flavonoids in Sudanese honey samples by solid phase extraction and high
performance liquid chromatography. Journal of Chemistry, 6, S429-S437.
https://doi.org/10.1155/2009/382504

Manzanares, A. B., Garcia, Z. H., Galdon, B. R., Rodriguez, E. R., & Romero, C. D.
(2014). Physicochemical characteristics of minor monofloral honeys from Tenerife,
Spain. LWT-Food Science and technology, 55(2), 572-578.

Marconi, M., Luna, J. O., & Giove, C. D. V. (2020). Physicochemical and
microbiological quality of honeys produced by stingless bees Scaptotrigona polysticta,
Melipona illota and Tetragonisca angustula (Apidae: Meliponini) in San Martin, Peru.
Peruvian Journal of Agronomy, 4(2), 55-60. doi: 10.21704/pja.v4i2.1541

100. Maringgal, B., Hashim, N., Tawakkal, I. S. M. A., Mohamed, M. T. M., & Shukor, N.

I. A. (2019). Phytochemical compositions and antioxidant activities of malaysian
stingless bee honey. Pertanika  J. Sci. Technol, 27, 15-28.
DOIl:https://doi.org/10.26656/fr.2017.5(S1).006

131



101. Martinello, M., & Mutinelli, F. (2021). Antioxidant activity in bee products: A review.
Antioxidants, 10(1), 71.

102. Martinez-Puc, J. F., Cetzal-Ix, W., Gonzélez-Valdivia, N. A., Casanova-Lugo, F., &
Saikat-Kumar, B. (2018). Caracterizacion de la actividad apicola en los principales
municipios productores de miel en Campeche, México. Journal of the Selva Andina
Animal Science, 5(1), 44-53.

103. Martinez-Valverde, I., Periago, M. J., & Ros, G. (2000). Significado nutricional de
los compuestos fendlicos de la dieta. Archivos latinoamericanos de nutricion, 50(1),
5-18.

104. Mokaya, H. O., Nkoba, K., Ndunda, R. M., & Vereecken, N. J. (2022).
Characterization of honeys produced by sympatric species of Afrotropical stingless
bees (Hymenoptera, Meliponini). Food chemistry, 366, 130597.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2021.130597

105. Montaiio, R. P. (2017). Las 5 enfermedades con mayor tasa de mortalidad
relacionada con el consumo de azucar “Azucar la punta del Iceberg”.

106. Moreira, F. I. N., de Medeiros, L. L., de Carvalho, L. M., Olegario, L. S., de Sousa
Galvao, M., da Franca, S. A. M., & Madruga, M. S. (2023). Quality of Brazilian
stingless bee honeys: Cephalotrigona capitata/mombucéo and Melipona scutellaris
Latrelle/urucu. Food Chemistry, 404, 134306.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2022.134306

107. Morroni, G., Alvarez-Suarez, J. M., Brenciani, A., Simoni, S., Fioriti, S., Pugnaloni,
A., & Giovanetti, E. Comparison of the antimicrobial activities of four honeys from
three countries (New Zealand, Cuba, and Kenya). Front. Microbiol. 2018, 9, 1378.
https://doi.org/10.3389/fmicb.2018.01378

108. Muioz, E. N., & Santos, L. E. S. (2016). Abejas nativas, sefioras de la miel.
Patrimonio cultural en el estado de Campeche / Native bees, honey ladies. Cultural
heritage in the State of Campeche.

109. Ng, W.J, Sit, N. W., Ooi, P. A. C,, Ee, K. Y., & Lim, T. M. (2020). The antibacterial
potential of honeydew honey produced by stingless bee (Heterotrigona itama) against
antibiotic resistant bacteria. Antibiotics, 9(12), 871.d0i:10.3390/antibiotics9120871

110. Nordin, A., Sainik, N. Q. A. V., Chowdhury, S. R., Saim, A. B., & Idrus, R. B. H.

(2018). Physicochemical properties of stingless bee honey from around the globe: A

132



comprehensive review. Journal of Food Composition and Analysis, 73, 91-102.
https://doi.org/10.1016/j.jfca.2018.06.002
111. Nutter, J., Fritz, R., lurlina, M. O., & Saiz, A. I. (2016). Effect of Prosopis sp. honey
on the growth and fermentative ability of Pediococcus pentosaceus and Lactobacillus
fermentum. LWT, 70, 309-314. https://doi.org/10.1016/].lwt.2016.03.009
112. Nweze, J. A., Okafor, J. ., Nweze, E. I., & Nweze, J. E. (2017). Evaluation of
physicochemical and antioxidant properties of two stingless bee honeys: a

comparison with Apis mellifera honey from Nsukka, Nigeria. BMC research notes,
10(1), 1-6. doi: 10.1186/s13104-017-2884-2

113. Oliveira, P. S., Miller, R. C. S., Dantas, K. D. G. F., Alves, C. N., Vasconcelos, M.
A. M. D., & Venturieri, G. C. (2012). Acidos fenolicos, flavonoides e atividade
antioxidante em méis de Melipona fasciculata, M. flavolineata (Apidae, Meliponini) e
Apis mellifera (Apidae, Apini) da Amazbénia. Quimica Nova, 35, 1728-1732.

114. Olveira Fuster, G., & Gonzalez-Molero, 1. (2007). Probioticos y prebidticos en la
practica clinica. Nutricion hospitalaria, 22, 26-34.

115. Organizacion Mundial de la Salud. (2025, 25 de septiembre). Enfermedades no
transmisibles. https://www.who.int/es/news-room/fact-
sheets/detail/noncommunicable-diseases

116. Orsoli¢, N., Jazvinsc¢ak Jembrek, M., & Terzi¢, S. (2017). Honey and quercetin
reduce ochratoxin A-induced DNA damage in the liver and the kidney through the
modulation of intestinal microflora. Food and agricultural immunology, 28(5), 812-833.

117. Otmani, A., Amessis-Ouchemoukh, N., Birinci, C., Yahiaoui, S., Kolayli, S.,
Rodriguez-Flores, M. S., & Ouchemoukh, S. (2021). Phenolic compounds and
antioxidant and antibacterial activities of Algerian honeys. Food Bioscience, 42,
101070.https://doi.org/10.1016/J.FBI0.2021.101070.

118. Page, M. J., McKenzie, J. E., Bossuyt, P. M., Boutron, I., Hoffmann, T. C., Mulrow,
C. D., & Moher, D. (2021). The PRISMA 2020 statement: an updated guideline for
reporting systematic reviews. bmj, 372. https://doi.org/10.1186/s13643-021-01626-4

119. Palma Ramirez, G., Navarro Fernandez, A., Lozada Castillo, I., & Hernandez
Valdes, F. (2015). El azucar, tannociva como cualquier droga.

120. Pat Fernandez, L. A., Anguebes Franceschi, F., Pat Fernandez, J. M., Hernandez

Bahena, P., & Ramos Reyes, R. (2018). Condicion y perspectivas de la

133


https://doi.org/10.1016/j.lwt.2016.03.009

meliponicultura en comunidades mayas de la reserva de la biosfera Los Petenes,
Campeche, México. Estudios de cultura  maya, 52, 227-254.
https://doi.org/10.19130/iifl.ecm.2018.52.939

121. Pérez-Pérez, E., Rodriguez-Malaver, A., & Vit, P. (2007). Efecto de la fermentacién
postcosecha en la capacidad antioxidante de miel de Tetragonisca angustula
Latreille, 1811. BioTecnologia, 10, 14-20.

122. Pimentel, T. C., Rosset, M., de Sousa, J. M. B., de Oliveira, L. I. G., Mafaldo, I. M.,
Pintado, M. M. E., ... & Magnani, M. (2022). Stingless bee honey: An overview of
health benefits and main market challenges. Journal of Food Biochemistry, 46(3),
€13883. https://doi.org/10.1111/jfbc.13883

123. Ramly, N. S., Sujanto, I. S. R., Tang, J. Y. H., Abd Ghani, A., Alias, N., Bakar, M.
F. A., & Ngah, N. (2021). Correlation between the color lightness and sweetness of
stingless bee honey with its minerals content. Journal of Agrobiotechnology, 12(2),
88-96. https://doi.org/10.37231/jab.2021.12.2.250

124. Ramon-Sierra, J., Martinez-Guevara, J. L., Pool-Yam, L., Magana-Ortiz, D., Yam-
Puc, A., & Ortiz-Vazquez, E. (2020). Effects of phenolic and protein extracts from
Melipona beecheii honey on pathogenic strains of Escherichia coli and
Staphylococcus aureus. Food Science and Biotechnology, 29(7), 1013-1021.

125. Ramodn-Sierra, J., Peraza-Lopez, E., Rodriguez-Borges, R., Yam-Puc, A., Madera-
Santana, T., & Ortiz-Vazquez, E. (2019). Partial characterization of ethanolic extract
of Melipona beecheii propolis and in vitro evaluation of its antifungal activity. Revista
Brasileira de Farmacognosia, 29, 319-324.

126. Ramon-Sierra, J., Ruiz-Ruiz, J., & Ortiz-Vazquez, E. (2015). Electrophoresis
characterisation of protein as a method to establish the entomological origin of
stingless bee honeys. Food chem., 183, 43-8.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2015.03.015.

127. Ramos, D. A. L. (2021). La meliponicultura en Yucatan, un legado maya para

proteger. Recuperado de: https://ciatej.mx/el-ciatej/comunicacion/Noticias/La-

meliponicultura-en-Yucatan--un-legado-maya-para-proteger/198
128. Ranneh, Y., Akim, A. M., Hamid, H. A., Khazaai, H., Fadel, A., Zakaria, Z. A., &
Bakar, M. F. A. (2021). Honey and its nutritional and anti-inflammatory value. BMC

complementary medicine and therapies, 21(1), 1-17.

134


https://ciatej.mx/el-ciatej/comunicacion/Noticias/La-meliponicultura-en-Yucatan--un-legado-maya-para-proteger/198
https://ciatej.mx/el-ciatej/comunicacion/Noticias/La-meliponicultura-en-Yucatan--un-legado-maya-para-proteger/198

129. Rao, P. V., Krishnan, K. T., Salleh, N., & Gan, S. H. (2016). Biological and
therapeutic effects of honey produced by honey bees and stingless bees: a
comparative review. Revista Brasileira de Farmacognosia, 26, 657-664.

130. Razali, M. F., Mohd Fauzi, N. A., Sulaiman, A., Talip, B. A., & Rahman, A. A. (2019).
Effect of high-pressure processing on prebiotic potential of stingless bee (Kelulut)
honey: Tested upon Lactobacillus acidophilus and Lactobacillus brevis. Journal of
Food Processing and Preservation, 43(7), e13946. https://doi.org/10.1111/jfpp.13946

131. Revelle, W. R. (2017). psych: Procedures for personality and psychological
research. Research; Version = 2.1.9; Northwestern University: Evanston, IL, USA,
2021; Available online: https://CRAN.R-project.org/package=psych (accessed on 4
October 2021).

132. Rodriguez-Malaver, A. J. (2012). Antioxidant activity of pot-honey. In Pot-Honey: A
legacy of stingless bees (pp. 475-480). New York, NY: Springer New York.

133. Rosso londofio, j. M., & nates-parra, g. (2006). Meliponicultura: una actividad
generadora de ingresos Yy servicios ambientales/LEISA, Revista Agroecologia (No.
ANALI).

134. Roubik, D. W. Nest and colony characteristics of stingless bees from Panama
(Hymenoptera:  Apidae). J. Kans. Entomol. Soc. 1983, 327-355.
http://www.jstor.org/stable/25084419

135. Rozman, A. S., Hashim, N., Maringgal, B., & Abdan, K. (2022). A Comprehensive
Review of Stingless Bee Products: Phytochemical Composition and Beneficial
Properties of Honey, Propolis, and Pollen. Applied Sciences, 12(13), 6370.
https://doi.org/10.3390/app12136370

136. Ruiz-Ruiz, J. C., Matus-Basto, A. J., Acereto-Escoffié, P., & Segura-Campos, M.
R. (2017). Antioxidant and anti-inflammatory activities of phenolic compounds isolated
from Melipona beecheii honey. Food and Agricultural Immunology, 28(6), 1424-1437.
https://doi.org/10.1080/09540105.2017.1347148

137. Sanches, M. A., Pereira, A. M. S., & Serréo, J. E. (2017). Pharmacological actions
of extracts of propolis of stingless bees (Meliponini). Journal of Apicultural Research,
56(1), 50-57. https://doi.org/10.1080/00218839.2016.1260856

135



138. Sanz Paris, A., Boj Carceller, D., Melchor Lacleta, |., & Albero Gamboa, R. (2013).
Azucar y diabetes: recomendaciones internacionales. Nutricion Hospitalaria, 28, 72-
80.

139. Sarmento Silva, T. M., dos Santos, F. P., Evangelista-Rodrigues, A., Sarmento da
Silva, E. M., da Silva, G. S., & de Novais, J. S. (2013). Phenolic compounds,
melissopalynological, physicochemical analysis and antioxidant activity of jandaira
(Melipona subnitida) honey. Journal of food composition and analysis (Print), 29(1),
10-18.

140. Savijoki, K., Lietzen, N., Kankainen, M., Alatossava, T., Koskenniemi, K.,
Varmanen, P., & Nyman, T. A. (2011). Comparative proteome cataloging of
Lactobacillus rhamnosus strains GG and Lc705. Journal of proteome research, 10(8),
3460-3473.

141. Schell, K. R., Fernandes, K. E., Shanahan, E., Wilson, I., Blair, S. E., Carter, D. A.,
& Cokcetin, N. N. (2022). The potential of honey as a prebiotic food to re-engineer the
gut microbiome toward a healthy state. Frontiers in nutrition, 9, 957932.

142. Seraglio, S. K. T., Schulz, M., Brugnerotto, P., Silva, B., Gonzaga, L. V., Fett, R.,
& Costa, A. C. O. (2021). Quality, composition and health-protective properties of
citrus honey: A review. Food Research International, 143, 110268.

143. Shamala, T. R., Shri Jyothi, Y., & Saibaba, P. (2000). Stimulatory effect of honey
on multiplication of lactic acid bacteria under in vitro and in vivo conditions. Letters in
applied microbiology, 30(6), 453-455. https://doi.org/10.1046/].1472-
765x.2000.00746.x

144. Shamsudin, S., Selamat, J., Abdul Shomad, M., Ab Aziz, M. F., & Haque Akanda,

M. J. (2022). Antioxidant properties and characterization of Heterotrigona itama honey

from various botanical origins according to their polyphenol compounds. Journal of
Food Quiality, 2022(1), 2893401. https://doi.org/10.1155/2022/2893401

145. Silva, I. P., Caldas, M. J. M., Machado, C. S., Nascimento, A. S. D., Lordélo, M. S.,
Barbara, M. F. S., & Carvalho, C. A. L. D. (2021). Antioxidants activity and
physicochemical properties of honey from social bees of the Brazilian semiarid region.
Journal of Apicultural Research, 60(5), 797-806.
https://doi.org/10.1080/00218839.2020.1823671

136



146. Smetanska, I., Alharthi, S. S., & Selim, K. A. (2021). Physicochemical, antioxidant
capacity and color analysis of six honeys from different origin. Journal of King Saud
University-Science, 33(5), 101447.

147. Song, Y., Liu, Q., Munir, M., Gao, Y., He, J., Liu, L., & Qi, X. (2024). Effect of
Lacticaseibacillus rhamnosus L08 fermentation on xanthine oxidase inhibitory activity
and flavour profile of honeysuckle (Lonicera japonica thunb.). Lwt, 200, 116196.

148. Soto-Mucifio, L.E., Chiatchoua, C., & Castafieda-Gonzélez, Y. National and
international panorama of honey production in Mexico.ECORFAN Journal. 2015, 1(1),
15-33.

149. Sousa, J. M., De Souza, E. L., Marques, G., Meireles, B., de Magalhaes Cordeiro,
A. T., Gullén, B., & Magnani, M. (2016). Polyphenolic profile and antioxidant and
antibacterial activities of monofloral honeys produced by Meliponini in the Brazilian
semiarid region. Food Research International, 84, 61-68.
.https://doi.org/10.1016/j.foodres.2016.03.012

150. Souza, E. C. A, Menezes, C., & Flach, A. (2021). Stingless bee honey
(Hymenoptera, Apidae, Meliponini): A review of quality control, chemical profile, and
biological potential. Apidologie, 52(1), 113-132.

151. Tuksitha, L., Chen, Y. L. S., Chen, Y. L., Wong, K. Y., & Peng, C. C. (2018).
Antioxidant and antibacterial capacity of stingless bee honey from Borneo (Sarawak).
Journal of Asia-Pacific Entomology, 21(2), 563-570.
https://doi.org/10.1016/j.aspen.2018.03.007.

152. Valero-Cases, E., Nuncio-Jauregui, N., & Frutos, M. J. (2017). Influence of
fermentation with different lactic acid bacteria and in vitro digestion on the
biotransformation of phenolic compounds in fermented pomegranate juices. Journal
of agricultural and food chemistry, 65(31), 6488-6496.

153. Vargas-Martinez, L. |., Garcia-Alvarado, M. A., Robles-Olvera, V. J., & Hidalgo-
Morales, M. (2019). Amaranth extracts as a substrate for the growth of Lactobacillus
plantarum, a lactic acid bacterium with probiotic characteristics.Espacio I+ D,
Innovacion mas desarrollo, 8(19).

154. Vit, P., Medina, M., & Eunice Enriquez, M. (2004). Quality standards for medicinal
uses of Meliponinae honey in Guatemala, Mexico and Venezuela. Bee world, 85(1),
2-5.

137



155. Vit, P., Yu, J. Q., & Huqg, F. (2013). Use of honey in cancer prevention and therapy.
In Pot-Honey (pp. 481-493). Springer, New York, NY.

156. Wakhungu, D. A., Namikoye, E. S., & Lattorff, H. M. G. (2022). Foraging range of
an African stingless bee, Hypotrigona gribodoi (Apidae: Meliponini). African Journal
of Ecology, 60(4), 1094-1098. https://doi.org/10.1111/aje.13068

157. Wang, Y., Tashiro, Y., & Sonomoto, K. (2015). Fermentative production of lactic
acid from renewable materials: Recent achievements, prospects, and limits. Journal
of bioscience and bioengineering, 119(1), 10-18.

158. Wille, A. (1983). Biology of stingless bees. Annu. Rev. Entomol. 28(1), 41-64.
https://doi.org/10.1146/annurev.en.28.010183.000353

159. Winston, M. L. The biology of the honey bee. harvard university press. 1991.

160. Wong, P., Ling, H. S., Chung, K. C., Yau, T. M. S., & Gindi, S. R. A. (2019).
Chemical Analysis on the Honey of Heterotrigona itama and Tetrigona binghami
from Sarawak, Malaysia. Sains Malaysiana, 48(8), 1635-1642.

161. Xolalpa-Aroche, A., Hernandez-Mena, D. |., Moguel-Chin, W. I., Contreras-
Peruyero, H., Rivero-Cruz, B. E., Ortiz-Vazquez, E., & Delgado-Suarez, E. J. (2024).
Physicochemical Properties of Two Mexican Stingless Bee Honeys to Strengthen
Their Biocultural Value. Revista Brasileira de Farmacognosia, 34(5), 1129-1139.
https://doi.org/10.1007/s43450-024-00566-z

162. Ya'akob, H., Norhisham, N. F., Mohamed, M., Sadek, N., & Endrini, S. (2019).
Evaluation of physicochemical properties of trigona sp. stingless bee honey from
various districts of Johor. J. Kejuruter, 2, 59-67.https://doi.org/10.17576/jkukm-2019-
si2(1)-08

163. Yang, F., Chen, C., Ni, D, Yang, Y., Tian, J., Li, Y., & Wang, L. (2023). Effects of

fermentation on bioactivity and the composition of polyphenols contained in polyphenol-
rich foods: A review. Foods, 12(17), 3315. doi:10.3390/foods12173315

164. Ydlcel, Y., & Sultanog, P. (2013). Characterization of honeys from Hatay Region by

their physicochemical properties combined with chemometrics. Food Bioscience, 1,
16-25.

165. Zapata Bustamante, S., Tamayo Tenorio, A., & Alberto Rojano, B. (2013). Efecto

de la fermentacion sobre la actividad antioxidante de diferentes clones de cacao

colombiano. Revista Cubana de Plantas Medicinales, 18(3), 391-404.

138


https://doi.org/10.3390/foods12173315

166. Zawawi, N., Chong, P. J., Mohd Tom, N. N., Saiful Anuar, N. S., Mohammad, S.
M., Ismail, N., & Jusoh, A. Z. (2021). Establishing relationship between vitamins, total
phenolic and total flavonoid content and antioxidant activities in various honey types.
Molecules, 26(15), 4399.

167. Zehiroglu, C., & Ozturk Sarikaya, S. B. (2019). The importance of antioxidants and
place in today’s scientific and technological studies. Journal of food science and
technology, 56(11), 4757-4774. doi: 10.1007/s13197-019-03952-x

168. Zepeda, R. (2022). MELIPONICULTURA Practica milenaria. Recuperado de:
https://www.uv.mx/cienciauv/blog/meliponiculturapracticamilenaria/

169. Zhang, S., Hu, H., Wang, L., Liu, F., & Pan, S. (2018). Preparation and prebiotic
potential of pectin oligosaccharides obtained from citrus peel pectin. Food chemistry,
244, 232-237.doi: doi.org/10.1016/j.foodchem.2017.10.071

170. Zirbes, L., Nguyen, B. K., de Graaf, D. C., De Meulenaer, B., Reybroeck, W.,

Haubruge, E., & Saegerman, C. (2013). Hydroxymethylfurfural: a possible emergent
cause of honey bee mortality?. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 61(49),
11865-11870.https://doi.org/10.1021/jf403280n

139


https://www.uv.mx/cienciauv/blog/meliponiculturapracticamilenaria/

ANEXOS

antioxidants ﬁw\b\l’y

Systematic Review

The Physicochemical Parameters, Phenolic Content, and
Antioxidant Activity of Honey from Stingless Bees and
Apis mellifera: A Systematic Review and Meta-Analysis

10

’

Ana Karen Zaldivar-Ortega 1 Antonio de Jesus Cenobio-Galindo 1 Nuria Morfin 20, Gabriel Aguirre-Alvarez

Rafael G. Campos-Montiel 1* Nuria Esturau-Escofet 3, Angel Garduno-Garcia 4%

and Juan Carlos Angeles-Hernandez 5*

Instituto de Ciencias Agropecuarias, Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo, Avenida Universidad
Km. 1s5/n Exhacienda Aquetzalpa, Tulancingo 43600, Mexico; ana_saldivar@uaeh.edumx (A K.Z-0.);
antonio_cenobio@uaeh.edu.mx (A.d.].C-G.); aguirre@uaeh.edu.mx (G.A-AL);

rcampos@uaeh.edumx (R.G.C-M.)

Michael Smith Laboratories, Department of Biochemistry & Molecular Biology, The University of British
Columbia, Vancouver, BC V6T1Z4, Canada; nuriamorfin@ttp-bchpa.ca

Instituto de Quimica, Universidad Nacional Auténoma de Mexico, Ciudad de México 04510, Mexico;
nesturau@iquimica. unam.mx

Departamento de Ingenieria Mecanica Agricola, Universidad Auténoma Chapingo, Carretera
México-Texcoco, Km 38.5, Texcoco 56230, Mexico

Departamento de Medicina y Zootecnia de Rumiantes, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia,
Universidad Nacional Auténoma de México, Ciudad de México 04510, Mexico

Correspondence: agardunog@chapingo.mx (A.G.-G.); juanangeles@mvz.unam.mx (J.CA-H.);
Tel.:+52-772-106-74-38 (J.CA-H.)

This author has passed away.

*

w

processes ﬁ’ﬁ\psy

Article

Functional Characterization of Scaptotrigona mexicana Honey:
Physicochemical Properties, Antioxidant Capacity, and
a-Amylase Inhibition for Food Process Applications

Ana Karen Zaldivar-Ortega !, Nuria Morfin 20, Juan Carlos Angeles-Hernandez 3, Lucio Gonzalez-Montiel 4,
Macario Vicente-Flores 5, Gabriel Aguirre-Alvarez *( and Antonio de Jestis Cenobio-Galindo '+

Instituto de Ciencias Agropecuarias, Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo,

Tulancingo de Bravo 43600, Hidalgo, Mexico; ana_saldivar@uaeh.edu.mx

Department of Entomology, Faculty of Agricultural and Food Sciences, University of Manitoba,
Winnipeg, MB R3T 2N2, Canada; nuria. morfin@umanitoba.ca

*  Departamento de Medicina y Zootecnia de Rumiantes, Universidad Nacional Auténoma de México Ciudad
de México, Mexico City 04510, Mexico; juanangeles@fmvz.unam.mx

Instituto de Tecnologia de los Alimentos, Universidad de 1a Canada,

Teotitlin de Flores Magon 68540, Oaxaca, Mexico; luciogonzalez@unca.edu.mx

Area Agroindustrial- Alimentaria, Universidad Tecnolégica de Xicotepec de Judrez, Av. Universidad
Tecnolégica, Xicotepec de Juarez 73080, Puebla, Mexico; macario.vicenteflores@utxicotepec.edu.mx
*  Correspondence: aguirre@uaeh.edu.mx (GAA.-AA ); antonio_cenobio@uach.edumx (A.d.].C.-G.);
Tel.: +52-775-111-50-18 (A.d.].C-G.)

9

140



TR T WIGRN T W WIS TIWERTTRN

LA
x &ggmr;i? CIenCIGSE UNIVERSIDAD AUTONOMA
Soowess || Agronémicas CHAPI NGO °

LtorGga 2o

5 CONSTANCIA

a: ANA KAREN ZALDIVAR ORTEGA

Por su participacion como

PONENTE

en la modalidad Cartel del trabajo titulado

Caracterizacion fisicoquimica y nutricional de miel de Scaptotrigona mexicana del estado de Veracruz

cuyos autores son:
Ana K. Zaldivar-Ortega; Ana Figueira; Antonio J. Cenobio-Galindo; Isaac Almaraz-Buendia; Gabriel Aguirre-Alvarez;
Juan M. Vargas-Romero; Lorena Luna-Rodriguez; Rafael G. Campos-Montiel D

Chapingo, Estado de México, del 03 al 06 de octubre de 2023.

'S
Dra. R%hms

Pres ldenta

141



hur e
@i s,

Fa bsas

Ralf~ ¥

- Q¥ Belfast'24
9-11 April 2024

The British Society of Animal Science
(BSAS)

AWARD THIS CERTIFICATE OF ATTENDANCE TO
Maestra Ana Karen Zaldivar-Ortega

The British Society of Animal Science (BSAS)
Annual Conference 2024

9-11 April 2024
Belfast, Northern Ireland

-/(J.D.qu.e B /;z’?,,.fhu

Maggie Mitchell Elizabeth Magowan
Chief Executive 23-24 President
BSAS BSAS

www.bsas._org.uk/conference

142



Q/Q
Mexican Asgc,cla ion o’? od Science
THIS CERTIFICATE IS PRESENTED T0:

Fuentes-Ortiz, Zareth, Pérez-Lugo, Alejandra, Salto-Anguiano Samantha
e [1zel, del Razo-Rodriguez, Oscar Enrique, Saucedo-Licona, Ruben

Adalberto, Munoz-Be nitez, Alfonso Longinos, Mendoza-Martinez, Lmlns
Arturo, Zaldivar- Ollc;:,u Ana Karen.

IN RECOGNITION BY ORAl PRESENTATION:

Physicochemical parcmet nollc compounds and antioxidant activity of honey
from Apis mellifera ptotngono mexicana and Melipona beecheii.

at the 11th Innemational Food Science, Biotechnology and Safety
took place on November 13-15 in

PRESIDENT

143



\m

Mexican Asgt’clat n o'? od Science
THIS CERTIFICATE IS PRESENTED TO:

Zaldivar-Ortega, Ana Karen; Cenobio-Galindo, Antonio de Jests;
B Aguirre- Alvarez, Gabriel; Gonzalez-Lemus, Uriel; Morfin, Nuria;
' Angeles-Hernandez, Juan Carlos.

IN RECOGNITION BY ﬂRAI. PRESENIATIﬂN:
0P IV 32

Physicochemical parameters, phenoli nds and antioxidant activity of hon
Y from stingless and Apis mellifera bees: mwﬂ&? e and myta-analysiss. |

at the 11th International Food Science, Biotechnology and Safety
Congress Latin Food 2024 which took place on November 13-15 in

ez, Chiapas, Q&exnco

PRESIDENT

144



EAAP

European Federation of Animal Science

CERTIFICATE OF ATTENDANCE

I hereby confirm that
Ana Karen Zaldivar Ortega

attended the

Artificial Intelligence 4 Animal Science

Zurich, Switzerland

4-6 June 2025

145





