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EVALUACION DEL EFECTO ANTIOXIDANTE Y CITOPROTECTOR DE LA MIEL DE
MELIPONA BEECHEII DEL ESTADO DE CAMPECHE.

Roman Alberto Le6n Canul, M.C.

Colegio de Postgraduados, 2022
RESUMEN

El estado de Campeche alberga una diversidad de especies de abejas nativas sin
aguijon, entre ellas, Melipona beecheii, cuya miel es valorada por su importancia
sociocultural y por sus usos medicinales, como en el tratamiento de enfermedades
oculares, respiratorias, cutaneas, etc. Dichas propiedades son atribuidas al origen floral,
geografico y especie de abeja, que le otorgan a la miel caracteristicas fisicoquimicas
especificas, ademas de diversos metabolitos secundarios, entre los que encontramos
compuestos fendlicos y flavonoides. A los cuales se les atribuyen actividades biolégicas
como las: anticancerigena, cicatrizante, antimicrobiana y antioxidante. En el presente
trabajo de investigacion se colectaron 16 muestras de miel de Melipona beecheii en
cuatro regiones del estado de Campeche (sureste, noreste, oeste y norte). Se determind
el origen floral de la miel mediante analisis melisopalinolégico, se caracterizaron
fisicoquimicamente, se determind su capacidad antioxidante y se cuantificd el total de
compuestos fendlicos y flavonoides. Asimismo, se evalué su actividad citotoxica y
citoprotectora en la linea celular Vero y se identificaron los flavonoides presentes en ellas
mediante cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE). Los resultados indicaron que
las muestra MC3 monofloral de Bursera simaruba, la muestra MC7 monofloral de
Senna racemosa, la MC8 multifloral de Senna racemosa y Mimosa bahamensis y MC12
multifloral de Bursera simaruba y Lonchocarpus longistylus, fueron las mieles con mayor
coloracion, mayor contenido total de fenoles y flavonoides, capacidad antioxidante y
efecto citoprotector por region geografica. El analisis por CLAE revel6 la presencia de los
flavonoides naringina, miricetina, luteolina, quercetina, apigenina y kaempferol. Las
dieciseis muestras de miel de Melipona beecheii del estado de Campeche, México,
presentaron variacibn en su composicion fisicoquimica, efecto antioxidante vy
citoprotector; asimismo, la composicion quimica y la actividad biologica de la miel de
Melipona beecheii, fueron altamente dependientes de la region geografica de colecta y
el origen botanico.

Palabras clave: Melipona beecheii, miel, melisopalinologia, antioxidante, citoproteccion.
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ABSTRACT

The state of Campeche houses a diversity species of native stingless bee, including
Melipona beecheii, whose honey is valued for its sociocultural importance and its
medicinal uses, on the treatment of ocular, respiratory and skin diseases. These
properties can be influenced by several factors among them the geographical origin, floral
source and bee species. In addition, these factors could affect the physicochemical
characteristics, as well as the presence or absence of several secondary metabolites,
among which we find phenolic and flavonoid compounds. The phenolic and flavonoids
compounds are attributed various biological activities such as; anticancer, healing,
antimicrobial and antioxidant. In the present investigation, 16 honey samples from
Melipon beecheii were collected in four areas of the state of Campeche (southeast,
northeast, west and north), the floral origin was determined by melissopalinologycal
analysis, physicochemical characteristics, antioxidant activity, and the total phenolic and
flavonoid content were determined. Likewise, its cytotoxic and cytoprotective activity was
evaluated on the Vero cell line and flavonoids were identified by high-performance liquid
chromatography (HPLC). The result showed that, the MC3 sample was monofloral of the
Bursera simaruba, the MC7 sample was monofloral of Senna racemosa, the MC8
multifloral of Senna racemosa and Mimosa Bahamensis and MC12 multifloral of Bursera
simaruba and Lonchocarpus longistylus. These were the honey sample with greater color,
greater total phenol and flavonoid content, greater antioxidant capacity and cytoprotective
effect in relation to the geographic region. HPLC Analysis revealed the presence of the
flavonoids naringnin, mirycetina, luteolin, querce, apigenin and kaemferol. The sixteen
honey samples from Melipona beecheii of the State of Campeche, Mexico, presented
variation in its physicochemical composition, antioxidant effect and cytoprotective activity.
The results indicate that the chemical composition and the biological activity of Melipona
beecheii honey, are highly dependent on the geographical region of collection and
botanical origin.

Key words: Melipona beecheii, honey, melissopalynology, antioxidant, cytoprotection
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INTRODUCCION GENERAL

Las abejas son de gran importancia biolégica por su desempefio como polinizadores de
diversas especies vegetales, tanto de flora nativa como de cultivos de importancia
comercial (Gleiciani & Campos, 2014). A nivel mundial se registran aproximadamente
20,000 especies de abejas, de las cuales 511 especies son denominadas como abejas
sin aguijon (ASA) (Quezada-Euan, 2018). En México se reconocen 46 especies de ASA,
distribuidas en 17 géneros (Ayala, 1999). En la peninsula de Yucatan se reportan un total
de 20 especies (Ayala et al., 2013), en tanto que el estado de Campeche alberga un total
de 12 especies (Cab-Baqueiro et al., 2021). La especie de mayor importancia desde
tiempos prehispanicos es Melipona beecheii (Bennett, 1831), también conocida en la

region como “Xunaan kab” (Quezada-Euan & Alves, 2020).

La ASA M. beecheii pertenece a la tribu Meliponini y es considerada de gran importancia
entre los habitantes de la Peninsula de Yucatan (Quezada-Euan, 2018), debido a que es
la especie con mayor rendimiento de miel, y adicionalmente, se le atribuyen diversos
efectos terapéuticos sobre enfermedades del sistemas respiratorio (tos, laringitis,
sinusitis y bronquitis), digestivo (disenteria, gastritis y Ulceras), sensorial (cicatrizacion en
la piel e infecciones en la piel, ojos, oidos, boca, lengua, encias y los dientes), inmune
(diabetes) y neuroldgico (epilepsia) (Ocampo-Rosales, 2013; Cauich-Kumul et al., 2015;
Ortiz-Vazquez et al., 2016; Quezada-Etan, 2018).

Por otra parte, se ha descrito la asociacién de algunas de estas enfermedades con el
dafio ocasionado por los radicales libres (RL) a las células. Recientemente, se reportd
gue la miel de M. beecheii posee actividad antioxidante (Moo-Huchin et al., 2015; Ruiz-
Ruiz et al., 2017; Alvarez-Suarez et al., 2018; Sierra et al., 2020), es decir, que tiene la
capacidad de neutralizar o reducir la reactividad de los RL (Pyrzynska & Pekal, 2013).
Esta capacidad puede estar asociada a la presencia de fenoles y flavonoides (Alvarez-
Suarez et al., 2018; Ruiz-Ruiz et al., 2017; Sanchez-Chino et al., 2019; Martinello &
Mutinelli, 2021). En este contexto, Ruiz-Ruiz et al. (2017) mostraron que los flavonoides
en la miel de M. beecheii son capaces de proteger la membrana del eritrocito a una
concentracion de 0.42 mg mL1. En tanto que, Alvarez-Suarez et al. (2018) reportaron que

el contenido de fenoles y flavonoides en las muestras de la miel de M. beecheii se
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relaciona con su capacidad de captura de radicales libres. Entre los compuestos fendlicos
y flavonoides identificados en la miel de M. beecheii se encuentran el &cido clorogénico,
acido cafeico, quercetina, acido elagico, miricetina, catequina, luteolina, isorhamnetina,

kaempferol y apigenina (Alvarez-Suarez et al., 2018; Sierra et al., 2020).

Adicionalmente, se ha descrito que la composicidon quimica de la miel y, por lo tanto, su
actividad biologica, es altamente dependiente de diversos factores, entre ellos: el origen
botanico, la especie de himenoptero, las condiciones climéticas, el tiempo de
almacenamiento de la miel y la zona geografica (Mohammed, 2020). En este entendido,
a nivel nacional, el estado de Campeche es uno de los principales productores de miel
de M. beecheii (Pat-Fernandez et al., 2018), cuenta con tres tipos de vegetacion
predominante (selva mediana caducifolia, selva mediana subcaducifolia selva mediana
subperennifolia) (Crescencio, 2003) y con gran diversidad de recursos néctar-poliniferos.
Sin embargo, se carecen de estudios que describan las preferencias vegetales de la
especie M. beecheii para la produccion de la miel. Asimismo, no existen reportes de la
asociacion del origen boténico y geografico con la actividad antioxidante y citoprotectora
de la miel. Con estos antecedentes, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto
antioxidante y citoprotector de las muestras de miel de M. beecheii de diferentes regiones
geograficas en el estado de Campeche, para determinar su potencial como alimento
funcional. Por lo tanto, este estudio contribuira a identificar los recursos vegetales
aprovechados por M. beecheii, en diferentes regiones geograficas en el estado de
Campeche, identificar las caracteristicas fisicoquimicas de la miel, cuantificar su
contenido de compuestos fendlicos y flavonoides, identificar los flavonoides mediante
cromatografia liquida de alta eficiencia y relacionarlos con su capacidad antioxidante y
efecto citoprotector.



REVISION DE LITERATURA
Las abejas y su clasificacion

Las abejas son el grupo de insectos mas diverso, albergando aproximadamente 20,000
especies (Quezada-Euan, 2018). Las abejas se diferencian de otros insectos por su
cuerpo robusto, pelos plumosos, dos pares de alas y partes bucales succionadoras
(Arnold et al., 2018). Pertenecen a la subclase Aculeata, que hace referencia a insectos
cuyo aparato ovopositor se encuentra modificado y, en su lugar, cuenta con un aguijon
(Michener, 2000). También pertenecen al orden Himendptera (Michener, 1974), a la
super familia Apoidea (Michener, 2000), a la familia Apidae y a la subfamilia Apinae. Sus
miembros cuentan con una estructura denominada corbicula o canasta, la cual es una
cavidad desnuda de la tibia de sus patas traseras (Quezada-Euan, 2018) destinada al
transporte de polen (Michener, 1999). La subfamilia Apinae (Figura 1) cuenta con cuatro
tribus: Euglossini (abejas de las orquideas), Apini (abejas), Bombini (abejorros), y

Meliponini (abejas sin aguijén) (Michener, 2000).

Apidae
Other Apidae
Centridini Corbiculate Apinae
AN | %
Euglossini Apini Bombini Meliponini

Figura 1. Clasificacion de las abejas. Tomado de; Stingless bees of Mexico: The biology,
management and conservation of an ancient heritage (Quezada- Euan, 2018).
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La mayoria de las abejas suelen ser solitarias (aproximadamente el 95%), sin embargo,
el 5% restante son consideradas altamente sociales o eusociales (Arnold et al., 2018).
De acuerdo con Michener (1974), las abejas eusociales se distinguen por estar
constituidas por tres grupos de individuos o castas: la reina, las obreras y los zanganos
(machos). Cada casta tiene una funcién definida y desempefian un trabajo especifico en
la colonia. Ejemplos de ellas son las abejas meliferas (Apini) y las abejas sin aguijén
(ASA) (Meliponini) (Michener, 1974). Ambas tribus (Apini y Meliponini), son las principales
productoras de miel, sin embargo, no son reconocidas como parientes cercanos, ya que
la informacién biogeografica y molecular indica que dichas tribus divergieron hace

aproximadamente 100 millones de afios (Vit et al., 2013).
Abejas sin aguijon, caracteristicas, distribucion e importancia

Las abejas sin aguijon también conocidos como meliponinos pertenecen a la familia
Apidae y tribu Meliponini. Se diferencian de otras abejas, por la falta de venas
transversales submarginales y la segunda vena recurrente en el ala anterior (Michener,
2013). Este grupo de abejas carece de aguijon, poseen un peine de cerdas rigidas en el
margen interno de la corbicula. Otras caracteristicas son la ausencia de palpos maxilares,
espolones tibiales, presencia de glandulas productoras de cera en la parte dorsal del

metasoma (Quezada-Euan, 2018).

Las ASA son consideradas el grupo mas grande de abejas eusociales, con una
morfologia, héabitos de construccibn de nidos, comportamiento y ecologia
extremadamente diversa (Hrncir et al., 2016). Son abejas de tamafio pequefio a mediano
(2-13 mm de longitud), con poblaciones variables de cientos hasta 10,000 obreras.
Presentan una alta tasa de reproduccién de crias y requieren grandes cantidades de
polen para su ingesta (Ramalho et al., 1998; Roubik, 1992; Michener, 2000; Arnold et al.,
2018). Las ASA se distribuyen en la regiones tropicales y subtropicales de planeta
(Figura 2): desde Uruguay hasta la parte central de México, y desde Africa, India,
Malasia, Indonesia hasta Australia (Camargo & Pedro, 2003; de Camargo, 2013). Se han
descrito aproximadamente 500 especies de ASA divididas en 56 géneros. De este total,
400 especies han sido descritas en las regiones neotropicales, y se estima que mas de

100 especies aun esta por describirse (Michener, 2000).
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Las ASA son de gran importancia, debido al papel primordial que desempefian como
polinizadores, son los responsables de mantener el flujo genético de una gran variedad
de plantas nativas en las regiones tropicales y subtropicales del planeta (mas del 80%)
(Kwapong et al., 2018). A nivel ecoldgico y evolutivo, algunas especies vegetales han
desarrollado una simbiosis con sus polinizadores nativos, por lo que la ausencia del
polinizador podria significar la desaparicion de la especie vegetal (Roubik, 1992;
Michener, 2000). Adicionalmente, las ASA son de gran importancia en la polinizacion de
muchos cultivos de importancia comercial (Cham et al., 2019). Por lo tanto, las ASA estan

vinculadas con la seguridad alimentaria, la preservacion y riqueza de la flora nativa en

regiones tropicales y subtropicales (Vit et al., 2013; Arnold et al., 2018).

Figura 2. Distribucion de las ASA en zonas tropicales y subtropicales del mundo. Basado en
Cham et al. (2019).

Entre otras funciones, se encuentra el papel que desempefian en la cadena tréfica, donde
sirven de alimento para otras especies, o la miel almacenada que producen es utilizada
como fuente de carbohidratos por otros insectos o animales (Vit et al., 2013). Finalmente,
la miel de estas abejas representa un ingreso econémico para los pequefios productores,
ya que es una miel considerada rica en moléculas quimicas a la que se le atribuyen
diversas propiedades medicinales desde tiempos ancestrales, por lo que, es altamente
demandada y valorada en el comercio local (Quezada-Euan, 2018).



Abejas sin aguijon en México

En México se reconocen 46 especies de ASA, distribuidas en 17 géneros (Cuadro 1).
Los géneros con mayor numero de especies corresponden a Plebeia (11), Melipona (6),
Trigona (5) y Trigonisca (5) (Ayala, 1999).

Cuadro 1. Especies de abejas sin aguijon por género en México
Genero NUumero especies
Plebeia 11
Melipona
Trigona
Trigonisca
Scaptotrigona
Cephalotrigona
Partamona
Lestrimelitta
Nannotrigona
Oxytrigona
Scaura
Tetragona
Tetragonisca
Frieseomelitta
Geotrigona
Nogueirapis
Proplebeia
Total

FPRRPRPRPPRPPRPNND®WWUUCO®

IN
o

La distribucion de las ASA en México se puede dividir en tres grupos ecologicos: (I)
especies ampliamente distribuidas y asociadas con los bosques tropicales caducifolios y
perennifolios; (II) especies asociadas con el bosque tropical perennifolio; y (ll) especies
endémicas asociadas con varios tipos de bosques (Ayala et al, 2013).
De las 46 especies a nivel nacional, en la Peninsula de Yucatan se reportan un total de
20 especies (Cuadro 2), de las cuales 12 se encuentran en el estado de Campeche: M.
beecheii, Cephalotrigona zexmeniae (Cockerell, 1912), Lestrimelitta niitkib (Ayala, 1999),
Partamona bilineata (Say, 1837), Scaptotrigona pectoralis (Dalla Torre, 1896),
Nannotrigona perilampoides (Cresson, 1879), Frieseomelitta nigra (Cresson, 1879),

Trigona fulviventris (Guérin-Méneville, 1844), Trigona fuscipennis (Friese, 1900), Trigona

6



silvestriana (Vachal, 1908), Trigona corvina (Cockerell, 1913) y Plebeia frontalis (Friese,
1911) (Ayala et al., 2013; Cab-Baqueiro et al., 2021). De todas ellas, M. beecheii es la de

mayor importancia.

Cuadro 2. Abejas sin aguijon reportadas en la peninsula de Yucatan y el estado de Campeche

Especie Peninsula de Yucatan ~ Campeche (*)
Melipona beecheii Bennett * *
Melipona yucatanica * Nr
Cephalotrigona zexmeniae * *
Lestrimelitta niitkib * *
Partamona bilineata * *
Scaptotrigona pectoralis * *
Nannotrigona perilampoides * *
Frieseomelitta nigra * *
Trigona fulviventris * *
Trigona fuscipennis * *
Trigona silvestriana * *
Trigona corvina * *
Plebeia frontalis * *
Plebeia moureana * Nr
Plebeia parkeri * Nr
Plebeia pulchra * Nr
Plebeia jaitiformis * Nr
Plebeia melanica * Nr
Trigonisca maya * Nr
Trigonisca pipioli * Nr
Total 20 12

*Indica la presencia de la especie. Nr: no reportada
Melipona beecheii

En México, el género Melipona representa el 15% de las especies de ASA (Ayala et al.,
2013). En este género se encuentra M. beecheii conocida como “Xunan-Kab" en la cultura
maya, la cual se distribuye en el neotrdpico, en los paises de Costa Rica, Cuba, las
Antillas, Guatemala y México (Figura 3). En México se encuentra en la Peninsula de
Yucatan, Costa del Golfo (Tabasco, Tamaulipas y Veracruz) y Costa del Pacifico
(Chiapas, Jalisco, Nayarit, Oaxaca), en San Luis Potosi y Zacatecas (Quezada-Euan,
2018).
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Figura 3. Distribucibn de M. beecheii. Tomado de Stingless bees of México: The biology,
management and conservation of an ancient heritage (Quezada- Euén, 2018).

Entre las caracteristicas morfoldgicas de esta especie se encuentran: tegumento negro
con marcas variables amarillas, rojas o negras en las piernas; longitud del cuerpo de 9.7
a 10.7 mm; frente del escapo antenal amarillo; escudo del térax con pelo naranja y
amarillo. Cuenta con mechones laterales de densos pelos que van de un rojo a
anaranjado que genera un fuerte contraste con el resto del scutum. Se distinguen por

poseer un abdomen negro con bandas amarillas bien definidas (Quezada-Euan, 2018).

Esta abeja es de gran importancia sociocultural en la Peninsula de Yucatan y Guatemala
ya que formé parte de la cosmogonia y la mitologia en la cultura Maya (Quezada-Euan,
2018). Actualmente, existe evidencia de meliponicultura en la antigiedad y esta
corresponde con la cultura maya, datando de hace aproximadamente 1400-1900 afios.
Se han encontrado piezas arqueoldgicas, incensarios, discos de piedra para sellar
colmenas de troncos, una colmena de ceramica y, sobre todo, el codice de Madrid, en el
gue se retratan representaciones de M. beecheii por sacerdotes y dioses (Quezada-Euan
& Alves, 2020). Hasta la fecha, ninguna otra cultura confirio tal significado, dandoles

importancia medicinal, espiritual, mitolégica y cultural (Quezada-Euan, 2018). Los mayas
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utilizaban la miel de M. beecheii para acelerar la curacién de heridas, quemaduras, la
reduccion y curacion de cataratas, pterigion ocular y conjuntivitis. Actualmente, las
comunidades mayas utilizan la miel para el tratamiento de enfermedades como laringitis,
sinusitis, fiebre tifoidea, bronquitis, tos e infecciones bacterianas (Ortiz-Vazquez et al.,
2016).

Habitos de Melipona beecheii

El nido en M. beecheii es fundamental ya que alli se desarrollan, se alimentan y se
reproducen (Roubik, 2006). En general, el espacio requerido para anidar es en funcion
del tamafio de la colonia. M. beecheii habita preferentemente en selvas tropicales
virgenes, pueden anidar en troncos y tallos de arboles, pero igual en espacios alternativos
como rocas o edificios, lo que les permite anidar en areas comparativamente menos
conservadas (Quezada-Euan, 2018). El material basico para la elaboracion del nido es el
cerumen, el cual proviene de la mezcla de cera que ellas mismas producen en sus
glandulas abdominales dorsales y resinas recolectadas de varias plantas. Una capa de
cerumen solido mezclado con propodleo (a veces también mezclado con barro) conocida
como betldn, se usa para cubrir el interior del nido (Quezada-Euan, 2018). El betin se
utiliza para alinear la cavidad y aislar el nido de los cambios de temperatura. También
construyen estructuras de cerumen llamadas macetas o tarros donde almacenan la miel
y el polen (Roubik, 2006). El polen y la miel se almacenan por separado, lo que significa
que hay tarros de polen y de miel, que suelen ser de tamafio similar y estan
entremezcladas (Roubik, 2006).

El area de cria es la seccion del nido que contiene las celdas construidas con cerumen
con individuos en desarrollo. Los obreros recién eclosionados y la reina, se encuentran
con mayor frecuencia en el area de cria (Quezada-Euan, 2018). Como todos los
himendpteros, M. beecheii es holometabola, es decir, tiene cinco etapas principales en el
desarrollo ontogenético: huevo, larva, pre pupa, pupa y adulto o imago (Savard et al.,
2006). El tiempo total para el desarrollo depende de la casta; el de las obreras es de 53
+ 1 dias, las reinas con 51 *+ 1 dias y los zdnganos con 53.5 + 1 dias (Quezada-Euan,
2018). Cuando emerge el adulto, los trabajadores retiran los restos del capullo para la

limpieza del nido (Quezada-Euan, 2018). M. beecheii, crea vertederos de desechos
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temporales que se pueden distribuir en diferentes partes del nido y eventualmente
algunos trabajadores especializados los retiran de la colonia (Medina-Medina et al.,
2014).

La miel y su composicion quimica

La miel se puede definir como como un producto natural producido por las abejas a partir
del néctar y el polen de las plantas que recolectan y transforman mediante sus
secreciones enziméticas (Ahmed et al., 2018), que depositan, deshidratan, almacenan
para su maduracion (Codex alimentarius, 2003). En su composicion quimica se han
descrito aproximadamente 181 compuestos entre ellos: azlcares, proteinas, minerales,
enzimas, siendo los carbohidratos (60-85%) y agua (12-23%) sus principales
componentes (Ahmed et al., 2018). Ademas, de la fructosa y la glucosa, otros disacéridos
identificados incluyen maltosa, sacarosa, maltulosa, turanosa, isomaltosa, laminaribiosa,
nigerosa, kojibiosa, gentiobiosa y B-trehalosa. Los trisacaridos incluyen maltotriosa,
erlosa, melecitosa, centosa 3-a5, isomaltosilglucosa, I-kestosa, isomaltotriosa, panosa,
isopanosa y teandrosa (Rahman et al.,, 2013). También, posee vitaminas como
riboflavina, niacina, &cido fdlico, acido pantoténico, vitamina B6 y &cido ascorbico.
Diferentes oligoelementos como; cobre calcio, hierro, zinc, potasio, fésforo, magnesio,
selenio, cromo y manganeso. Las enzimas presentes en la miel son glucosa oxidasa,
sacarosa diastasa, catalasa y fosfatasa acida (De-Melo et al., 2018). Entre los acidos
organicos reportados estan: el 4cido acético, butirico, citrico, succinico, lactico, malico y
gluconico (Atrouse et al.,, 2004). Otro grupo de compuestos importantes son los
compuestos fendlicos y flavonoides (Ahmed et al., 2018). Estos compuestos se
encuentran en cantidades diferentes dependiendo de la vegetacion de la cual las abejas

colecten el néctar y el polen (Ball, 2007).

Fenoles y flavonoides en la miel de abejas sin aguijon

De las aproximadamente 200,000 especies de plantas, se han identificado
aproximadamente 8,000 metabolitos de tipo fenol y flavonoide (Pereira et al., 2009). En
las plantas estos compuestos tienen diversas funciones, como mecanismos de defensa,

atraccion de polinizadores, proteccion UV etc. (Piasecka et al., 2015). Recientemente, se
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ha generado gran interés en la comunidad cientifica por las diferentes actividades
biolégicas que se les atribuyen, como la actividad antimicrobiana, anticancerigena y
antioxidante (Panzella et al., 2020). La estructura caracteristica de dichos compuestos,
consta de un anillo aromatico, los cuales contienen grupos hidroxilos libres o conjugados,
sus rutas de biosintesis son la ruta del shikimato y del acetato (Santos-Sanchez et al.,
2019). La estructura quimica basica del flavonoide es un esqueleto de difenil propano,
gue contiene quince atomos de carbono (C6-C3-C6) en su nucleo primario: dos anillos
de seis miembros unidos con una unidad de tres carbonos que puede o no ser parte de
un tercer anillo, y poseen un tercer anillo de pireno que contiene oxigeno heterociclico
(Karak, 2019).

Estos compuestos se encuentran en una gran variedad de alimentos incluida la miel. Se
ha reportado que la miel puede prevenir la oxidacion de diversos alimentos como frutas,
verduras y carnes, siendo los compuestos fendlicos (acido gélico, acido ferulico, acido
elagico, acido sinrigico, acido vanilico y acido cafeico) y flavonoides (kaempferol,
qguercetina, crisina, pinobanksina, luteolina, apigenina, pinocembrina, genisteina,
hesperetina) los principales responsables del efecto antioxidante (Ahmed et al., 2018).
Por lo cual, la miel es considerada una fuente rica de antioxidantes (Alvarez-Suarez et
al., 2018; Souza et al., 2021).

En la miel de las ASA se han reportado compuestos tipo fendlicos y flavonoides. Un
estudio realizado en muestras de miel de Melipona seminigra subsp. merrillae (Cockerell,
1920) colectada al noreste de Brasil, se reporto la presencia de 14 compuestos fendlicos
(Acido 3,4-dihidroxibenzoico, acido 4-hidroxibenzoico, acido vainilico, acido salicilico,
acido siringico, acido cumarico, acido cinamico, catecol, acido trans, trans-abscisico,

acido cis, trans-abscisico, taxifolina, naringenina y luteolina) (da Silva et al., 2013).

En Paraiba, Brasil, el andlisis de las muestras de miel de Melipona subnitida (Ducke,
1911) se detectd la presencia de los flavonoides y fenoles naringenina, quercetina e
isorhamnetina, acido galico, vainilico, 3,4-dihidroxibenzoico, cumarico y acido abscisico
(trans, trans y cis-trans) (da Silva et al., 2013). Por su parte, Biluca et al. (2016) analizaron

la composicion quimica de trece muestras de miel de diferentes especies de ASA en el
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sur de Brasil; Melipona bicolor (Lepeletier, 1836), Melipona marginata (Lepeletier, 1836),
Melipona quadrifasciata (Lepeletier, 1836), Melipona rufiventris mondory (Lepeletier,
1836), Melipona scutellaris (Latreille, 1811), Scaptotrigona bipunctata (Lepeletier, 1836),
Tetragona clavipes (Fabricius, 1804) y Tetragonisca angustula angustula (Latreille, 1811),
y se logré identificar la presencia de 26 compuestos fendlicos, 9 flavonoides, una
cumarina y dos diterpenos. Los principales compuestos fendlicos fueron acido cafeico,
acido clorogénico, acido rosmarinico, acido p-cumarico, acido mandeélico, acido salicilico,
aromadendrina, carnosol, eriodictyol, isoquercetrina, naringina, siringaldehido,

sinapaldehido, taxifolina, vainillina y umbeliferona.

En la miel de la abeja sin aguijon M. beecheii, Ruiz-Ruiz et al. (2017), observaron la
presencia de 11 compuestos fendlicos y cinco flavonoides en muestras de Mani, Yucatan.
Mas recientemente, Alvarez-Suarez et al. (2018) (Cuadro 3).

Lograron identificar 19 compuestos fenoles y flavonoides a partir de muestras de miel de
M. beecheii colectadas en Cuba De igual manera, estos autores encontraron la presencia
de carotenoides, proteinas, acido folico, vitamina C y aminoacidos libres en la miel de M.
beecheii. Por su parte, Sierra et al. (2020) mencionan la presencia de tres fenoles y cuatro

flavonoides en la miel de M. beecheii en Mani, Yucatan (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Compuestos fendlicos identificados en miel de M. beecheii.

fCorppuesto Flavonoide Autor
enolico
AC|dp dihidro C-pentosil-C-hexosil-apigenina
cafeico
Acido cumarico Isbmero de C-pentosil-C-hexosil-apigenina
Isbmero de C-pentosil-C-hexosil-apigenina
Isbmero de C-pentosil-C-hexosil-apigenina
Deoxihexosil hexésido de quercetina
Trihexosido de apigenina
Kaempferol desoxihexosil hexdsido
Alvarez-Suarez
Isorhamnetina desoxihexosil hexdsido et al., 2018
Quercetina
Luteolina
Isorhamnetin
Quercetina bis-metilada
Apigenina
Kaempferol
Metil luteolina
Metil quercetina
CD
Acido clorogénico  Apigenina Sierra etal., 2020
Acido cafeico Quercetina
Acido elagico Miricetina
Catequina

CD: Compuesto desconocido
Factores que influyen en la composicion fisica 'y quimica de la miel de las abejas
sin aguijon

La composicion fisica y quimica de la miel esta relacionada con diferentes factores como:
el origen boténico, ubicacion geografica, estacionalidad de la colecta, la especie, nutricién

y estado de salud de las abejas (Mohammed et al., 2020).
Origen geogréafico y botanico

Cada area o0 zona geografica se caracteriza por condiciones climaticas que favoreceran
el crecimiento de especies vegetales especificas, sin embargo, en cada area también se

pueden generar microambientes que afectan directamente a las especies vegetales y
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animales (Mohammed et al., 2020). El origen botanico se considera el factor mas
importante que influye en las caracteristicas fisicoquimicas de la miel, ya que el polen, el
néctar y las secreciones de las plantas, tienen caracteristicas fisicas y quimicas
especificas (Mohammed et al., 2020) y, por lo tanto, est4 directamente relacionado con
su contenido de compuestos bioactivos y en su actividad antioxidante y bioldgica
(Shamsudin et al., 2019).

En Brasil, la miel de la abeja M. seminigra merrillae fue caracterizada palinolégicamente
en siete municipios distribuidos en la region centro y sur de la Amazonia brasilefia. La
miel del centro, presentd un origen monofloral representado por el género Clidemia sp.
(Melastomataceae) con una frecuencia de 90.96%. De igual manera, las muestras del
sur, fueron catalogadas con un origen monofloral representado por el género Myrcia sp.
(Myrtaceae) con una frecuencia de 77.60%. Estas muestras mostraron un contenido total
de fenoles (CTF) de 66 y 64 mg equivalentes de acido galico/100g miel (mgGAE/100 g
de miel), respectivamente (da Silva et al., 2013).

En Paraiba, Brasil, se analizaron nueve muestras de miel de M. subnitida colectada en
dos sitios. En el primer sitio, las muetras fueron catalogadas como monoflorales con una
dominancia de la especie Mimosa caesalpiniifolia (Benth.) con 95.61% y CTF de 95.7
mMgGAE/100g de miel. En el segundo sitio, las muestras resultaron ser multiflorales con
una dominancia de la especie Chamaecrista sp. (35.17%) y Mimosa tenuiflora (Willd.)
Poir con (20.50%), y un CTF de 166.1 mgGAE/100 g de miel (da Silva et al., 2013).

Por otra parte, Selvaraju et al. (2019), compararon la compaosicion palinoldgica, contenido
de fenoles y actividad antioxidante de las muestras de miel de: Apis mellifera (Linnaeus,
1758) (n=6) y dos especies de ASA: Geniotrigona thoracica (Smith, 1857) (n=3) y
Heterotrigona itama (Cockerell, 1918) (n=6); colectadas en seis diferentes estados de la
costa oeste de Malasia. Los resultados mostraron que todas las muestras de A. mellifera
fueron multiflorales, mientras que, para G. thoracica dos fueron multiflorales y una
monofloral. Para H. itama tres fueron multiflorales y tres monoflorales, predominando la
especie Jacaranda obtusifolia (Humb. & Bonpl. 1808) en un 75%. Asi mismo, las
muestras de H. itama, fueron las que presentaron el mayor CTF 114.3 mgGAE/100 g de

miel, mayor CTFv 13.68 mg catequina (CE)/100g miel y mayor porcentaje de captura de
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radicales libres 67.66%. Finalmente, estos autores concluyeron que el origen geografico
y boténico, afectan la composicion quimica y actividad antioxidante de la miel.

Composicion fisicoquimica

La composicion de la miel de las ASA es diferente a la de A. mellifera (Souza et al., 2021).
Entre las caracteristicas fisicoquimicas que se analizan como referencia, para ser usadas
como estandares de calidad en la miel, se encuentran: la humedad, el contenido de

sélidos solubles totales (SST), el color y el pH.
Humedad

La humedad de la miel, es altamente dependiente de las condiciones ambientales
durante la cosecha y almacenamiento. Las ASA presentan un mayor contenido de agua
relacionado con la naturaleza de las regiones geogréaficas donde se encuentran (Nordin
et al., 2018). La humedad en la miel se expresa en miligramos por cada 100 g de miel y,
generalmente, se determina con un refractometro. El método con refractdmetro se basa
en la correlacion directa entre el indice de refraccion y el contenido de sustancia seca de

la miel, lo que permite calcular el porcentaje de agua (Scripca & Amariei, 2018).

El umbral establecido de humedad para considerar una miel de buena calidad en A.
mellifera es de 20 g/100 g (SADER, 2020). En la miel de ASA dicho umbral puede ser
mucho mas alto (Vit et al.,, 2004). Por ejemplo, Nordin et al. (2018) detectaron un
contenido de humedad de 45.8 g/100 g en la miel de la ASA Partamona epiphytophila.
Por otro lado, también se pueden encontrar valores por debajo a lo establecido en A.
mellifera, como Issaro et al. (2013) que detectaron un valor de humedad de 13.26 g/100

g en la miel de la ASA Trigona sp.

Por otro lado, la humedad en la miel también puede ser medida por su alto grado de
viscosidad, el cual esta relacionado con el contenido de agua y es expresado en
porcentaje (Alvarez-Suarez et al., 2018). En la miel de la ASA M. subnitida se encontro
una humedad del 27.2% (de Sousa et al.,, 2016), en tanto que en, M. beecheii se

encontraron valores de 27.2% y 23.2% (Moo-Huchin et al., 2015; Alvarez-Suarez et al.,
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2018) (Cuadro 4). Por lo tanto, los valores de humedad encontrada en la miel de las ASA

son diferentes en comparacion con A. mellifera.
Solidos solubles totales

Los sélidos solubles totales en la miel incluyen azucares, acidos organicos y minerales.
El valor de este parametro revela la relacion entre el contenido de agua y azucar (Biluca
et al., 2016). En general, el valor de sélidos solubles en la miel de las ASA es menor en
comparacion con la miel de A. mellifera, debido a que la miel de las ASA presenta un
mayor contenido de agua y menor contenido de azucares (Nordin et al., 2018). Biluca et
al. (2016) observaron en M. bicolor y M. scutellaris valores de SST de 64.5 y 75.8 Brix,
respectivamente, mientras que en A. mellifera valores de 78.77 y 316.92 Brix. Por otro
lado, en la ASA M. subnitida se encontr6é 71.1 Brix (de Sousa et al., 2016), y para M.
beecheii se reportd 75.1 Brix (Moo-Huchin et al., 2015) (Cuadro 4).

Color

En funcion de la escala Pfund (mm), la miel se puede clasificar en los siguientes colores:
blanco agua (0-8 mm), extra blanco (8-17mm), blanco (17-34 mm), &mbar extra claro (34-
50 mm), &mbar claro (50-84 mm), &mbar (85-114 mm) y ambar oscuro (mayores de 114
mm) (SADER, 2020). Esta escala es ampliamente aceptada y avalada por el
departamento de agricultura de los Estados Unidos de Norteamérica (USDA, por sus
siglas en inglés). La coloracion de la miel en las ASA es muy variable ya que esta
relacionada con: el contenido mineral y de polen, origen geogréfico y botanico, ademas,
de las practicas de manejo y produccion (Nordin et al., 2018).

Segun, Alvarez-Suarez et al. (2018) registraron un valor de 37.35 mm Pfund en la miel
de A. mellifera. Por otro lado, para M. subnitida se reporto un valor de 25.6 mm Pfund (de
Sousa et al., 2016). En la miel de M. beecheii Mo o-Huchin et al. (2015) y Alvarez-Suarez

et al. (2018) registraron valores de 69.9 y 41.65 mm Pfund, respectivamente (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Composicion fisicoquimica de la miel de M. beecheii

Alvarez- Alvarez-
Suarez et al., de Sousa et Moo-Huchin et Suarez et
Autor 2018 al., 2016 al., 2015 al., 2018
Especie Am Ms Mb Mb
Parametros
fisicoquimicos
pH 476 £0.41 3.10£0.20 3.07+0.20 3.20+0.21
Humedad (%) 16.74 £+0.38 27.20+0.20 23.20+10 28.62 £ 3.20
Solidos solubles g/100 g 71.10+0.20 75.10+1.00
Color (mm Pfund) 37.35+6.52 25.60+0.02 60.90 +26.80 41.65 + 7.68

Am (A. mellifera); Ms (M. subnitida); Mb (M. beecheii).

pH

El pH se basa en la titulacién potenciométrica del contenido de iones de hidrogeno, este
parametro influye en la textura de la miel, la estabilidad y la vida atil (SADER, 2020). En
general, las mieles de ASA tienden a ser &cidas (Souza et al., 2021). Marchini et al. (1998)
reportaron un valor de pH en la miel de M. scutellaris de 3.15, en tanto, que Carvalho et
al. (2009) mostraron un valor de 6.64 en miel de M. quadrifasciata, ambas de Brasil. En
la miel de M. beecheii Moo-Huchin et al. (2015) y Alvarez-Suarez et al. (2018) reportan

los valores 3.07 y 3.2, respectivamente (Cuadro 4).
Especie de himendptero

La composicion de la miel varia en relacidn a la especie de abeja, esto es a razén de que
cada tipo de abeja agrega a la miel compuestos especificos como: enzimas, vitaminas,
minerales, azucares, microorganismos etc. (Ahmed et al., 2018). Por lo tanto, dichos
compuestos pueden cambiar la composicion de la miel bajo ciertos factores, como son,
el tiempo y condiciones de almacenamiento, que, aunque la miel puede ser almacenada
por largo tiempo, esta puede sufrir ciertos cambios generados por procesos quimicos y
bioquimicos como son la fermentacion, oxidacion y deshidratacion de azucares. Algunos
de ellos dan lugar a la formacion de compuestos como el 5-hidroximetilfurfural (5-HMF),
el cual modifica las propiedades sensoriales y reducen la calidad de la miel (Santos-
Buelga et al., 2017).

17



Con respecto a ello, uno de los constituyentes de la miel que pueden variar dependiendo
del tipo de abeja, es el contenido de compuestos fendlicos y flavonoides. La investigacion
de Sousa et al. (2016) en muestras de miel de las ASA M. subnitida y M. scutellaris
registro un CTF de 1.3-126 mgGAE/100 g de miel y 1.9-4.3 mg de quercetina por 100 g
de miel (mgQE/100 g de miel), respectivamente. Por otro lado, Nweze et al. (2017)
determinaron el contenido de compuestos fendlicos y flavonoides en la miel de las abejas
A. mellifera, Hypotrigona sp. y Melipona sp. Estos autores encontraron un mayor
contenido de flavonoides y un menor contenido de compuestos fendlicos en la miel de

Melipona sp. en comparacion con la miel de las otras dos abejas (Nweze et al., 2017).

En Brasil, Avila et al. (2019) analizaron el contenido de compuestos fenélicos de mieles
de las ASA M. bicolor, M. guadrifasciata, M. marginata y Scaptotrigona bipunctata
(Lepeletier, 1836) y cuantificaron valores de CTF de 708.13, 414.08, 585.34 y 661.14
MgGAE/Kg de miel, respectivamente. Este estudio evidencié que dependiendo de la

especie de abeja de procedencia varia la composicion quimica de la miel.
Melisopalinologia y su importancia para el andlisis floral

La palinologia, es una ciencia que se dedica al estudio de los espectros polinicos en
diferentes tipos de muestras, que pueden ser sedimentarias, aéreas, contenidas en la
miel, etc. (Halbritter, 2018). En ella se compilan una serie de técnicas y metodologias que
permiten generar conocimiento acerca de la diversidad morfolégica del polen, asi como
la constancia de dichos caracteres dentro de los taxones (Saenz de Rivas, 1978). Por lo
tanto, la palinologia analiza los caracteres taxondmicos especificos para las especies
vegetales que permiten identificar el origen botanico al que pertenecen (Wodehouse,
1935; Erdtman, 1952; Saenz de Rivas, 1978).

Por otro lado, las mieles tienen caracteristicas muy particulares en cuanto a color, olor,
grado de viscosidad y actividad biol6gica, dependiendo del origen vegetal del que se
colectd el néctar y el polen para su elaboracién (Barth, 1989). Para conocer el origen
vegetal de una miel, se estudia el polen que contiene, ya que, aunque las abejas digieren
y transforman el néctar y el polen de las plantas, la capa de la exina compuesta por
esporopolenina queda intacta (Erdtman, 1952; Halbritter et al., 2018). En dicha capa se
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encuentran las estructuras y caracteristicas morfolégicas que se emplean para identificar
la especie botanica a la que pertenecen los granos de polen, y por ende el recurso floral
empleado por la abeja para la elaboracion de la miel (Saenz de Rivas, 1978). Por lo tanto,
la melisopalinologia, es la rama de la palinologia encargada de la identificacion del polen
presente en las mieles (Barth, 1989). Asimismo, permite determinar el origen vegetal en
relacion a los recuentos totales de polen en las muestras. Este método identifica y cuenta
los poélenes en grupos de 100 de acuerdo con los cinco segmentos equidistantes,

paralelos al borde superior e inferior del cubreobjetos (Von Der Ohe et al., 2004).
Estudios melisopalinolégicos en muestras de miel de Melipona beecheii

Al igual que el resto de curcubilados, M. beecheii es una especie que se alimenta de
néctar y utiliza el polen de las plantas como fuente de proteinas (Michener, 1999). El
polen es la principal fuente de proteinas, sustancias grasas, minerales y vitaminas, y es
esencial para el crecimiento de las larvas y abejas adultas jévenes. La crianza de una
abeja obrera desde la eclosion hasta la adultez requiere aproximadamente 120 a 145 mg
de polen (Jones & Bryant, 2004). M. beecheii tiene preferencia por la vegetacién madura
y poco perturbada. Los hébitos alimenticios de esta ASA han cambiado con la
introduccién de la abeja africanizada, para evitar competencia (Villanueva-Gutiérrez et
al., 2015).

Los estudios melisopalinoldgicos especificos para la miel de M. beecheii han tenido su
auge en los ultimos afios, gracias al interés creciente que se ha tenido en esta especie
de abeja sin aguijén. Leal-Ramos & Ledn-Sanchez (2013) registraron en Pinar del rio,
Cuba, los tipos polinicos Mimosa pudica L., Mimosa pigra L. y Bidens pilosa L., como
dominantes en la miel de M. beecheii. Otro estrudio realizado en Cuba, reporté a Mimosa
pudica, Mimosa pigra, Bidens pilosa y Psidium guajava L., como las especies dominantes
en la miel de M. beecheii (Alvarez-Suarez et al., 2018). Esto indica que M. beecheii
presenta cierto grado de preferencia hacia familias botanicas en funcion de la zona

geografica.

En México, por su parte Sanchez-Chino et al. (2019) observaron a la miel de M. beecheii

proveniente de Tabasco como monofloral, con una alta dominancia del género Eugenia
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sp. (72.8%). Asimismo, se encontraron otras especies vegetales como Lonchocarpus sp.
(5.9%), Mimosa pudica (4.3%) y Zizipus sp (2.3%). En Soconusco, Chiapas, el analisis
de la miel de M. beecheii en el 2016 determin6 que las especies predominantes fueron
Euphorbia, Miconia y Euphorbia heterophyla L. (Lopez-Roblero et al., 2021).

En la Peninsula de Yucatan, Villanueva-Gutiérrez et al. (2018) observaron la presencia
de Senna sp. Solanum sp. Bursera simaruba (L.) Sarg., Gliricidia sepium (Jacg.) Kunth,
y Metopium brownei (Jacq.) Urb. como las especies vegetales mas frecuentes
encontradas en la miel de M. beecheii en el estado de Quintana Roo. En el estado de
Campeche, en un estudio melisopalinoldgico realizado a la miel de M. beecheii, se
encontraron un total de 11 especies vegetales, sin embargo, las mieles mostraron ser
monoflorales con una predominancia del 60% de la especie vegetal Solanum
verbascifolium Banks. Otras especies representativas encontradas en este estudio
fueron Physalis pubescens L. y Solanum lanceolatum Cav. (Ramirez-Arriaga et al., 2018).

La recopilacion de los tipos polinicos encontrados en la miel M. beecheii indica que las
principales familias visitadas corresponden a Fabaceae, Euphorbiaceae, Myrtaceae y
Solanaceae. Asimismo, se reportan un gran numero de especies vegetales, sin embargo,
aunque se encuentran otros tipos polinicos, estos suelen representar menos del 1% del
contenido total, como es el caso de Nissolia fruticosa Jacg. y la mayoria de especies
reportadas (Ramirez-Arriaga et al.,, 2018) (Cuadro 5). En general las mieles de M.
beecheii son monoflorales y multiflorales por lo que es necesario mantener un habitat que
brinde &reas de nidificacion y la conservacion de varias especies vegetales, para tener
asi una variacion en su miel (Lépez-Roblero et al., 2021).
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Cuadro 5. Tipos polinicos reportadas en M. beecheii.

Taxon Taxon Taxon

Acanthaceae Fabaceae Passifloraceae

Justicia campechiana Acacia sp. Passiflora foetida
Bauhinia sp.

Amaranthaceae Caesalpinia sp. Primulaceae

Alternanthera ramosissima  Cassia sp. Bonellia macrocarpa

Dysphania ambrosioides

Anacardiaceae
Mangifera indica
Metopium brownei

Arecaceae
Chamaedorea seifrizii
Roystonea regia
Thrinax radiata

Asteraceae
Bidens pilosa
Viguiera dentata

Begoniaceae
Begonia guadiensis
Begonia patula

Brassicaceae
Brassicasp.

Bixaceae
Cochlospermum vitifolium

Bignoniaceae
Arrabidaea sp

. Buddleia
Scrophulariaceae

Burseraceae
Bursera simaruba
Bursera sp

Cercidium praecox
Chamaecrista nictitans
Desmodium incanum
Gliricidia sepium
Leucaena leucocephala
Lonchocarpus punctatus
Lonchocarpus rugosus
Lonchocarpus sp.
Mimosa bahamensis
Mimosa pigra

Mimosa pudica

Mimosa sp.

Nissolia fructicosa
Piscidia piscipula
Senna pallida

Senna racemosa
Senna sp.

Lamiaceae
Salvia officinalis

Lauraceae
Persea americana

Malpighiaceae
Byrsonima bucidifolia

Malvaceae

Ceiba pentandra
Corchorus siliquosus
Euphorbia schlechtendalii
Gymnanthes lucida
Pseudobombax ellipticum

Picramniaceae
Alvaradoa amorphoides

Polygonaceae
Coccoloba spicata
Coccoloba sp .
Gymnopodium floribundum

Rhamnaceae
Zizipus sp.

Rutaceae
Citrus sinensis

Salicaceae
Casearia emarginata

Sapindaceae
Cupania glabra
Serjania racemosa
Serjania yucatanensis
Thouinia canescens

Sapotaceae
Chrysophyllum cainito
Chrysophyllum mexicanum
Pouteria reticulata

Pouteria sp.
Sideroxylon obtusifolium

Solanaceae

Cestrum nocturnum
Lycopersicum esculentum
Physalis pubescens
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Taxoén Taxoén Taxon

Cucurbitaceae Melastomataceae Solanaceae
Cucurbita argyrosperma Miconia sp. Solanum americanum
Cucurbita pepo Melastomataceae Solanum lanceifolium
Solanum lanceolatum
Euphorbiaceae Moraceae Solanum sp.
Bernardia interrupta Artocarpus altilis Solanum torvum
Croton sp. Solanum tuerckheimii
Euphorbia sp. Muntingiaceae Solanum verbascifolium
Hevea brasiliensis Muntingia calabura
Myrtaceae Scrophulariaceae
Eugenia axillaris Russelia campechiana
Eugenia buxifolia
Eugenia sp. Verbenaceae
Myrcianthes fragrans Havardia albicans
Psidium guajava Lantana velutina

Psidium sartorianum

Autores: Leal-Ramos & Ledn-Sanchez, 2013; Alvarez-Suarez et al., 2018; Villanueva-Gutiérrez et al., 2018;
Ramirez-Arriaga et al., 2018; Sanchez-Chino et al., 2019; Lépez-Roblero et al., 2021.

Radicales libres y su asociacion con enfermedades

Los radicales libres (RL) son moléculas de bajo peso molecular altamente inestables con
al menos un electrén desapareado en su Orbita externa, entre los que se encuentran: el
radical hidroxilo (OH°), radical peroxilo (RO°), anion superéxido (O2%), perdxido de
hidrégeno (H202) y el acido hipocloroso (HOCI). Los RL se generan en la mayoria de los
organismos vivos, como parte del metabolismo del oxigeno (Huberman, 1996). En
condiciones fisiologicas normales cumplen diversas funciones como: mediadores de
sefalizacion celular, agentes antimicrobianos (estallido respiratorio) y mediadores de la
inflamacion. Bajo estas condiciones el balance entre la produccién y uso de los RL es
regulado por el sistema de defensa antioxidante (Valko et al., 2007; Griffiths et al., 2011).
Sin embargo, cuando el nivel de agentes oxidantes excede el nivel de defensa
antioxidante se desarrolla un proceso conocido como estrés oxidativo (EO), el cual
conduce al dafio de diversas biomoléculas en la célula. En este entendido, el dafio
ocasionado al acido desoxirribonucleico (ADN), conduce a cambios en su estructura
generando mutaciones, en tanto que, la reaccion con grupos tioles de las proteinas

ocasiona alteraciones en la funcionalidad de numerosas enzimas, mientras que, Su
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accion sobre las membranas lipidicas (acidos grasos insaturados), conduce a la
peroxidacién de las mismas (Xie et al., 2016). Finalmente, todo este proceso nocivo
ocasiona dafio a diversos tejidos, el cual desencadena el desarrollo de enfermedades
asociadas a EO como: Alzheimer (Du et al., 2018), diabetes (Pennathur & Heinecke,
2004), fibrosis hepdtica, cirrosis, entre otras (Loza et al.,, 2003; Galicia-Moreno &
Gutiérrez-Reyes, 2014). En este contexto diversos autores (Sandstrom et al., 1994;
Mittler, 2002; Birben et al., 2012) han descrito que los agentes antioxidantes pueden
proteger a las células de la oxidacion y de esta manera prevenir o revertir el dafo

ocasionado por el EO.
El sistema de defensa antioxidante

Un antioxidante es una molécula o enzima con la capacidad de neutralizar la accion de
un agente oxidante (Avello & Suwaslsky 2006), y de esta manera evitar su efecto nocivo
en las células (Pifia-Garza, 1996; Venero, 2002). En este entendido, se han descrito dos
mecanismos de defensa antioxidante, el primero involucra la participacion de enzimas

propias de la célula y el segundo moléculas quimicas obtenidas de fuente alimenticias.
El sistema de defensa antioxidante de tipo enzimatico

El sistema de defensa antioxidante enzimético involucra la accion de las enzimas
superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GPx). La SOD tiene
como funcion principal catalizar la dismutacion del superéxido en oxigeno y peréxido de
hidrégeno, la CAT es la encargada de catalizar la descomposicion del peréxido de
hidrogeno (H202) en oxigeno y agua, mientras que la GPx se encarga de catalizar la
oxidacion del glutation reducido (L-y-glutamil-Lcistenil-glicina; GSH) generando glutation
oxidado (GSH) (McCord & Fridovich 1969; Matés et al., 1999; Matés, 2000; Cao et al.,
2003; Valko et al., 2007).

El sistema de defensa antioxidante de tipo no enzimatico

Dentro de este grupo se incluyen diversas moléculas quimicas, las cual son obtenidas
mediante el consumo de productos derivados fuentes naturales, principalmente del reino

vegetal; entre los que se incluyen: la vitamina C, el glutation, los fenoles y flavonoides,
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entre otros. En este contexto, se ha descrito que el L-acido ascérbico o vitamina C,
funciona como un agente reductor de diversos RL (H202, Oz, OH° e hidroperdxidos
lipidicos) principalmente en el citosol, sin la necesidad de catalisis enziméatica, mientras
gue en las membranas celulares, se ha descrito que el acido ascorbico las protege del
estrés oxidativo de manera indirecta, reduciendo al radical a-tocoferol a a-tocoferol
(Meister, 1994; May, 1999). Mientras que el glutation (GSH), un tripéptido (Glu-Cis-Gli),
actlia como un captador de radicales libre como el 1 O2, Oz y HO?°, el cual forma un
radical tiil que reacciona con una molécula de glutation oxidada, formando un compuesto
denominado glutation disulfuré (GSSG), este a su vez puede retornar a su forma oxidada
(GSH), mediante la accion de la enzima glutation reductasa (GR) y, de esta manera,
continuar con su actividad antioxidante. En tanto que, los fenoles y flavonoides pueden
actuar como captadores y estabilizadores de RL, cediendo un electrén de su Orbita
externa, o mediante la regulacién al alta de los mecanismos de transcripcién génica
encargados de controlar la expresion de la de las enzimas SOD, CAT y GPx. (Torel et
al., 1986; Cao et al.,, 1997; Rice-Evans et al., 1997; Pandey, 2011). Este grupo de
moléculas (fenoles y flavonoides) han sido reportados en cantidades abundantes en
muestras de miel de ASA (Yao et al., 2003; Nordin et al., 2018; Souza et al., 2021), lo
cual podria estar relacionada con la actividad antioxidante de este alimento.

La miel de ASA un alimento rico en fenoles y flavonoides con potencial

antioxidante

En los udltimos afios ha crecido el interés en el consumo de alimentos ricos en
antioxidantes, sobre todo con elevado contenido de fenoles y flavonoides (Jiménez et al.,
2009; Limén et al., 2010; Cabrera y Match, 2012; Belaya et al., 2019). Unos de estos
alimentos es la miel (Battino et al., 2021; Cianciosi et al., 2020), en particular la miel
procedente de ASA, ya que se ha demostrado que es mucho mas activa en comparacion
con la de A. mellifera (Avila et al., 2019). En este contexto, Oddo (2008) reporté un mayor
potencial antioxidante de la miel de Trigona carbonaria colectada en Australia en
comparacion con las de A. mellifera. Asimismo, da Silva et al. (2013) mostraron un
elevado potencial antioxidante de la miel de M. seminigra colectada en el nordeste de

Brasil. Por otro lado, Biluca et al. (2016) analizaron 33 muestras de miel de 10 especies
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de abejas sin aguijon, colectadas en cuatro regiones diferentes de Brasil, encontrando
variaciones en cuanto al potencial antioxidante (ensayo de DPPH), de 1.4 a 18.5 mg
equivalentes de acido ascorbico (EAA) por 100 g de miel. En otro estudio, publicado por
Silva et al., (2013), se analizaron nueve muestras de miel de M. subnitida colectadas en
dos regiones semi-aridas de Brasil reportando valores de CTF de 1.1 a 1.2 mgGAE/g de
miel, asimismo, estos autores registraron un rango de valores de captura de radicales
(ensayo de DPPH) de 10.6 a 12.9 mg mL?. Por su parte, de Sousa et al. (2016)
registraron valores maximos de contenido total de flavonoides (CTFv) de 4.2 a 4.4
mgQE/100g miel y valores méaximos de porcentajes de captura de RL de 46.9 a 29.5%
(ensayo de DPPH) para las muestras de miel de M. subnitida y M. scutellaris colectadas
diferentes regiones de Brasil. Khongkwanmueang et al. (2020) reportaron valores de CTF
de 100-550 mgGAE/Kg miel, valores de CTFv de 20-150 mgQe/Kg, y capacidad
antioxidante con un rango de valores de 15.70-52.07 mg mL* para la miel de Tetragonula
laeviceps colectada en Tailandia. Estos mismos autores concluyen que la actividad
antioxidante de la miel depende de la cantidad y tipos de compuestos fendlicos,

flavonoides, presentes en la muestra de miel.

En relacion a la miel de M. beecheii, se han encontrado diferentes valores CTFy CTFv y
variacion en su actividad antioxidante (Cuadro 6). En este contexto, Gutiérrez et al.
(2009) encontraron un valor de CTF de 107.35 mgGAE/100g y CTFv de 3.60 mgQe/100g
miel mientras que, Alvarez-Suarez et al. (2018), registraron valores de CTF de 94.39
mMgGAE/100g de miel y un CTFv de 4.19 mQE/100g de miel, en muestras colectadas en
Cuba. Estos mismos autores reportaron una capacidad antioxidante de 42.23 mmol

expresada como equivalentes de trolox (TE)/100 g de miel.

En México, Ruiz- Ruiz et al. (2017) cuantificaron un valor CTF de 63.22 mg equivalente
de GAE/100 g de miel y CTFV de flavonoides de 3.61 mg equivalentes de catequina/100
g de miel, en muestra colectadas en el estado de Yucatan. Sanchez-Chino et al. (2019)
mencionaron un CTF 45.42 mgGAE/100g de miel y una capacidad antioxidante de 19
42.23 mmol TE/100 g de miel mediante el ensayo de DPPH. Esto es indicativo de que la
variacion en el CFT y el CTFv pueden afectar su actividad biolégica, probablemente por

el origen geogréafico donde las muestran fueron colectadas.
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Cuadro 6. Contenido de fenoles, flavonoides y capacidad antioxidante reportada en la miel de M.
beecheii.

Alvarez- Alvarez- Gutiérrez Ruiz- Ruiz Sanchez-
Suarez et al.,, Suarez et al., etal., etal., Chino et al.,
2018 2018 2009 2017 2019
Am Mb Mb Mb Mb
(CFT) (mg Acido 54.30 94.39 107.35 63.22 45.42
galico/100 g de
miel)
(CTFv) (mg 2.68 4.19 3.60 3.61
Catequina/100 g
de miel)
Capacidad
antioxidante
DPPH (umol 31.06 42.23 87.38 3.77* 19.00**
TE/100 g de miel)

Am (A. mellifera); Mb (M. beecheii); CFT (Contenido fendlico total); CTFv (Contenido total de flavonoides);
* (Indica que el valor expresado es el ICso en mg mL1); ** (Indica que el valor es expresado en porcentaje).

La miel y sus propiedades citoprotectoras

En el area de investigacion y desarrollo de farmacos o alternativas para el tratamiento de
enfermedades asociadas al estrés oxidativo como: el cancer, alzhéimer, fibrosis hepatica
u otras enfermedades (Aliev et al., 2013), el uso de modelos en lineas celulares es un
método facil, econdmico y estable, para la obtencién de resultados fiables que brindan la
oportunidad de investigar la biologia y las respuestas farmacologicas preclinicas para
ensayos posteriores (Zuiverloon et al., 2018). En la actualidad existen pocos estudios que
aborden el efecto citoprotector de las ASA en modelos con lineas celulares, en particular
la derivada de M. beecheii. Hasta la fecha unicamente se ha encontrado un reporte en la
literatura. De acuerdo a los resultados de este trabajo, la miel elaborada por la abeja
Trigona itama, fue capaz de proteger a las células linfoblastoides de humano (WIL2-NS)

contra el dafo oxidativo inducido con peréxido de hidrogeno.
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CAPITULO 1. IDENTIFICACION DE LOS RECURSOS FLORALES UTILIZADOS POR
LA ABEJA SIN AGUIJON MELIPONA BEECHEII EN DISTINTAS REGIONES DEL
ESTADO DE CAMPECHE, MEXICO

1.1 RESUMEN

La miel de Melipona beecheii, ha sido reconocida como parte de la medicina tradicional
maya Y tiene un gran potencial como alimento natural antioxidante. Sin embargo, se ha
descrito que estas propiedades dependen del origen geografico y de la fuente floral
visitada por la abeja. Actualmente, los estudios realizados para identificar los recursos
florales utilizados por M. beecheii son limitados. Se realiz6 el analisis melisopalinologico
de 16 muestras de miel de la abeja sin aguijéon M. beecheii de cuatro regiones diferentes
del estado de Campeche, México. Se identificaron un total de 69 especies en 24 familias,
y la principal familia visitada corresponde a Fabaceae. Con base en el origen botanico,
siete muestras se clasificaron como monoflorales y nueve como multiflorales, con
predominio de las especies Bursera simaruba, Lonchocarpus longistylus, Piscidia
piscipula, Senna pallida y Senna racemosa. El indice de diversidad de Shannon (2.06-
2.55) indico una diversidad media en recursos florales y el indice de diversidad de
Simpson (0.82-0.89) indic6é una dominancia media de las especies en las regiones. Los
resultados sugieren que M. beecheii es poliléctica con algin grado de especializacién,
pero puede expandir o alterar sus nichos de alimentacion dependiendo de la
disponibilidad de recursos. Este es el primer reporte del habito alimentario de M. beecheii

en diferentes regiones del Estado de Campeche, México.

Palabras clave: Melisopalinologia, polen, Campeche, abeja sin aguijon, miel, Melipona

beecheii.
1.2 ABSTRACT

Melipona beecheii honey has been recognized as part of traditional Mayan medicine and
has great potential as a natural food antioxidant. However, it has been described that
these properties depend on the geographical origin and the floral source visited by the
bee. Currently, the studies carried out to identify the floral resources used by M. beecheii

they are limited. Melissopalynological analysis of 16 honey samples from the stingless
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bee M. beecheii from four different regions in the state of Campeche, Mexico was
performed. A total of 69 species were identified in 24 families, and the main family visited
corresponds to Fabaceae. Based on the botanical origin, seven samples were classified
as monofloral and nine as multifloral, with the predominance of the species Bursera
simaruba, Lonchocarpus longistylus, Piscidia piscipula, Senna pallida and Senna
racemosa. The diversity index of Shannon (2.06-2.55) indicated a medium diversity in
floral resources and the Simpson diversity index (0.82-0.89) indicated a medium
dominance of the species in the regions. The results suggest that M. beecheii is polylectic
with some degree of specialization, but it can expand or alter its feeding niches depending
on the availability of resources. This is the first report of the feeding habit of M. beecheii

in different regions of the State of Campeche, Mexico.

Keywords: Melisopalinology, pollen, Campeche, stingless bee, honey,

Melipona.beecheii.
1.3 INTRODUCCION

Las abejas sin aguijon son las principales polinizadoras de la flora nativa y de muchos
cultivos de importancia comercial en el neotrépico (Roubik, 1995; Quezada-Euan, 2018;
Arnold et al., 2018), se estima que, el 80% de la polinizacion es realizada por las ASA
(Ramalho 2004). En esta interaccién mutualista, las plantas se reproducen y las abejas
obtienen néctar y polen que utilizan para la produccién de miel (Van Der Kooi et al., 2021).
La miel es un producto natural producido por las abejas a partir del néctar y polen de las
plantas, que recolectan y transforman a través de sus secreciones enzimaticas (Ahmed
et al., 2018), las cuales depositan, deshidratan y almacenan para su maduracion (Codex
alimentarius, 2003). Quimicamente, la miel se compone principalmente de azucar (60-
85%) y agua (12-23%) (Ahmed et al., 2018) y en menor medida de minerales, vitaminas,
aminoacidos, acidos organicos, fenoles y flavonoides. (Santos-Buelga et al., 2017,
Quezada-Euan, 2018).

La cultura maya, desde la época prehispanica emplea a las abejas sin aguijon, para la
produccion de miel (también llamada meliponicultura), de las cuales, M. beecheii es la

principal especie utilizada para esta actividad (Quezada-Etan, 2018; Ortiz-Vazquez et
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al., 2016). La miel de M. beecheii, se utiliza como remedio para el tratamiento de
enfermedades como laringitis, sinusitis, fiebre tifoidea, bronquitis, tos, infecciones
bacterianas y cataratas (Ortiz-Vazquez et al., 2016). Se creé que dichas propiedades
estan relacionadas con las caracteristicas especificas de esta miel, entre las que
encontramos: pH 4&cido, alto contenido de agua, bajo contenido de azlcar y
especialmente, alto contenido de compuestos fendlicos (Souza et al., 2021). Estas
caracteristicas dependen de la vegetacion de la cual las abejas recolectan néctar y polen
(Ball, 2007). Sin embargo, la vegetacion de una region geografica es el resultado de las
condiciones ambientales como la temperatura, caracteristicas del suelo, altitud y latitud,
que, en conjunto, brindan las condiciones necesarias para el establecimiento de
diferentes tipos de vegetacion (Tivy, 1993; Ceccon et al., 2006). Por tanto, el origen
botanico y la region geografica son factores determinantes en la calidad de la miel
(Selvaraju et al., 2019).

En este sentido, el analisis melisopalinolégico, es considerado uno de los métodos mas
fiables para la identificacion del origen botanico y geografico de la miel (Louveaux et al.,
1978; Von Der Ohe et al., 2004). Por lo tanto, los estudios melisopalinoldgicos son de
gran importancia para identificar los principales recursos néctar-poliniferos que utilizan
las abejas, con la finalidad de mejorar el manejo de las colonias de M. beecheii, la

produccion y calidad de la miel (Guimarées et al., 2019).

En las ultimas décadas, la meliponicultura en la Peninsula de Yucatan, especificamente
en el estado de Campeche, México crecio considerablemente (Quezada-Euan, 2018; Pat-
Ferndndez et al., 2018). Sin embargo, existen pocos estudios melisopalinol6gicos
enfocados en identificar los recursos néctar-poliniferos utilizados por M. beecheii para la
producciéon de miel. Sin embargo, en paises como Costa Rica (Leal-Ramos & Leon-
Sanchez, 2013) y Cuba (Alvarez-Suarez et al., 2018), se han realizado estudios de
melisopalinologia enfocados en la especie M. beecheii. Mientras que, en México se han
realizado trabajos en los estados de Yucatan (Villanueva-Gutiérrez et al., 2018), Tabasco
(Sanchez-Chino et al., 2019), Chiapas (L6pez-Roblero et al., 2021) y solo uno en el
estado de Campeche (Ramirez-Arriaga et al., 2018) que incluyd un solo sitio de muestreo,

por lo que no se considera representativo del estado. Por tanto, el objetivo de esta
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investigacion es identificar los recursos florales utilizados por M. beecheii en muestras de

miel en cuatro regiones del estado de Campeche.
1.4 MATERIALES Y METODOS
1.4.1 Area de estudio

El estado de Campeche, se localiza entre los paralelos 20°50'54", y 17°48'46" de latitud
norte, y entre los meridianos 89°07'16" y 92°28'08" longitud oeste. Campeche limita al
norte con el Golfo de México y Yucatan; al este con Yucatan, Quintana Roo y Belice; al
sur con la Republica de Guatemala y Tabasco; al oeste con Tabasco y el Golfo de México.
El clima predominante es calido-himedo en el 92.22% del estado, calido subhiumedo en
el 7.73% del estado (parte oriente) y semiseco muy célido y calido en el 0.05% del estado
(regidn norte). La temperatura media anual es de 26 a 27°C y la precipitacion anual es
de 1 200 y 2 000 mm (INEGI, 2018). Los principales tipos de vegetacién son: selva
mediana perennifolia, selva mediana subperennifolia y selva mediana subcaducifolia
(CONABIO, 2000).

1.4.2 Sitios de colecta de las muestras

Se recolectaron un total de 16 muestras (Figura 4 y Cuadro 7) entre los meses de marzo
a abril del 2021, en cuatro diferentes regiones del estado Campeche, México. Se
colectaron cuatro muestras en la region sureste, siete en la regidon norte, tres en la region

noreste y dos en la region oeste.

La mayor cantidad de muestras se colect6 en el norte, debido a que es la zona con mayor
actividad meliponicola en el estado de Campeche (Pat-Fernandez et al., 2018). Las
muestras de miel se extrajeron con pipetas Pasteur estériles y se transfirieron
directamente a frascos de color ambar. Las muestras se almacenaron a

aproximadamente 8°C hasta su analisis.
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Figura 4. Region geografica de colecta de las muestras de miel de M. beecheii. MC1-MC3: 20 de
Noviembre, Calakmul; MC4; la Lucha 1, Calakmul; MC5: Xcalot Akal, Hopelchén; MC6: Ich ek,
Hopelchén; MC7: San Antonio, Hopelchén; MC8 y MC9: Sihochac, Champotén; MC10:
Pucnachen, Calkini; MC11: Tankunché, Calkini; MC12: Santa Maria, Calkini, MC13: Sahcabchén,
Calkini; MC14: Tankunché, Calkini, MC15: Pucnachen, Calkini, MC16: Santa Maria, Calkini.
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Cuadro 7. Identificacion de los sitios de colecta de las muestras de miel de M. beecheii y la
vegetacion predominante por sitio.

Regiones Localidad Muestra Tipo de vegetacion*
Sureste
20 de Noviembre, Calakmul MC1 Selva mediana subperennifolia
20 de Noviembre, Calakmul MC2 Selva mediana subperennifolia
20 de Noviembre, Calakmul MC3 Selva mediana subperennifolia
La lucha I, Calakmul MC4 Selva mediana subperennifolia
Noreste
Xcalot Akal, Hopelchén MC5 Selva mediana subcaducifolia
Ich ek, Hopelchén MC6 Selva mediana subcaducifolia
San Antonio, Hopelchén MC7 Selva mediana subcaducifolia
Oeste
Sihochac, Champoton MC8 Selva mediana subcaducifolia
Sihochac, Champoton MC9 Selva mediana subcaducifolia
Norte
Pucnachen, Calkini MC10 Selva mediana caducifolia
Tankuché, Calkini MC11 Selva mediana caducifolia
Santa Maria, Calkini MC12 Selva mediana caducifolia
Sahcabchén, Calkini MC13 Selva mediana caducifolia
Tankuche, Calkini MC14 Selva mediana caducifolia
Pucnachen, Calkini MC15 Selva mediana caducifolia
Santa Maria, Calkini MC16 Selva mediana caducifolia

*CONABIO, 2000
1.4.3 Andlisis palinolégico

Las muestras fueron procesadas segun la metodologia descrita por Jones & Bryant
(2004). Brevemente, 10 g de cada muestra de miel fue diluida en 10 mL? de agua
destilada a una temperatura de aproximadamente 40 °C, se agregd 100 mL"! de EtOH al
95% y se centrifug6 por 5 min a 4000 rpm. Posteriormente, las muestras se sometieron
a acetolisis, siguiendo el método de Erdtman (Erdtman, 1960), los granos de polen
obtenidos en el sedimento fueron tomados con una pipeta Pasteur y colocados en una
lamina con gelatina glicerinada (tres laminillas por muestra) (Kisser, 1935). Los
portaobjetos se observaron en microscopio Optico usando el objetivo 40x, (Olympus
BX41, Olympus Corporation, Japon), se tomaron fotografias usando una camara
Amscope MU1803 y el software de analisis de imagenes AmScope v.3.7 (AmScope,

China). Los granos de polen de las muestras de miel se identificaron a nivel taxonémico

32



de familia, género o especie. En los casos en que no se pudo determinar, se clasificd
como “sp.” no identificada. Los granos de polen se identificaron con base en
caracteristicas morfologicas (polaridad, tamafio, forma, ornamentaciones y namero de
aperturas) en comparacion con la coleccion palinologica de la diversidad floristica de
Mesoamérica del departamento de botanica de la Universidad Autonoma de Yucatan
(UADY), y con diversos catalogos palinolégicos (Roubik & Moreno 1991; Palacios-
Chévez et al., 1991; Sanchez-Dzib et al., 2009; Alfaro-Bates et al., 2010).

1.4.4 Origen botanico de la miel

Posterior a la identificacion de los diferentes tipos polinicos, se contaron 500 granos de
polen por muestra de miel, con el fin de determinar la frecuencia relativa de los diferentes
tipos o especies de polen. De esta manera, la composicion de cada muestra se analizo
en términos de (a) frecuencia de polen, (b) predominio por familias y especies (recuentos
sumados sobre todas las muestras) y (c) recurrencia de especies (el nUmero de veces
gue una especie aparece en las muestras, dividido por el niumero total de muestras)
(Villanueva-Gutiérrez et al., 2018). La frecuencia de polen se utilizé para clasificar la
dominancia de los tipos polinicos, segun Louveaux et al., (1978): polen predominante
(>45% del polen total contenido en la muestra de miel), polen secundario (15-45%), polen
de menor importancia (3-15%) y polen minoritario (<3%). Las mieles se clasificaron segun
su origen boténico: (1) monoflorales cuando predominaba una especie con un porcentaje
igual o superior al 45%; (2) multifloral cuando se registraron tres o mas tipos de polen con
porcentajes secundarios (Louveaux et al., 1978). Tambien, se calculé el predominio de
las diferentes familias y especies encontradas en las muestras para determinar su
importancia, o si existia alguna preferencia entre las diferentes familias. Se calculo la
recurrencia para determinar las especies que aparecian en el mayor ndmero de
muestras, independientemente de los sitios de muestreo. Finalmente, se clasificaron las

diferentes especies segun el estrato vegetal (arboreo, arbustivo o herbaceo).
1.4.5 Analisis ecolbgicos

El indice de diversidad de Shannon-Wiener (H") se calculé para determinar los recursos

florales que M. beecheii visita durante el pecoreo. Este indice sugiere, que un valor menor
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a 2 es indicativo de diversidad baja, un valor de 2 a 3.5 diversidad media, y un valor mayor
a 3.5 diversidad alta (Margalef, 1972). El indice de Simpson (D) se utilizé para medir la
riqgueza y dominancia de las especies. Este indice, varia de 0 a 1 y define la probabilidad
de que dos taxones de una misma muestra, seleccionados al azar, pertenezcan a la
misma especie. Donde 0 significa equidad (que existe uniformidad en las especies) y 1
que existe dominancia completa de un taxén (Simpson, 1949). Todo el analisis se realizé
utilizando el programa PAST version 3.16 (da Luz et al., 2019; Pinto et al., 2019; Hanifa
et al., 2021; Lopez-Roblero et al., 2021). Adicionalmente, los datos palinolégicos se

sometieron a un analisis de componentes principales (ACP).
1.5 RESULTADOS
1.5.1 Origen botanico de la miel

Se identificaron un total de 69 tipos polinicos pertenecientes a 24 familias, con 12 tipos
indeterminados (Cuadro 2). La familia mas diversa fue la Fabaceae (15 especies),
seguida de la Solanaceae (5 especies), la Asteracea (4 especies), la Myrtaceae (4
especies), la Sapindacea (4 especies) y la Burseraceae (3 especies). El calculo de la
frecuencia de polen en el total de las muestras indic6 que la familia Fabaceae
(encontradas en el 64,4% de las muestras de miel), Myrtaceae (5,57%), Malvaceae
(3,22%) y Asteraceae (3,21%) son las mas representativas. Tambien, se encontr6 que
en seis muestras, no se pudo determinar botanicamente algunos tipos polinicos y se
agruparon en una clase no identificada "sp" (Cuadro 8). Por otra parte, de los 69 tipos
polinicos, 19 presentaron un hébito de crecimiento arbéreo, 19 herbaceo, 16 arbustivo y
15 no fueron identificados, dichos valores representan el 27.54%, 27.54%, 23.19%, y
21.74% de los recursos florales empleados por M. beecheii (Cuadro 8).

De las 16 muestras de miel analizadas, siete se clasificaron como monoflorales (MC3,
MC4, MC7, MC10, MC11, MC13 y MC14) y las restantes se consideraron como
multiflorales (Figura 5). El analisis cuantitativo del polen revel6 que los tipos de polen
predominantes en todas las muestras fueron Senna racemosa (Mill.) H.S. Irwin & Barneby
(16.82 %), Piscidia piscipula (L.) Sarg. (13.95 %), Lonchocarpus longistylus Pittier (11.45
%), Bursera simaruba (9.79 %) y Senna pallida (Vahl) H.S. Irwin & Barneby (7.11 %). Los
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tipos de polen con mayor porcentaje de ocurrencia en las muestras de miel fueron: L.
longistylus (registrado en el 94% de las muestras), S. racemosa (88%), P. piscipula
(88%), Mimosa bahamensis Benth. (81%), B. simaruba (88%) y Eugenia axillaris (Sw.)
Willd. (75%).

Sureste

En total se encontraron de 32 tipos polinicos, pertenecientes a 13 familias. Los recursos
con mayor ocurrencia correspondieron a E. axillaris, L. longistylus y S. racemosa (100%
encontrado en todas las muestras) (Cuadro 8). Tambien se clasificd en esta region dos
muestras como monoflorales de B. simaruba (MC3) y P. piscipula (MC4). Dos muestras
fueron multiflorales, una muestra con polen secundario de Pimienta dioica (L.) Merry P.
piscipula (MC1), y la otra, con polen secundario de S. racemosa y Viguiera dentata
(Cavanilles) Spreng. (MC2) (Figura 5).

Noreste

En esta regidn se registraron 21 tipos polinicos albergados en 12 familias. Los recursos
con mayor ocurrencia correspondieron a B. simaruba, Leucaena leucocephala, L.
longistylus, Mimosa bahamensis, P. piscipula y S. racemosa (Cuadro 8). La clasificacion
botanica de las muestras revel6 una miel monofloral de S. racemosa (MC7) y dos mieles
multiflorales, una con polen secundario de Boraginacea, P. piscipulay V. dentata (MC5),

y otra con polen de L. longistylus, P. piscipulay S. racemosa (MC6) (Figura 5).

Oeste

Se identificaron un total de 7 familias y 16 tipos de polinicos. Los recursos con mayor
ocurrencia correspondieron a B. simaruba, E. axillaris, L. leucocephala, M. bahamensis,
S. pallida y S. racemosa (Cuadro 8). Las dos muestras de esta regién se clasificaron
como multiflorales, una muestra de Poligonaceae sp., M. bahamensis y S. racemosa
(MC8), y la otra de S. palliday S. racemosa (MC9) (Figura 5).

Norte
Un total de 14 familias y 37 tipos de polinicos fueron encontrados en las muestras de esta
region. Los recursos con mayor ocurrencia correspondieron a B. simaruba, L. longistylus

y P. piscipula. De las muestras analizadas en esta region, cuatro se clasificaron como
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mieles monoflorales de S. palida (MC10), L. longistylus (MC11), Senna villosa (MC13) y

P. piscipula (MC14) (Cuadro 8). Ademas, tres se clasificaron como multiflorales, una

muestra con polen secundario de B. simaruba y L. longistylus (MC12), otra de L.
longistylus, S. racemosa y Waltheria communis A.St.-Hil. (MC15); y finalmente, la MC16

con polen secundario de L. longistylus y M. bahamensis (Figura 5).
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Figura 5. Caracterizacién de las muestras de miel recolectadas en diferentes regiones de
Campeche, México, (monoflorales o multiflorales). Los nimeros en las barras corresponden a los
porcentajes de frecuencia de polen en las muestras. Solo se incluyeron los taxones
predominantes (> 45%) y secundarios (15-45%).
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Cuadro 8. Tipos de polen encontrados en muestras de M. beecheii del estado de Campeche.

Taxones Nombre en Estrato MCL MC2 MC3 MC4 MC5 MC6 MC7 MC8 @R
maya (%)

ACANTHACEAE

Avicennia germinans ta‘abché A - - - - - - - - 13

AMARANTHACEAE

Alternanthera

ramosissima zakmuul H - - - - - 11.2 - - 13

ASTERACEAE

Asteraceae sp. - H - - - 2.3 - - - - 6

Chaptalia nutans - H - - - - - - - 6

Viguiera dentata Taj (tajonal) H 7.2 18.5 - 0.8 18.7 1.8 - - 38

BORAGINACEAE - - - - - - - -

Boraginaceae - - - - - - 24 - - - 6

BRASSICACEAE

Arabideae sp. - H - 4 0.2 - - - - - 13

BURSERACEAE

Bursera simaruba Chakaj A - 3.4 50 - 0.2 2.4 4.9 51 88

Protium copal Sak chakaj A - 9 0.2 - 2 - - - 19

CACTACEAE -

Cactaceae sp. - H - - - 0.2 - - - - 6

COMBRETACEAE

Bucida buceras Pucté A - - - 0.8 - - - - 6

CONVULVULACEAE

Ipomea sp. - H - - - 0.2 - - - - 6

CYCLANTHACEAE

Carludovica palmata  Guano H - - - - - - - - 6

EUPHORBIACEAE -

Croton sp. - B - 2.1 18.4 - - - - - 13

Euphorbiaceae - - - 1.9 - - - - - - 6

FABACEAE
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Nombre en

Taxones Estrato MC1 MC2 MC3 MC4 MC5 MC6 MC7 MC8
maya (%)
Acacia sp. - B - - - - - - - 6
Acacia collinsii Subin B - - - - - - - - 6
Caesalpinia gaumeri  Kitim che' A - - - - 2.2 0.6 - - 13
Gliricidia sepium - A - - - - - - - - 13
Leucaena Waaxim A . . - 37 15 26 29 42 44
leucocephala
Lonchocarpus Baal che' A 36 23 39 12 64 22 29 - 94
longistylus
Lonchocarpus xuul K'an xu'ul A - - - - - - - - 13
Mimosa bahamensis  Kaatsim blanco A - 1.9 4.5 1.2 1.3 1 6.8 275 81
Mimosa pigra Je' beech'’ B - - - - - - - - 6
Mimosa pudica Muuts'il xiiw H - - - - - 0.4 - 42 50
Piscidia piscipula Ja'abin B 20.6 - - 78.1 247 26 1 02 81
Senna atomaria - A - - - - - - 4.9 - 6
Senna pallida Ch'iilib mich B - - - - - - - 6.4 31
Senna racemosa K'an lool A 10 27.9 6.9 - 136 276 66.7 26.8 88
Senna villosa Saal che' B - - - - - - - - 19
GESNERIACEAE
Achimenes palmata - H - - - - - - - - 6
MALVACEAE
Luehea speciosa K'an kaat A - - - 0.4 - - - - 6
Waltheria communis - H - - - - - - - - 25
Waltheria rotundifolia - H - - - - - - - - 19
MELIACEAE
Meliaceae sp. - - - - - - - 0.8 - - 6
MYRTACEAE
Eugenia Axillaris - B 6.5 6.6 7.3 6.3 0.9 2.2 0.7 75
Eugenia foetida Sak loob A - 15 - - - - - - 6
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Nombre en

PR

Taxones Estrato MC1 MC2 MC3 MC4 MC5 MC6 MC7 MC8
maya (%)

Pimienta dioica Boox pool A 44.7 - 3.1 0.4 - - - - 19

Psidium guajava Pichi B - - - - - - - - 6

NICTAGINACEAE

Pisonia aculeata Béeb H - - - - - - 3.9 - 6

ONAGRACEAE

Ludwigia octovalvis Maaskab che' H 2.2 - - - - - - - 19

POLIGONCACEAE

Coccoloba . A T - 06 - - - - 13

manzanillensis

Neomillspaughia Sak iitsa B : : : : : - 04 - 31

emarginata

Poligonaceae sp. - 0.3 - - - - - - 176 19

PRIMULACEAE

Jacquinia aurantiaca - B - - - - - - - - 6

RUBIACEAE

Psychotria nervosa K'aanan B - - - - - - - - 6

SAPINDACEAE

Sapindacea sp. - H - 13.9 1 - - - - - 13

Serjania goniocarpa  Chak siK'iix le' H - 2.4 - 0.8 - - - - 13

Serjania lundellii buy aak' H - - - 0.8 - 2.2 - - 13

Thouinia paucidentata k'an chuunup A - - - 2.3 - - - - 13

SAPOTACEAE

Sideroxylon Sibul A : : . . - 14 - - 8

foetidissimum

SOLANACEAE

Cestrum nocturnum k'an chuunuk B - - - - - - - - 6

Solanacea sp. B - - - - - - - - 65

Solanum lanceifolium  Sikil mduch H - - - - - - - - 13

Solanum lanceolatum - B - - - - - - - - 6
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Taxones Nombre en Estrato MC1 MC2 MC3 MC4 MC5 MC6 MC7 Mcs ©°R
maya (%)

Solanum nudum Boox kuuts B - - - - - - 3.3 - 9
Solanum tridynamun  Koéon ya'ax iik H - - - - 4.6 - - - 6
No identificadas sp.

sp. 1 - - 1.2 - - - - - - -
sp. - - 0.2 - - - - - - -
sp. - - 0.9 - - - - - - -
sp. - - 2.6 - - - - - - -
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Taxones Nombreen poiato MCO MC10 MC11 MC12 MC13 MC14 MC15 MC16 PR (%)

maya

ACANTHACEAE

Avicennia germinans  ta'abché A - - - - 1 - 0.2 - 13
AMARANTHACEAE

Alternanthera

ramosissima

ASTERACEAE

Asteraceae sp. -
Chaptalia nutans -
Viguiera dentata Taj (tajonal)
BORAGINACEAE - - - - - - - -

zakmuul H - - - - - - - 0.8 13

III
ol
(o))
(23 o)




Nombre en

Taxones maya Estrato MC9 MC10 MC1l1 MC12 MC13 MC14 MC15 MC16 PR (%)

Boraginaceae - - - - - - - - - - 6

BRASSICACEAE

Arabideae sp. - H - - - - - - - - 13

BURSERACEAE

Bursera simaruba Chakaj A 5.5 0.9 354 209 0.2 18.6 2.6 7.4 88

Protium copal Sak chakaj A - - - - - - - - 19

CACTACEAE

Cactaceae sp. - H - - - - - - - - 6

COMBRETACEAE

Bucida buceras Pucté A - - - - - - - - 6

CONVULVULACEAE

I[pomea sp. - H - - - - - - - - 6

CYCLANTHACEAE

Carludovica palmata  Guano H - - - - - - 0.4 - 6

EUPHORBIACEAE

Croton sp. - B - - - - - - - - 13

Euphorbiaceae - - - - - - - - - - 6

FABACEAE

Acacia sp. - B - - - - 0.2 - - - 6

Acacia collinsii Subin B - - - - - 0.7 - - 6

Caesalpinia gaumeri  Kitim che' A - - - - - - - - 13

Gliricidia sepium - A - - - 6.6 - - - 3.4 13

Leucaena Waaxim A 9 - - . . . 2 i 44

leucocephala

Lonchocarpus Baal che' A 09 196 472 313 12 02 168 249 94

longistylus

Lonchocarpus xuul K'an xu'ul A - - - - - - 1.2 0.6 13

Mimosa bahamensis Kaatsim A 0.9 0.4 - 0.9 5.7 - 3.2 26.6 81
blanco
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Nombre en

Taxones maya Estrato MC9 MC10 MC1l1 MC12 MC13 MC14 MC15 MC16 PR (%)
Mimosa pigra Je' beech' B - - - - - 25.6 - - 6
Mimosa pudica Muuts'il xiiw H 0.4 - - 0.4 1.4 1.3 0.6 7.8 50
Piscidia piscipula Ja'abin B - 2.2 0.9 4.2 4.9 47.3 3.2 10.1 81
Senna atomaria - A - - - - - - - - 6
Senna pallida Ch'iilib mich B 279 588 154 3 - - - - 31
Senna racemosa K'an lool A 40 121 0.2 1.7 15.8 1.7 19.4 - 88
Senna villosa Saal che' B - - - 5.9 62.1 - 6.3 - 19
GESNERIACEAE

Achimenes palmata - H - - - - - - 0.2 - 6
MALVACEAE

Luehea speciosa K'an kaat A - - - - - - - - 6
Waltheria communis - H - - - - 5.3 2.2 34.5 7.4 25
Waltheria rotundifolia - H - - - - 1.6 - 1.8 1 19
MELIACEAE

Meliaceae sp. - - - - - - - - - - 6
MYRTACEAE

Eugenia Axillaris - B 1.7 0.4 - 0.8 0.6 - 0.6 - 75
Eugenia foetida Sak loob A - - - - - - - - 6
Pimienta dioica Boox pool A - - - - - - - 19
Psidium guajava Pichi B - - 0.2 - - - - - 6
NICTAGINACEAE

Pisonia aculeata Béeb H - - - - - - - - 6
ONAGRACEAE

Ludwigia octovalvis Méaaskab che' H - - - - - - 1.6 2.6 19
POLIGONCACEAE

Coccoloba

manzanillensis ) A ) i i i i ) ) ) 13
Neomilispaughia Sak iitsa’ B 37 - - 15 i i 1 1.2 31

emarginata
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Nombre en

Taxones maya Estrato MC9 MC10 MC1l1 MC12 MC13 MC14 MC15 MC16 PR (%)
Poligonaceae sp. - A - 1.7 - - - - - - 19
PRIMULACEAE

Jacquinia aurantiaca - B - - - 0.4 - - - - 6
RUBIACEAE

Psychotria nervosa K'aanan B - 3.9 - - - - - - 6
SAPINDACEAE

Sapindacea sp. - H - - - - - - - - 13
Serjania goniocarpa  Chak siK'iix le' H - - - - - - - - 13
Serjania lundellii buy aak’ H - - - - - - - - 13
Thouinia paucidentata k'an chuunup A - - - 4.4 - - - - 13
SAPOTACEAE

Sideroxylon Sibul A - - . : : : : : 6
foetidissimum

SOLANACEAE

Cestrum nocturnum k'an chuunuk B - - - 4.2 - - - - 6
Solanacea sp. B - - - 12.7 - - - - 65
Solanum lanceifolium  Sikil mduch H - - - 1.1 - - - 6.4 13
Solanum lanceolatum - B - - - - - - 4.6 - 6
Solanum nudum Boox kuuts B 5.5 - - - - 1.3 - - 9
Solanum tridynamun  Kéon ya'ax iik H - - - - - - - - 6
No identificadas sp.

sp. 1 - - - - - - - - - - 6
sp. 2 - - - - - - - - - - 6
sp. 3 - - - - - - - - - - 6
sp. 4 - - - - - - - - - - 6
sp. 5 - - - - - - - - - - 6
sp. 6 - - - - - - - - - - 6
sp. 7 - - - - - - - - - - 6
sp. 8 - - - - - - - - - - 6




Nombre en

Taxones maya Estrato MC9 MC10 MC1l MC12 MC13 MC14 MC15 MC16 PR (%)
sp. 9 - - - - 0.2 - - - - - 6
sp. 10 - - 3.7 - - - - - - - 6
sp. 11 - - 06 - - - - - - - 6
sp. 12 - - - - - - - 1.1 - - 6
Total 100 100 100 100 100 100 100 100

Nota: Los nimeros corresponden a la frecuencia relativa, (-) es igual a cero, que es el equivalente a no encontrar grano. Abreviaturas: A, arbéreo;
B: Arbustivo; H, herbéaceo; PR: porcentaje de recurrenci
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A 10 pm B 7. 10 ym

F 10 pym
E 10 pm G 10 pym

I 10 pm

Figura 6. Granos de polen predominantes observados en muestras de mieles de M. beecheii de
Campeche, México. A) Senna racemosa; B) Lonchocarpus longistylus; C) Piscidia piscipula; D)
Senna villosa; E) Bursera simaruba; F) Pimienta dioica G) Mimosa bahamensis H) Waltheria

communis; I) Croton sp.
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1.5.2 Parametros ecoldgicos

El valor del indice de diversidad de Shannon (H') para muestras de miel de M. beecheii
recolectadas en diferentes regiones mostro valores intermedios (Sureste: 2.51, Noreste:
2.17, Oeste: 2.06 y Norte: 2.55), lo que significa que las abejas visitaron varias especies.
Sin embargo, con respecto a los valores del indice de Simpson (D), se registré una
mediana dominancia de las especies en las cuatro regiones (Sureste: 0.88, Noreste: 0.82,
Oeste: 0.82 y Norte 0.89).

1.5.3 Anélisis de Componentes Principales (ACP)

Los resultados del ACP (Figura 7) mostraron que el primer componente principal (PC1)
y el segundo componente principal (PC2) representaron el 63.79% y el 18.58% de la
varianza, respectivamente, y ambos explican el 82.36% de la varianza total, (vectores
propios anexo |). EI PC1 tiene una mayor dimension en el biplot, y representan la
preferencia global (tipo de polen) de la region geogréfica. Mientras que, con relacién a
PC2 este es ortogonal a PC1, siendo el segundo més preferido. En el biplot, los puntos
representan los tipos de polen y los vectores (lineas verdes) para cada region geografica.
El vector en mas o menos la misma direccion representa la region geografica con

preferencias similares de tipo de polen.

Con base en PC1, se puede observar que las muestras recolectadas en la region oeste
se ubicaron solas, en el lado bajo de PC1 y se caracterizaron por la preferencia del tipo
de polen de: Senna racemosa (el tipo de polen mas frecuente), Poligonacea sp Senna
pallida, Mimosa bahamensis, Leucaena leucocephala y Solanum nudum . Por otro lado,
las muestras colectadas en las regiones noreste y norte, se ubicaron en la parte superior
del CP1. El tipo de polen mas frecuente en la muestra del norte fue: B. simaruba, L.
leucocephala, L. longistylus, M. bahamensis y Piscidia piscipula mientras que en la region
norte B. simaruba, L. longistylus y P. piscipula, fueron los tipos polinicos mas frecuentes.
Las muestras de la region sureste se ubicaron entre el PC2 (carga principal) y el PC1y
se caracterizo por los tipos de polen de: B. simaruba, Eugenia axillaris, L. longistylus, P.

piscipula, Pimienta dioica y Viguiera dentata.
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La presencia de P. dioica y Senna villosa fue una caracteristica distintiva de la muestra
del sureste y norte, respectivamente. Las muestras de la region noreste se caracterizaron
por la presencia del tipo polinico de: B. simaruba, M. bahamensis, P. piscipilua, S.
racemosa, y Viguiera dentata. Tambien esto se pudo corroborar con el dendrograma
obtenido con los tipos de polen més frecuentes de cada region geogréfica, ya que este
analisis mostré que las cuatro regiones analizadas, se agruparon en dos grupos, con
tipos polinicos muy similares dentro de cada grupo pero no con respecto al otro grupo
(anexo Il). El primer grupo correspondié a las muestras de miel de M. beecheii del sureste

y norte, y el segundo grupo incluy6 a las muestras de la region noreste y oeste.

257
201 Fre

151 Sureste

PC2 (18.58%)
3
-
-

: - : : : : :
75 Spsp10‘a’?§n 7.5 150 225 300 375 450
spi

-15- Oeste

-20-
PC1 (63.79%)

Figura 7. Analisis de componentes principales del origen botanico de la miel de M. beecheii del
estado de Campeche. Ar) Alternanthera ramosissima; B) Boraginaceae sp.; Bs) Bursera
simaruba; C) Croton sp.; ea) Eugenia axillaris; lel) Leucaena leucocephala; Il) Lonchocarpus
longistylus; MB) Mimosa bahamensis; pf) Mimosa pudica; Ne) Neomillspaughia emarginata; P)
Poligonaceae sp.; Pc) Protium copal; Pd) Pimienta dioica; pp) Piscidia piscipula; S) Sapindaceae
sp.; sep) Senna pallida; Sn) Solanum nudum; Sr) Sena racemosa; Sv) Sena villosa; Vd) Viguiera
dentata; Wc) Waltheria communis.

1.6 DISCUSION

El estudio del contenido de polen en muestras de miel de M. beecheii permitié determinar

un total de 69 tipos de polen pertenecientes a 24 familias. Analisis melisopalinolégicos
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previos reportaron entre cuatro y 71 tipos de polen en muestras de miel de M. beecheii
(Leal-Ramos & Ledn-Sanchez, 2013; Alvarez-Suarez et al., 2018; Ramirez-Arriaga et al.,
2018; Villanueva-Sanchez et al., 2018; Sanchez-Chino et al., 2019; Lopez-Robledo et al.,
2021). Los tipos de polen encontrados en este estudio son similares a los reportados por
Leal-Ramos & Ledn-Sanchez, (2013), Alvarez-Suarez et al. (2018), Villanueva-Sanchez
et al. (2018), Sanchez-Chino et al. (2019) y Lépez-Robledo et al. (2021). Asimismo, se
reporta una gran cantidad de especies de plantas, sin embargo, de los 69 tipos de polen,
solo 14 de ellos presentaron valores de frecuencia relativa mayor al 15% por lo que se

consideran de importancia segun Louveaux et al. (1978).

En este estudio, por los tipos polinicos encontrados en la miel de M. beecheii indica que
la principal familia visitada corresponde a Fabaceae. En general, las abejas del genero
Melipona tienen afinidad por las familias Fabaceae, Melastomataceae, Myrtaceae y
Solanaceae en diferentes ambientes (Ramalho et al., 1990 Carvalho et al., 2001; Martins
et al., 2011; Matos & Santos, 2017). En estudios previos, la familia Fabaceae registré una
alta recurrencia en miel de M. beecheii (Leal-Ramos & Ledn-Sanchez, 2013; Alvarez-
Suarez et al.,, 2018; Espinoza-Toledo et al., 2018; Villanueva-Gutiérrez et al., 2018;
Sanchez-Chino et al., 2019; Lépez-Roblero et al., 2021). Ademas, de Novais & Absy
(2015) notaron la recurrencia de la familia Fabaceae en la miel de la ASA Tetragonisca

angustula.

Fabaceae es la tercera familia de angiospermas mas diversa en el mundo con 19,400
especies y alrededor de 730 géneros (Ahmad et al., 2016). Esta familia es una de las mas
abundantes en México con 93 géneros y alrededor de 1,274 especies. En la Peninsula
de Yucatan 78 géneros y 228 especies (Villasefor, 2003). En este estudio, los géneros
Lonchocarpus, Mimosa, Piscidia, y Senna forman parte de la familia Fabaceae y fueron
las especies de polen con mayor presencia en las muestras de miel. El género Mimosa
fue reportado como polen predominante en miel de M. beecheii (Leal-Ramos & Leodn-
Sanchez, 2013; Alvarez-Suarez et al., 2018; Villanueva-Gutiérrez et al., 2018; Sanchez-
Chino et al., 2019; Lopez-Roblero et al., 2021;) y se considera un recurso polinico en la
Peninsula de Yucatan (Villanueva-Gutiérrez et al., 2009). El género Lonchocarpus ha sido

reportado previamente en miel de M. beecheii y se considera una fuente de néctar

48



(Librado-Carranza et al., 2016; Villanueva-Gutiérrez et al., 2018; Sanchez-Chino et al.,
2019). Los géneros Piscidia y Senna reportados por Villanueva-Gutiérrez et al. (2018) en
miel de M. beecheii, se consideran como fuente de néctar y polen en la Peninsula de
Yucatan (Villanueva-Gutiérrez et al., 2009). Por lo tanto, podemos inferir que la familia
Fabaceae es importante para M. beecheii como una fuente de alimento para esta region

en México.

Otro tipo de polen predominante en la miel de M. beecheii es B. simaruba. Villanueva-
Gutiérrez et al. (2018) reportaron a B. simaruba como una especie frecuente en la miel
de M. beecheii en el estado de Quintana Roo. B. simaruba crece en una gran variedad
de habitats y se referencia como recurso de néctar y polen en la Peninsula de Yucatan
(Villanueva-Gutiérrez et al., 2009). Los géneros Bursera, Lonchocarpus y Piscidia se
consideran abundantes en el estado de Campeche (Zamora-Crescencio et al., 2011;
Béez et al., 2012). Estos géneros, pertenecen al estrato arboreo considerado tipico de la
selva mediana subperennifolia y perennifolia (Carre6n-Santos & Valdez-Hernandez,
2014), el cual fue uno de los estratos predominantes en los tipos polinicos encontrados

en las muestras de miel de M. beecheii (Cuadro 8).

En general, los recursos florales encontrados por regiones geograficas indican una
diversidad floral media, esto se puede corroborar a partir de los valores promedio del
indice de diversidad de Shannon-Wiener (2.06-2.55) (Margalef 1972). Estos resultados
son similares a los encontrados por Leal-Ramos & Ledn-Sanchez, 2013, Alvarez-Suarez
et al. (2018), Villanueva-Gutiérrez et al. (2018), Sanchez-Chino et al. (2019) y Lopez-
Robledo et al. (2021). Los valores del indice de Simpson (0,82-0,89) mostraron una
mediana dominancia de las especies por regiones. Esto se debe a que el origen botanico
fue variable en las regiones segun los criterios indicados por Louveaux (1978), se
encontré nueve mieles multiflorales y siete monoflorales. De las muestras de miel
monoflorales, dos fueron del Sureste, una del Noreste y cuatro del Norte. Analisis previos
reportaron una composicion monofloral para mieles de M. beecheii pertenecientes a
Eugenia sp., Andira inermis, Mimosa pudica y Tabebuia ochracea (Zamora et al., 2014;
Sanchez-Chino et al., 2019; Lopez-Robledo et al., 2021). A diferencia de lo reportado, en

este estudio se encontr6 mieles monoflorales de B. simaruba (Sureste), L. longistylus
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(Norte), S. racemosa (Noreste), S. palida (Norte), S. villosa (Norte) y P. piscipula (Sureste
y Norte). Estos resultados indican variacion en la vegetacion por region, sin embargo, el
sureste y norte fueron similares ya que se encontrg a la especie P. piscipula en ambas
regiones. Esto se confirma en el ACP, ambas regiones se encontraron en el eje positivo
y compartieron algunas especies, como B. simaruba, L. longistylus y P. piscipula.
Asimismo, ambas regiones tienen un alto grado de conservacion, ya que la region sureste
se ubica en areas adyacentes a la Reserva de la Biosfera de Calakmul (Bohn et al., 2014)
y la Norte a la Reserva de la Biosfera de los Petenes (Pat-Fernandez et al., 2018). Por el
contrario, las regiones Noreste y Oeste se encuentran en &reas agricolas (Martinez-
Véasquez, 2019). Tambien, es interesante notar las diferencias en el origen floral entre los
sitios de muestreo, cuando no se registran actividades antropicas se observa una mayor
diversidad de recursos florales y esto se puede corroborar ya que las regiones Sureste y
Norte presentaron los valores mas altos en el indice de Shannon-Wiener (2.51 y 2,55,
respectivamente) en comparacién con las regiones Noreste y Oeste (2,17 y 2,06,

respectivamente).

Por lo tanto, los resultados obtenidos indicaron que M. beecheii es considerada una
especie polilectica o generalista como lo reportaron previamente Lopez-Roblero et al.
(2021). Sin embargo, hay especies constantes en diferentes proporciones en las
muestras, tales como B. simaruba, L. longistylus, P. piscipula, Mimosa y Senna. Esto
puede resultar contradictorio, pero segun Roubik & Villanueva-Gutiérrez (2009), los
generalistas pueden especializarse en cierto grado. Las ASA, aunque son generalistas
en la busqueda de recursos, tienden a visitar constantemente las mismas especies de
flores, particularmente aquellas con flores que ofrecen grandes recompensas energéticas
(Momose et al.,, 1998). Esto se puede corroborar, ya que las diferentes regiones
presentaron valores medianos en el indice de Simpson, lo que indica una dominancia
media de las especies. Ademas, en este trabajo, M. beecheii recolect6 una diversidad de
plantas de la vegetacion nativa, no se encontraron plantas forrajeras cultivadas como lo
reportaron previamente Alvarez-Suarez et al. (2018) y Lopez-Robledo et al. (2021). Esto

sugiere una relacion estrecha entre M. beecheii y la flora nativa
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1.7 CONCLUSION

Las mieles de M. beecheii colectadas en las cuatro regiones del estado de Campeche,
evidencian que visito diversos recursos florales. Con un total 69 tipos de polen albergados

en 24 familias. La principal familia visitada fue la Fabaceae.

Los tipos polinicos mas predominantes en todas las muestras fueron B. simaruba, L.
longistylus, P. piscipula, S. pallida y S. racemosa. Sin embargo, M. beecheii puede
expandir o alterar sus nichos de alimentacién, segun la disponibilidad de recursos, ya que
se encontrd una mediana variabilidad de recursos florales por region geografica, segun
los valores obtenidos en el indice de diversidad de Shannon-Wiener y en el indice de
Simpson. Los resultados encontrados permiten proponer a M. beecheii como una abeja
poliléctica, debido a sus preferencias floristicas heterogéneas, resultando en mieles
monoflorales y multiflorales con preferencia por el estrato arbéreo y herbaceo en la
vegetacion. La ASA M. beecheii, mostré6 mayor preferencia con la vegetacion nativa, lo

gue evidencia su estrecha relacion con la misma.
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CAPITULO IIl. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS, COMPOSICION QUIMICA,
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y CITOPROTECTORA DE LA MIEL DE MELIPONA
BEECHEII DE DIFERENTES REGIONES DEL ESTADO DE CAMPECHE

2.1 RESUMEN

La miel de Melipona beecheii, tiene una gran relevancia en la peninsula de Yucatan,
especialmente en el estado de Campeche, al ser de gran importancia en la cultura maya
por las diversas propiedades medicinales que se le atribuyen (cicatrizante, antibacteriano,
antioxidante, etc.). Se analizaron 16 muestras miel de M. beecheii de cuatro regiones del
estado de Campeche. Se determinaron sus caracteristicas fisicoquimicas de pH (3.01-
3.87), humedad (21.33-28.50%), solidos solubles (69.17-76.50 Brix) y color (33.82-523.99
mm Pfund). En la composicion quimica se determin6 el contenido de fenoles (76.79-
736.67 CTF mg GAE/100gmiel), flavonoides (0.27-3.22 CTFv mg QE/100g miel), se
cuantificd el contenido de compuestos equivalentes de acido ascorbico (13.77-116.66
CAEA mg AA/100g miel) y capacidad antioxidante mediante el ensayo DPPH (20.03-
168.99 %CRL). En la linea celular Vero se llevd acabo la determinacion del efecto
citotoxico (105.60-369.10 CCso mg mL, Vero), y la evaluacion del efecto citoprotector,
el cual se realiz6 induciendo dafio mediante H202, observando que el efecto citoprotector
fue dependiente de la concentracion de la miel. Con todo ello se realizé una correlacion
de Pearson, encontrando una correlacion entre los pardmetros de color, contenido de
fenoles, flavonoides, contenido equivalente de acido ascérbico, capacidad antioxidante y
efecto citoprotector. Se caracterizé el perfil de flavonoides de las muestras MC3, MC?7,
MC8 y MC12 las cuales resultaron ser las mejores muestras de cada regiéon mediante
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC por sus siglas en inglés) encontrando
naringina, miricetina, luteolina, quercetina apigenina y kaempferol. Las muestras MC8 y
MC12 fueron las muestras con mayores valores de color, contenido de fenoles,
flavonoides, capacidad antioxidante y efecto citoprotector, también fueron las muestras

con mayor variedad y contenido de flavonoides.

Palabras clave: Melipona beecheii, lineas celulares, miel, citoproteccion, capacidad

antioxidante.
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2.2 ABSTRACT

Melipona beecheii honey is highly relevant in the Yucatan Peninsula, especially in the
state of Campeche, as it is of great importance in the Mayan culture due to the various
medicinal properties attributed to it (healing, antibacterial, antioxidant, etc.). Sixteen
samples of M. beecheii honey from four regions of the state of Campeche were analyzed.
Their physicochemical characteristics of pH (3.01-3.87), humidity (21.33-28.50%), soluble
solids (69.17-76.50 Brix) and color (33.82-523.99 mm Pfund) were determined. In the
chemical composition, the content of phenols (76.79-736.67 CTF mg GAE/100g honey),
flavonoids (0.27-3.22 CTFv mg QE/100g honey), the content of equivalent compounds of
ascorbic acid (13.77-116.66 CAEA mg AA/100g honey) and antioxidant capacity by DPPH
assay (20.03-168.99 % CRL). In the Vero cell line was carried out, the determination of
the cytotoxic effect (105.60-369.10 CCso mg mL, Vero), and the evaluation of the
cytoprotective effect, which was carried out by inducing damage through H202, observing
that the cytoprotective effect was dependent on the concentration of honey. With all this,
a Pearson correlation was carried out, finding a correlation between the parameters of
color, content of phenols, flavonoids, equivalent content of ascorbic acid, antioxidant
capacity and cytoprotective effect. The flavonoid profile of samples MC3, MC7, MC8 and
MC12 was characterized, which turned out to be the best samples of each region by high
performance liquid chromatography (HPLC) finding naringin, myricetin, luteolin, quercetin
apigenin and kaemferol. The MC8 and MC12 samples were the samples with the highest
values of color, phenol content, flavonoids, antioxidant capacity and cytoprotective effect,

they were also the samples with the greatest variety and flavonoid content.
Keywords: Melipona beecheii, cell lines, honey, cytoprotection, antioxidant capacity.
2.3 INTRODUCCION

La miel es un producto natural producido por las abejas a partir del néctar y la exudacion
de las plantas que colectan, procesan y transforman mediante sus secreciones
enzimaticas (Ahmed et al.,, 2018). Se han descrito en su composicidbn quimica
aproximadamente 181 compuestos entre ellos: proteinas (0.5%), minerales y vitaminas

(0.004-0.2%), enzimas, azUcares (60-85%), agua (12-23%), compuestos volatiles,
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fenoles y flavonoides. Asi mismo, la miel ha sido usada en la medicina tradicional como
remedio para atender problemas de salud como: quemaduras, cataratas, Ulceras,
diabetes y cicatrizacién de heridas asociadas a diabetes (Alam et al., 2014; Liyanage &
Mawatha, 2017). En la actualidad, diversos estudios han demostrado que los principales
responsables del efecto terapéutico de la miel son los compuestos fendlicos (acido galico,
acido ferulico, acido elagico, acido sinrigico, &cido vanilico y &cido cafeico) y flavonoides
(kaempferol, quercetina, crisina, pinobanksina, luteolina, apigenina, pinocembrina,
genisteina, hesperetina), ya que poseen potente actividad antioxidante (Ahmed et al.,
2018). De igual manera, se ha descrito que el efecto antioxidante de la miel (asociado a
su contenido de fenoles y flavonoides) puede ocurrir de dos maneras, la primera, por una
interaccion directa de los compuestos antioxidantes con los radicales libres (RL) (proceso
conocido como captura de RL) y, la segunda, mediante la modulacion del sistema de
defensa enzimético celular; cualquiera que sea el mecanismo de accion, este se vera

reflejado en una proteccion de las células ante el dafio oxidativo (Ahmed et al., 2018).

En este contexto, el estado de Campeche es una de las principales regiones productoras
de miel en México, en particular la miel producida por la ASA M. beecheii (Pat-Fernandez
et al., 2018). La miel de esta ASA, ha sido empleada (desde tiempos de la civilizacion
maya) por los habitantes de esta region del sureste mexicano, como remedio contra
enfermedades del sistema respiratorio (tos, laringitis, sinusitis y bronquitis), digestivo
(disenteria, gastritis y Ulceras) y sensorial (cicatrizacion en la piel e infecciones en la piel,
0jos, oidos, boca, lengua, encias y los dientes) (Ocampo-Rosales, 2013; Cauich-Kumul
et al., 2015; Ortiz-Vazquez et al., 2016; Quezada-Euan, 2018). Debido a los mdltiples
efectos benéficos de la miel de M. beecheii, en los ultimos afios, ha habido un creciente
interés en determinar su composicién quimica y sus efectos farmacolégicos. En este
sentido, se ha reportado su actividad antibacteriana (Alvarez-Suarez et al., 2018),
antifangica (Albores-Flores et al., 2018), antiinflamatoria (Ruiz-Ruiz et al., 2017),
principalmente su actividad antioxidante (Zamora et al., 2015; Ruiz-Ruiz et al., 2017,
Alvarez-Suarez et al., 2018). Los reportes de la actividad antioxidante de la miel de M.
beecheii, se han realizado a partir de extractos organicos derivado de ella 'y no de la miel.
De igual forma, gran parte de los ensayos han sido realizados empleando técnicas como:

2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), capacidad antioxidante para reducir el ion férrico
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(FRAP), 2,2"-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS) y capacidad de
absorcion de radicales de oxigeno (ORAC) (da Silva et al., 2013; Sousa et al., 2016;
Biluca et al., 2017; Ruiz-Ruiz et al., 2017; Ruiz-Ruiz et al., 2018). Estos ensayos son de
gran utilidad para realizar el tamizaje primario de posibles alimentos y compuestos con
potencial antioxidante y proporcionan datos valiosos y utiles. Sin embargo, las
evaluaciones en sistemas biolégicos ofrecen informacion mas exacta en relacion a su
posible efecto farmacologico. En este entendido, los modelos murinos y humanos son el
sistema ideal para realizar las avaluaciones, a pesar de ello, este tipo de experimentacion
es costosa y requieren de un tiempo prolongado. Por lo tanto, los modelos en lineas
celulares son una opcién mas econdmica, relativamente rapida y, ademas, abordan
algunos parametros farmacoldgicos, como la absorcién, distribucion y metabolismo (Liu
& Finley, 2005; Wolfe et al., 2007; Lopez-Alarcon et al., 2013; Amorati et al., 2015).

Adicional a lo mencionado, también se ha descrito que la composicion quimica de la miel
se encuentra fuertemente relacionado con la especie de abeja, origen geografico y
boténico, lo cual le confiere caracteristicas muy particulares como son: sabor, olor, color,
acides, humedad, y por lo tanto, su efecto terapéutico (Mohammed et al., 2020). En este
contexto, el estado de Campeche, tiene la mayor extension de areas naturales protegidas
después de Baja California Sur (Smardon y Faust, 2006). Cuenta con una gran diversidad
de especies vegetales néctar-poliniferas y es una de los estados de mayor produccién
de miel de M. beecheii (Pat-Fernandez et al., 2018). Sin embargo, no se encontro
evidencia del efecto que pudiera tener el origen geogréfico de la miel sobre la
composicién quimica, propiedades fisicoquimicas, actividad antioxidante y efecto
citoprotector de la miel de M. beecheii del estado de Campeche. Por lo que los objetivos
de este capitulo del trabajo de tesis fue determinar las caracteristicas fisicoquimicas de
la miel, el contenido total de compuestos fendlicos y flavonoides, el porcentaje de captura
de RL, el efecto citotdxico y la seguridad, el efecto citoprotector y el perfil de compuestos
flavonoides de las muestras de miel de M. beecheii colectadas en diferentes regiones del

estado de Campeche.
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2.4 MATERIALES Y METODOS
2.4.1 Colecta de las muestras de miel de Melipona beecheii

En total se analizaron 16 muestras de miel de M. beecheii provenientes de cuatro
regiones del estado de Campeche, México, catalogadas como region sureste, noreste,
region oeste y region norte (Cuadro 7). Cada una de las muestras fueron tomadas
directamente de los nidos utilizando pipetas tipo Pasteur estériles e inmediatamente
fueron depositados en tubos de polipropileno estériles. Las muestras fueron
transportadas al laboratorio para su resguardo a temperatura ambiente y ausencia de luz

hasta su analisis.
2.4.2 Andlisis fisicoquimicos
2.4.2.1 Determinacion del pH

El pH se determin6 con un medidor de pH (HACH sensién+pH3) siguiendo el
procedimiento descrito por la Asociacion oficial de colaboracion analitica internacional,
(AOAC por sus siglas en inglés, Asssociation of Offcial Analytical Collaboration
International). Para ello, se pesaron 10 g de cada una de las muestras de miel y se
disolvieron en 75 mL?! de agua destilada usando un agitador magnético, e
inmediatamente se midi6 el pH. Los resultados son expresados como la media + la

desviacion estandar de tres experimentos independientes.
2.4.2.2 Contenido de humedad y solidos solubles totales (aztcares)

Ambos parametros fueron determinados directamente usando un refractémetro portatil,
con compensacion de temperatura 20°C (ATAGO, ATC-IE, Japan). Los resultados son
expresados como la media * la desviacion estandar de tres experimentos

independientes.
2.4.2.3 Determinacion del color

La escala Pfund fue usada para la determinacion del color de la miel. Para ello se preparé
una solucion acuosa 50% (p/v) de cada una de las muestras de miel y seguidamente

fueron centrifugadas a 3200 rpm por 5 minutos. Al sobrenadante obtenido se le determiné
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la absorbancia a 635 nm. Las unidades de absorbancia se convirtieron en mm en la

escala de Pfund empleado la siguiente ecuacion (Albu et al., 2021).
Pfund (mm) =-38.7 + 371.39 X Abs

En el que Pfund= color de la miel en escala Pfund (mm); Abs= valor de la absorbancia de

la muestra a 635 nm.

En funcién de la escala Pfund la miel puede categorizarse de la siguiente manera: entre
0-8 mm como blanco agua, entre 9-16 mm extra blanco, de 17-34 mm blanco, de 35-50
mm ambar extra claro, de 51-84 mm ambar claro y de 84-114 mm ambar y de 115-140
ambar oscuro (SADER, 2020).

2.4.3 Andlisis de la composicion quimica
2.4.3.1 Determinacion del contenido total de fenoles (CTF)

El ensayo se realiz6 con base a lo descrito por Cao et al. (2020) con modificaciones. Para
ello 20 pL de una solucién de miel (0.1g/ mL1) previamente filtrada se transfiri6 en una
placa de 96 pozos. Posteriormente, se adicion¢ el reactivo de Folin-Ciocalteu (1:3 w/v) e
inmediatamente se agregé Na2COs al 7.5%. Por ultimo, se adicionaron 40 pL de agua
ultrapura, la mezcla se incub6 por 60 min en oscuridad y finalmente, se determiné la
absorbancia a 765 nm en un lector de placas. El CTF se estim6 mediante la construccion
de una curva de calibracién usando como estandar acido galico (10-100 pug/ mL1). EI CTF
fue expresado como miligramos equivalentes de acido galico (GAE) por 100 g de miel

usando la siguiente ecuacion:

mgGAE) C.c4xVxDFx100

CTF =
( 100g

" peso muestra de miel g

Caa: concentracion de la muestra extrapolada en la curva estandar de acido galico (mg

mL-1), V: volumen de la solucién de miel (mLt), DF: factor de dilucién.
2.4.3.2 Determinacion del contenido total de flavonoides (CTFv)

Se utilizé el método de cloruro de aluminio descrito por Harif Fdzilah et al. (2017). Para
ello, 20 pL de una solucién de miel (0.1g/ mLt) previamente filtrada, fue transferida en
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una placa de 96 pozos. Posteriormente, se adiciond cloruro de aluminio al 3% y se incub6
por 10 min. Pasado este tiempo, se determiné la absorbancia a 415 nm. Se construyo
una curva de calibracién usando como estandar quercetina (5-25 pg/ mL™Y). Los
resultados se expresaron como miligramos equivalentes de quercetina (QE) por 100 g de

miel usando la siguiente ecuacion:

mgQE) C.oexV x DF x100

TF -
¢ v( 100g

 pesomuestra de miel g

Cqe: concentracion de la muestra extrapolada en la curva estandar de quercetina (mg

mL-1), V: volumen de la solucién de miel (mL?), DF: factor de dilucién.
2.4.3.3 Determinacion de la capacidad antioxidante libre de células

Para la determinacion de la capacidad antioxidante, se utiliz6 el ensayo del 2,2-difeil-1-
picrilhidrazilo (DPPH) descrito por Chale-Dzul et al. (2017). Se tomaron 100 pL de una
solucién de miel (0.1 g/ mL1) previamente filtrada, la cual fue transferida en una placa de
96 pozos y se le agreg6 100 pL del reactivo DPPH 300 pM y se incub6 durante 30 min,
finalmente la absorbancia se determind a 517 nm. Se construyd una curva de calibracion
usando como estandar acido ascorbico. Los resultados son expresados como: capacidad
antioxidante en miligramos equivalentes de acido ascoérbico (CAEA) por 100 g de miel y
como porcentaje de captura de RL empleando las ecuaciones que se describen a

continuacion:

C (mgCAEA) C.aaxVxDFx100

100g - peso muestra de miel g

Caa: concentracion de la muestra extrapolada en la curva de acido ascérbico (mg mL™?),

V: volumen de la solucién de miel (mL?), DF: factor de dilucion.

1—(Abs muestra— Abs blanco de muestra)

% captura de radicale libres = 1 — x100

Abs reactivo

Donde Abs muestra: muestra + DPPH, Abs blanco de muestra: muestra sola, Abs

reactivo: solo DPPH.
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2.4.3.4 Obtencién el extracto rico en flavonoides

La extraccion se realizé de acuerdo a la metodologia descrita por Ferreres (1994) y Yao
et al. (2003) con ligeras modificaciones. Cincuenta gramos de miel fueron mezclados con
cinco partes de agua acidulada (pH 2) y disueltos con un agitador magnético a
temperatura ambiente, hasta obtener una mezcla fluida, e inmediatamente fue filtrada
con algoddn para remover las particulas de gran tamafio. El filtrado se mezclé con 100 g
de Amberlita XAD-2 (tamafio del poro 9 nm, tamafio de particula 0.3—1.2 mm) con la
ayuda de un agitador magnético durante 10 min. La mezcla con Amberlita se vertio en
una columna cromatogréafica. La columna fue eluida con 125 mL* de agua acidulada, y
posteriormente, con 150 mL*' de agua destilada, para remover azlcares y otros
constituyentes polares (Yao et al.,, 2003). Los flavonoides absorbidos en la columna
fueron eluidos con 200 mL* de metanol o hasta que la columna no presentara color. La
solucion metandlica obtenida fue concentrada a presion reducida a 40 °C en un
evaporador rotatorio. El extracto concentrado fue resuspendido con 5 mL?! de agua
destilada y fraccionado con éter etilico (5 mL™?) por 3 veces. El extracto obtenido de la
fraccion etérea fue concentrado y almacenado a 4°C en ausencia de luz hasta ser

inyectado en el equipo de Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (CLAE).

2.4.3.5 Determinaciéon del perfil de flavonoides en las muestras de miel de M.

beecheii

La determinacion del perfil de flavonoides se realiz6 por CLAE, con base a lo descrito por
Cheung et al. (2019), con algunas modificaciones. El analisis fue realizado en un equipo
Thermo Scientific Dionex UltiMate 3000, equipado con bomba cuaternaria,
automuestreador y arreglo de diodos UV/VIS. La separacién cromatografica se realizé a
temperatura ambiente usando una columna Betasil C18 (150 mm x 4.6 mm, 3 um)
acoplada a una precolumna (Zorbax Extended C18, Agilent, 4.6 mm x 12.5, 3.5 um). Las
muestras y los estandares fueron filtrados usando una membrana de nylon de 0.45 pum
(Millipore). El volumen de inyecciéon de las muestras (concentraciéon: 100 pg/ mL?) y la
mezcla de estandares (25 pg/ mL™?) fue de 20 pL. Como fase movil se utilizé una solucién
de 2.0% (v/v) de acido acético (solvente A) y acetonitrilo (solvente B). El perfil de elucion

inicio con 10% de B que posteriormente, incrementd a 30% de 0 a 20 minutos.
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Seguidamente el solvente B incrementd a 40% de 20 a 30 minutos y finalmente, a 50%
de 30 a 50 minutos. El flujo utilizado fue de 1 mL-Y/min. La deteccion fue realizada a una
longitud de onda entre 256 a 350 nm. La presencia de los flavonoides en las muestras
fue identificada en comparaciéon con los tiempos de retencidon de los estandares. Para la
cuantificacion, se construy6 una curva de calibracion usando cada uno de los estandares
de flavonoides, la cual se construyé a las concentraciones de 25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,56,
0,78 pug/ mL2.

2.4.4 Determinacion del efecto citoprotector de las muestras de miel de M. beecheii
2.4.4.1 Preparacion de las muestras de miel

Previo a la evaluacioén en lineas celulares, se pes6 1 g de cada una de las muestras de
miel de M. beecheii y se diluyeron con 1 mL* de medio de cultivo sin suero fetal bovino
(SFB), seguidamente se filtr6 con una membrana de nitrocelulosa de 0.22 uM (solucién
madre). La solucion madre fue utilizada para preparar la concentracion requerida para

los ensayos en lineas celulares.
2.4.4.2 Condiciones estandares de cultivo celular

La evaluacion del efecto citoprotector se realiz6 en la linea celular de rifiédn de mono verde
africano (Vero, ATCC-CCL-81). Para ello las células Vero fueron cultivadas en cajas de
cultivo de 75 cm? (Costar) usando Medio Esencial Minimo (MEM, GIBCO) suplementado
con 10% v/v de SFB, 100 U/ mL? de penicilina y 100 pg/ mL* de estreptomicina, e
incubadas 37 °C en una atmosfera con 5% de CO2y 95% de humedad, por un periodo
de 24 h o hasta la formacion de una monocapa. Las células fueron subcultivadas cada 5

dias, empleando una solucion de tripsina-EDTA para desprenderlas.
2.4.4.3 Determinacion del efecto citotoxico

El efecto citotoxico de las muestras de miel M. beecheii, se determiné en la linea celular
Vero. Esta linea fue cultivada a una densidad de 5 x102 células por pozo en microplacas
de 96 pozos e incubadas bajo las condiciones descritas en la seccién 2.4.4.2.
Transcurridas las 24 h las células fueron tratadas con concentraciones crecientes (7.81,
15.62, 31.25, 62.5, 125, 250 y 500 mg mL!) de cada una de las muestras de miel de M.
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beecheii e incubadas por 48 h. Finalizada la incubacion de las células, se determiné el
namero de células viables, y la concentracion citotoxica (CCso) de cada una de las
muestras de miel de M. beecheii empleando el ensayo de sulforodamina B (SRB).

2.4.4.4 Ensayo colorimétrico de SRB

La SRB es un colorante rosa brillante de aminoxanteno, con capacidad de unirse
electrostaticamente a los residuos de aminoacidos de las proteinas. Dicho ensayo
determina la viabilidad celular, mediante una relacion directamente proporcional entre el
namero de células vivas y la intensidad del color. La prueba de SRB se realizé de la
siguiente manera: posterior al tratamiento de 48 h, se retir6 el medio de cultivo a cada
una de las placas de 96 pozos y se adiciond, &cido tricloroacético (TCA) al 10% vi/v.
Posteriormente, se incubd a 4°C por 30 min y finalizado el tiempo, se retiré el
sobrenadante y las placas se dejaron secar a temperatura ambiente. Seguidamente, se
agregl a cada pocillo SRB (0.1% v/v en acido acético al 1% v/v), se incubd por 30
minutos, se retird el sobrenadante, y se realizaron tres lavados con acido acético al 1%.
Finalmente, la tincidén se solubilizé usando una solucion Tris-Base a 10 mM y se midi6 la
densidad Optica de la disolucibn a 565 nm en un lector Thermo scientific (Vichai y
Kirtikara, 2006). Como control negativo se emplearon células tratadas Unicamente con el
medio de cultivo y como control positivo se empled docetaxel. La viabilidad celular se

determiné empleando la siguiente formula:

Abs de la muestra

% viabilidad celular = Abs control negativo x 100

Los porcentajes de viabilidad celular fueron empleados para realizar los calculos de la
CCso utilizando el programa GraphPad Prism 9.0.2 Software (USA).

2.4.4.5 Determinacion del efecto citoprotector

Las células Vero fueron cultivadas bajo las mismas condiciones descritas en la seccion

2.4.4.2. Posteriormente se trasfirieron 5x102 células por pozo en microplacas de 96 pozos

y se incubaron por 24 h, o hasta alcanzar una confluencia del 80 al 90%. Seguidamente,

se remplazo el medio por medio de cultivo fresco, se afiadieron las muestras de miel (12.5

mg mL?) y se indujo dafio oxidativo con peréxido de hidrogeno 10 mM por 3 h.
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Posteriormente, se determiné el porcentaje de citotoxicidad mediante el ensayo
colorimétrico de SRB y empleando la siguiente formula.
Abs de la muestra

% de citotoxicidad = 100 — Abs control negativo x 100

Como control negativo se emplearon células tratadas anicamente con el medio de cultivo,
como control de dafio (control positivo) células tratadas con H202 10 mM y como control
de proteccion silimarina (Sili) a una concentracién de 15.62 pg/ mL™* + H202 10 mM. Cada

experimento se realizd por triplicado.
2.4.4.6 Andlisis estadisticos

Los resultados se expresaron como la media + la desviacion estandar (SD) de tres
experimentos independientes. El analisis de varianza de una via (ANOVA) fue empleado
para determinar la diferencia de medias entre los parametros fisicoquimico, quimicos,
actividad antioxidante y efecto citoprotector de las distintas muestras de miel. La
significancia entre las medias fue determinada con una prueba a posteriori de Tukey con
un nivel de confianza del 95%. Un analisis de correlacion bivariado fue empleado para
calcular la relacién entre los diversos parametros. Los resultados se expresaron como
coeficientes de correlacion de Pearson (r). La correlacion de Pearson es un valor entre -
1y +1 que mide el grado de relacion lineal entre dos parametros. Un valor de correlacion
positivo, indica una relacion lineal positiva (incremento), mientras que un valor negativo
indica una relacién lineal negativa (disminucién). Los valores de CCsp fueron calculados
usando curvas de ajuste de dosis respuestas no lineales. El andlisis de componentes
principales (PCA) fue empleado para clasificar a las muestras de miel con base a sus
propiedades fisicoquimica, quimicas y actividad antioxidante. Todos los analisis fueron
realizados utilizando el programa GraphPad Prism Ver 9.0.2 (GraphPad Software Inc., La

Jolla, CA USA). Valores de P< 0.05 fueron considerados significativos.
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2.5 RESULTADOS
2.5.1 Andlisis fisicoquimicos
2.5.1.1 Valores de pH

Las 16 muestras analizadas presentaron un valor maximo de pH de 3.87 + 0.02, en tanto
que el valor medio y minimo fue de 3.46 £ 0.22 y 3.01 £ 0.20, respectivamente (Cuadro
9). Los resultados permitieron observar que la muestra MC3 (monofloral) colectada en la
region sureste fue la que presento el mayor valor de pH, pero no mostro significancia con
las muestras MC2, MC9, MC11 y MC12. La muestra con el valor mas bajo de pH
correspondiéo a la MC14 (multifloral) colectada en la region norte del estado de
Campeche, sin embargo, no presenté diferencias significativas con MC1 y MC5. Por otra
parte, considerando las 16 muestras colectadas como el 100%, el porcentaje de muestras
con pH alto se distribuy6 de la siguiente manera: 12.5% en el sureste, 6.25% en el oeste
y 12.5% en el norte. Las muestras con valores de pH bajo se distribuyeron de la siguiente
manera: 6.25%, tanto para la regidén sureste, noreste y norte. En tanto que el porcentaje
de distribucion de las muestras con pH de las muestras restantes (pH intermedio) se
agruparon como se describe a continuacion: 6.25% en el sureste, 12.5% en el noreste,

6.25% en el oeste y el 25% en el norte.
2.5.1.2 Contenido de humedad

En relacion a los valores de humedad se observo un valor maximo de 28.50 + 0.00, un
valor promedio de 24.51 + 2.17, y un valor minimo de 21.33 + 0.29 (Cuadro9). En relacion
a los valores anteriores, se pudo determinar que la muestra con mayor humedad fue la
MC14 (monofloral) colectada en la regiébn norte, esta muestra presentd diferencia
estadisticamente significativa (P<0.05) en comparacion con las 15 muestras restantes.
Las muestras MC4 (monofloral) de la region sureste y MC8 (multifloral) colectada en la
region oeste, fueron catalogadas con menor humedad, no se observaron diferencias
significativas entre ellas, pero si con respecto a las demas muestras. El porcentaje de
muestras con alta humedad se distribuyd de la siguiente manera: 6.25% en el norte,
humedad baja: 6.25% tanto para el sureste y oeste. Y las muestras restantes (humedad
media): 18.75% sureste, 18.75% noreste, 6.25% oeste y 37.5% norte,
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2.5.1.3 Solidos solubles totales (SST)

En relacion al contenido SST expresado como grados Brix, se reportd un valor maximo
de 76.50 £ 0.00, en tanto que el valor medio y minimo oscilé entre 73.83 + 2.19 y 69.17
+ 0.29, respectivamente (Cuadro 9). La muestra MC8 (multifloral) fue la que presento el
mayor contenido de SST, sin embargo, no presentd significancia con la muestra MC2
colectada en el sureste. La muestra MC14 (monofloral) present6 el valor mas bajo de
SST y fue significativamente diferente en relacion a las 15 muestras restantes (P<0.05).
El porcentaje de muestras con mayor contenido de SST se distribuyé de la siguiente
manera: 6.25% tanto para la region oeste y sureste, contenido bajo: 6.25% para la region
norte. El resto de las muestras (contenido medio de azucar): 18.75% para el sureste y
noreste, 6.25% para el oeste y 37.5% para la region norte.

2.5.1.4 Color

Del total de muestras analizadas se observé un valor maximo de 523.99 + 1.66, un valor
medio y minimo de 132.56 + 122.77 y 33.82 £+ 1.92, respectivamente (Cuadro 9). En
funcién de los datos anteriores podemos observar que la muestra con mayor color fue la
MC12 (multifloral), la cual fue significativamente diferente en relacion a las 15 muestras
restantes (P<0.05). En tanto que, las muestras MC1 (multifloral) y MC4 (monofloral)
presentaron la menor coloracion, no observando diferencias significativas entre ambas
muestras. El porcentaje de muestras con mayor color se distribuyé de la siguiente
manera: 6.25% en la region norte, muestras con menor color quedaron ubicadas en la
region sureste, representando el 12.5%. En tanto que, las muestras restantes (color
medio) quedaron distribuidas de la siguiente manera: 12.5% en el sureste, 18.75% en el
noreste, 12.5% en oeste y 37.5% en la regién norte. Adicionalmente, los resultados
mostraron que, del total de muestras analizadas 6.25% fue catalogada como blanco
(MC1), 18.75% como ambar extra claro (MC4-MC6), 18.75% ambar claro (MC10, MC13
y MC14), 18.75% ambar (MC2, MC15 y MC16) y el 37.5% como ambar oscuro (MC3,
MC7, MC8, MC9, MC11 y MC12) (Figura 8).
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Figura 8. Porcentaje de las muestras de miel de M. beecheii clasificadas en funcion de la escala
Pfund.
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Cuadro 9. Pardmetros fisicoquimicos de la miel de M. beecheii, colectada en diferentes regiones del estado de Campeche, México

Region/Localidad Muestra pH Humedad (%) SST (°Brix)  Color (mm Pfund)
Sureste

20 de noviembre, Calakmul MC1Mu 3.22 + 0.02fg 25.17+£0.29e  73.17 £0.29¢g 33.82 +1.92k
20 de noviembre, Calakmul MC2 Mu 3.57 £ 0.02abcde 22.50 £ 0.00h 76.17 £ 0.29ab 95.93 + 0.96f
20 de noviembre, Calakmul MC3 Mo 3.87 £ 0.02a 24.50 £ 0.00f  74.00 £ 0.00f 152.48 £ 1.92e
La lucha I, Calakmul MC4 Mo 3.39 £ 0.03cdef 21.33+£0.29i 75.00 + 0.00d 38.81 £ 0.96k
Noreste

Xcalot Akol, Hopelchén MC5 Mu 3.28 £ 0.09efg 23.17£0.29g 75.50 + 0.00c 47.13 £ 2.54]
Ich ek, Hopelchén MC6 Mu 3.34 £ 0.03def 26.17 £ 0.29c  72.00 + 0.00i 44.36 £ 1.92 |
San Antonio, Hopelchén MC7 Mo 3.53 + 0.11bcde 25.50 £ 0.00de 72.50 £+ 0.00h 148.60 + 0.96e
Oeste

Sihochac, Champotén MC8 Mu 3.55+0.01bcde 21.33+£0.291 76.50 £ 0.00a 229.83 £ 0.27c
Sihochac, Champotén MC9Q Mu 3.59 +0.25abcd 22.50 £ 0.00h  76.00 = 0.00b 168.01 + 1.66d
Norte

Pucnachen, Calkini MC10 Mo 3.55+0.0lbcde 23.17+£0.29g 75.83 +0.29bc 81.51 + 1.66h
Tankuché, Calkini MC11 Mo 3.75+0.01ab 23.50£0.00g 74.50 = 0.00e 243.42 + 0.96b
Santa Maria, Calkini MC12 Mu 3.66 + 0.02abc 23.33+0.29g 75.50 + 0.00c 523.99 + 1. 66a
Sahcabchén, Calkini MC13 Mo 3.36 + 0.05def 27.00 £ 0.00b  71.00 + 0.00j 83.17 + 0.969g
Tankuche, Calkini MC14 Mo 3.01 £ 0.20g 28.50 £ 0.00a 69.17 +0.29k 55.45 + 1.66hi
Pucnachen, Calkini MC15Mu 3.40 £ 0.17cdef 26.00 £ 0.00cd 73.50 + 0.00g 87.61 +1.92¢g
Santa Maria, Calkini MC16 M 3.51 + 0.02bcdef 27.00 +0.00b  71.00 + 0.00j 94.82 + 2.54f
Promedio 3.46 24.51 73.83 132.56
Méaximo 3.87 28.50 76.50 523.99
Minimo 3.01 21.33 69.17 33.82
Desv.est 0.22 2.17 2.19 122.77

SST: sélido solubles totales; Mo: monofloral; Mu: multifloral con predominancia de. MC1: Pimienta dioica y Piscidia piscipula; MC2: Senna racemosa
y Viguiera dentata; MC3: Bursera simaruba; MC4: Piscidia piscipula; MC5: Piscidia piscipula y Viguiera dentata); MC6: Senna racemosa Yy
Lonchocarpus longistylus; MC7: Senna racemosa; MC8: Mimosa bahamensis y Senna racemosa; MC9: Senna racemosa y Senna pallida; MC10:
Senna pallida; MC11: Lonchocarpus longistylus; MC12: Bursera simaruba y Lonchocarpus longistylus; MC13: Senna villosa; MC14: Piscidia
piscipula; MC15: Waltheria communis, Senna racemosa y Lonchocarpus longistylus; MC16: Mimosa bahamensis y Lonchocarpus longistylus.
Medias con la misma letra por columna no son estadisticamente diferentes (Tukey, a = 0.05).
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2.5.2 Andlisis Quimico
2.5.2.1 Contenido total de fenoles (CTF)

En relacion al contenido total de fenoles expresado como mg de acido galico /100g de
miel, se observo un valor médximo de 736.67 + 4.17, un valor medio y minimo de 232.01
+ 186.16 y 76.79 £ 1.06, respectivamente (Cuadro 10). La muestra con el mayor CTF
correspondio a la MC12 (multifloral) mostro diferencia estadistica significativa en relacion
a las 15 muestras restantes (P<0.05). En tanto que las muestras MC1 (multifloral), MC4
(monofloral), MC5 (multifloral) y MC6 (multifloral) presentaron los valores mas bajos de
CTF, no se observaron diferencias estadisticas significativas entre ellas. El porcentaje de
muestras con mayor CTF se encontrd en la region norte y represent6 el 6.25%, en tanto
qgue el porcentaje de las muestras con valor bajo de CTF quedaron distribuidos de la
siguiente manera: 6.25% en sureste y 12.5% en el noreste. Las muestras restantes
consideradas con valores medios CTF se distribuyeron de la siguiente manera: 18.75 %

en el sureste, 6.25% en oeste, 12.5% oeste y 37.5% en el norte.
2.5.2.2 Contenido total de flavonoides (CTFv)

En relacion al contenido total de flavonoides expresado como mg de quercetina /100g de
miel, se observé un valor maximo de 3.32 + 0.41, un valor medio y minimo de 0.94 £ 0.72
y 0.27 £0.01, respectivamente (Cuadro 10). La muestra con el mayor CFTv correspondio
al MC12 (multifloral) y fue estadisticamente significativa en relacion a las 15 muestras
restantes (P<0.05). En tanto que, las muestras MC1 (multifloral), MC2 (multifloral), MC4
(monofloral), MC5 (multifloral), MC6 (multifloral), MC9 (multifloral), MC10 (monofloral),
MC14 (monofloral), presentaron los valores mas bajos de CFTv, no presentaron
diferencias significativas entre ellas. La muestra con el mayor CFTv se ubicé en la region
norte y representd el 6.25%, en tanto que, el porcentaje de muestras los valores mas
bajos de CFTv quedaron distribuidos de la siguiente manera: 18.75% en el sureste y
12.5% en el noreste. 6.25% en oeste y 12.5% en el norte. Las muestras restantes,
consideradas con valores medios se distribuyeron de la siguiente manera: 6.25% tanto

para el sureste, noreste y oeste, y 25% en el norte.
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2.5.2.3 Capacidad antioxidante

En relacibn a la capacidad antioxidante expresada como equivalentes de &cido
ascoérbico/100g de miel (CAEA), se registré un valor maximo de 116.66 + 0.91 un valor
medio y minimo de 43.33 £ 27.34 y 13.77 £ 1.33, respectivamente (Cuadrol0). La
muestra con el mayor CAEA correspondié a la MC12 (multifloral) y presenté diferencia
estadisticamente significativa con relacién a las 15 muestras restantes (P<0.05). Las
muestras MC1 (multifloral), MC4 (monofloral), MC5 (multifloral) y MC6 (multifloral)
presentaron los valores mas bajos de CAEA, no mostraron diferencias significativas entre
ellas. La muestra con el mayor CAEA se encontré en la region norte y represento6 el
6.25%, en tanto que, el porcentaje de muestras con valores bajos CAEA quedaron
distribuidos de la siguiente manera: 12.5% tanto para el sureste y el noreste. Las
muestras con valores medios de CAEA se distribuyeron de la siguiente manera: 12.5%

en la region sureste, 6.25% en el noreste, 12.5% en el oeste y 37.5% en el norte.
2.5.2.4 Porcentaje de captura de radicales libres

Con relacion al porcentaje de captura de radicales libres (CRL) se observd un valor
maximo de 168.99 + 2.90 y un valor medio y minimo de 59.79 + 38.92 y 20.03 + 0.11,
respectivamente (Cuadrol0). La muestra con el mayor porcentaje de CRL fue
nuevamente la MC12 (multifloral) y fue diferente estadisticamente con relacion a las 15
muestras restantes (P<0.05). Las muestras MC1 (multifloral), MC4 (monofloral), MC5
(multifloral) y MC6 (multifloral) presentaron los porcentajes mas bajos de CRL, no
mostraron diferencias estadisticamente significativas entre ellas. La muestra con el mayor
porcentaje de CRL se encontrd en la region norte y represento el 6.25%, en tanto que, el
porcentaje de muestras valores bajos de CRL quedaron distribuidos de la siguiente
manera: 12.5% tanto para el sureste y el noreste. Mientras que, las muestras restantes
(valores medios de CRL) se distribuyeron de la siguiente manera: 12.5% en la region
sureste, 6.25% en el noreste, 12.5% en el oeste y 37.5% en el norte, y finalmente, con la
intencion de determinar la relacion entre los parametros: color, CTF, CTFv, CAEA Yy CRL,

se realizd el andlisis de correlacion lineal de Pearson (Cuadroll).
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Cuadro 10. Contenido de fenoles, flavonoides y efecto antioxidante de la miel de M. beecheii del estado de Campeche, México.

- , CTF mg CTFv mg CAEA mg CRL
Region/Localidad Muestra G AE/100gmiel  QE/100g miel  AA/100g miel %
Sureste
20 de noviembre, Calakmul MC1Mu 76.79 £ 1.06i 0.58 + 0.05e 16.40 £ 1.31g 24.73 £ 1.30g
20 de noviembre, Calakmul MC2 Mu 187.21+ 2.87¢g 0.37 £ 0.02e 32.94 + 1.86e 43.82 + 1.57e
20 de noviembre, Calakmul MC3 Mo 293.53 = 8.95d 1.21 £ 0.12bcd 51.63 £ 0.94d 68.13 = 1.30d
La lucha I, Calakmul MC4 Mo 80.83 + 3.06i 0.27 £ 0.01e 14.55 + 1.569 20.03 £+ 0.11g
Noreste
Xcalot Akol, Hopelchén MC5 Mu 80.71 £ 2.22i 0.56 £ 0.01e 13.77 +1.33¢g 20.24 + 1.57g
Ich ek, Hopelchén MC6 Mu 79.00 £ 2.78i 0.36 £ 0.04e 16.03 + 2.13g 21.58 + 2.55¢g
San Antonio, Hopelchén MC7 Mo 253.20 + 1.20e 1.06 + 0.09cd 47.97 £1.70d 64.52 + 2.77d
Oeste
Sihochac, Champotén MC8 Mu 471.44 £ 4.62c 1.11 + 0.06cd 82.37 £ 1.44b 117.18 +2.18b
Sihochac, Champoton MC9 Mu 192.43 + 1.84g 0.48 £ 0.04e 47.72 £2.13d 62.65 + 2.96d
Norte
Pucnachen, Calkini MC10 Mo 119.07 + 3.90h 0.41 £ 0.04e 33.45 £ 1.52e 43.85 £ 0.83e
Tankuché, Calkini MC11 Mo 488.10 £ 5.39b 1.36 £ 0.22bc 47.91 + 1.15d 62.57 + 1.57d
Santa Maria, Calkini MC12 Mu 736.67 +4.17a 3.22+0.41a 116.66 £ 0.91a 168.99 + 2. 90a
Sahcabchén, Calkini MC13 Mo 110.49 + 1.93h 1.08 + 0.10cd 32.37+1.73e 45.19 + 1.02e
Tankuche, Calkini MC14 Mo 118.94 + 1.22h 0.59 £ 0.04e 27.39 + 1.69f 36.28 £ 2.18f
Pucnachen, Calkini MC15Mu 217.08 = 0.60f 1.46 £ 0.14b 63.38 £ 0.29¢c 76.45 £ 2.32¢
Santa Maria, Calkini MC16 M 206.66 + 0.60f 0.95 + 0.06d 48.65 £ 1.45d 64.39 + 1.95d
Promedio 232.01 0.94 43.33 59.79
Maximo 736.67 3.22 116.66 168.99
Minimo 76.79 0.27 13.77 20.03
Desv.est 186.16 0.72 27.34 38.92

Mo: monofloral; Mu: multifloral; CTF: contenido total de fenoles; CTFv: Contenido total de flavonoides; CAEA: Capacidad antioxidante equivalentes
de &cido ascérbico; CRL: Captura de radicales libres: GAE: Acido galico, QE: Quercetina; AA: Acido ascorbico. Medias en la misma columna y que
comparten la misma letra son estadisticamente significativas P<0.05Medias con la misma letra por columna no son estadisticamente diferentes

(Tukey, a = 0.05).
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Los resultados mostraron una fuerte correlacion ente el color y el CTF (r=0.958. P<0.001),
CTFv (r=0.884. P<0.001), CRL (r=0.920. P<0.001) y el CAEA (r=0.898. P<0.001). Entre
el CTFy el CTFv (r=0.865. P<0.001), CRL (r=0.920. P<0.001) y CAEA (r=0.898 P<0.001),
de igual manera para CTFv con el CRL (r=0.881. P<0.001) y el CAEA (Cuadro 11).
Coeficientes de correlacion de Pearson (r) entre el color, CTF, CTFv, CRL, CAEAy CP,
de las muestras de miel de M. beecheii, colectadas en diferentes regiones del estado de
Campeche (r=0.874 P<0.001) y finalmente, entre el CRL y el CAEA (r=0.995P<0.001).

Cuadro 11. Coeficientes de correlacién de Pearson (r) entre el color, CTF, CTFv, CRL, CAEA y

CP, de las muestras de miel de M. beecheii, colectadas en diferentes regiones del estado de
Campeche

Parametros Color CTF CTFv CRL CAEA CP
Color 1.000

CTF 0.959™ 1.000

CTFv 0.884™ 0.865™  1.000

CRL 0.920™ 0.920™ 0.881™ 1.000

CAEA 0.898™ 0.909™ 0.874™ 0.995™ 1.000

CP 0.636" 0.725™ 0.544" 0.684" 0.709" 1.00

CTF: contenido total de fenoles; CTFv: contenido total de flavonoides; CRL: captura de radicales libres (%);
CAEA: capacidad antioxidante en equivalentes de acido ascdrbico; CP: citoprotecciéon. ***P<0.001;
**P<0.01; *P<0.05.

2.5.3 Determinacion del efecto citoprotector (CP) de las muestras de miel de M.

beecheii
2.5.3.1 Determinacion del efecto citotoxico

El efecto citotoxico es indeseable, cuando un extracto o alimento como la miel pretende
ser empleado a futuro como un nutraceutico (citoprotector). Con la finalidad de descartar
dicho efecto, las 16 muestras de miel de M. beecheii colectadas en diferentes regiones
del estado de Campeche fueron evaluadas en la linea celular Vero. Las 16 muestras de
miel M. beecheii mostraron una reduccién de la viabilidad celular dependiente de la
concentracion, observandose un efecto maximo a 500 mg mL%, en tanto que, el mayor
porcentaje de células vivas (mayor del 90%) se observdé entre el rango de

concentraciones de 7.81y 15.62 mg mL}(Figura 9).
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Figura 9. Efecto de la miel de M. beecheii colectada en diferentes regiones del estado de
Campeche en la viabilidad celular. A) Sureste; B) noreste; C) oeste y D) norte. Las células Vero
fueron tratadas con concentraciones crecientes de cada una de las muestras de miel de M.
beecheii (M1-M16) e incubadas por 48 h, seguidamente se determiné el porcentaje de viabilidad
(ensayo SRB) y la concentracion citotoxica cincuenta (CCso) usando el programa GraphPad Prism
9.0.2. Los resultados son expresados como la media * la desviacién estandar (n=3).

Los valores de concentracion citotoxica cincuenta (CCso) estuvieron entre un rango de
105.6 a 369.1 mg mL%, la concentraciéon mas alta se encontré en la muestra MC14 de
origen monofloral y la mas baja en la muestra MC12 de origen multifloral, ambas
corresponden a la region norte del estado de Campeche (Cuadro12). De la zona sureste,
las muestras MC4 (162.5) y MC2 (190.2), tuvieron el valor mas bajo y alto
respectivamente. De la region noreste, las muestras MC5 (150.8) y MC7 (177.0), fueron
las muestras con los valores mas bajo y alto, respectivamente. Por altimo, los valores de
las muestras MC8 y MC9 fueron 161 y 166.5. Con la informacion obtenida en este ensayo
y en los margenes de seguridad, se seleccionaron dos concentraciones (25 y 12.5 mg

mL-1) para continuar con los ensayos de citoproteccion.
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Cuadro 12.- Concentracion citotoxica cincuenta en la linea celular Vero de las muestras de miel
de M. beecheii, colectada en diferentes regiones de estado de Campeche, México

Regidn Localidad Muestra CCso mg mL™1, Vero
Sureste
20 de Noviembre, Calakmul MC1Mu 169.20 + 0.03
20 de Noviembre, Calakmul MC2 Mu 190.20 £ 0.02
20 de Noviembre, Calakmul MC3 Mo 178.40 + 0.02
Sureste La Lucha I, Calakmul MC4 Mo 162.50 + 0.03
Noreste
Xcalot Akal, Hopelchén MC5 Mu 150.80 + 0.02
Ich ek, Hopelchén MCe6 Mu 161.00 £ 0.02
San Antonio, Hopelchén MC7 Mo 177.00 £ 0.02
Oeste
Sihochac, Champotén mMcgMu 161.00 £ 0.01
Sihochac, Champoton MC9 Mu 166.50 £ 0.01
Norte
Pucnachen, Calkini MC10 Mo 158.70 + 0.02
Tankunché, Calkini MC11 Mo 177.80 + 0.01
Santa Maria, Calkini MC12 Mu 105.60 + 0.02
Sahcabchén, Calkini MC13 Mo 174.60 £ 0.03
Tankunché, Calkini MC14 Mo 369.10 £ 0.01
Pucknachén, Calkini MC15 Mu 274.10 £ 0.03
Santa Maria, Calkini MC16 Mu 212.20 £ 0.03

Mo: monofloral; Mu: multifloral; CCso: concentracion citotéxica cincuenta

2.5.3.2 Determinacion del efecto citoprotector

En cuanto a los resultados del efecto citoprotector (CP), por cada muestra de miel de M.
beecheii se evaluaron dos concentraciones: 25y 12.5 mg mL*. A la concentraciéon de 25
mg mL* no se observo efecto citoprotector, en tanto que, a la concentraciéon de 12.5 mg
mL-lse observé un efecto contrario, por esta razén, en este trabajo Unicamente se

presentan los resultados a la concentraciéon de 12.5 mg mL™.

Como se puede observar en la Figura 10 A-D, el tratamiento con H202 10 mM indujo un
incremento en el porcentaje de citotoxicidad 23% (considerado como el 100% de dafio),
en tanto que, el tratamiento con silimarina a 15.62 pg/ mL* (control de proteccién) redujo
significativamente (7 veces) el dafio inducido por el H202. Entre las muestras de la region
sureste: MC1, MC2, MC3 y MC4 se observo una reduccion significativa de la citotoxicidad
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inducida por el H202, hasta 0.2, 1.5, 2.0 y 1.3 veces, respectivamente, la muestra MC3
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de origen monofloral fue la que presentd el mayor efecto citoprotector (Figura 10 A).

Figura 10. Efecto citoprotector de la miel de M. beecheii colectada in diferentes regiones del
estado de Campeche, en un modelo de dafio oxidativo en lineas celulares inducido con H;0.. A)
Sureste, B) noreste, C) oeste, D) norte. Las células Vero fueron tratadas con 12.5 mg mL* de
cada una de las muestras de miel de M. beecheii (M1-M16), seguidamente se indujo dafio con
H.0, 10 mM por 3 h. Finalmente se determiné el porcentaje de citotoxicidad mediante el ensayo
de SRB. Los resultados son expresados como la media + la desviaciéon estandar (n=3),
normalizados con el control negativo. Analisis de varianza de una via (ANOVA) con prueba a
posteriori de Tukey ***P<0.0001 vs H,O,. Células tratadas solo con H,O» o0 con 15.62 pug/ mL* de
silimarina + 10 mM de H;O, fueron empleadas como control de dafio y de proteccién
respectivamente.

Por otro lado, las muestras de la region noreste: MC5, MC6 y MC7 redujeron
significativamente el dafio inducido por el peroxido de hidrégeno hasta 1.1, 1.3y 1.7
veces respectivamente, destacando entre ellas la muestra MC7 de origen monofloral
(Figura 10 B). Las muestras de la region oeste MC8 y MC9, redujeron el dafio oxidativo

ocasionado por el peréxido de hidrogeno hasta 5.2 y 1.6 veces, respectivamente, la
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muestra MC8 de origen multifloral resulté ser la mas efectiva con valores cercano al

control de proteccién (Figura 10 C).

Finalmente, las muestras de la regién norte MC10, MC11, MC12, MC13, MC14, MC15y
MC16, también mostraron reduccion significativa del dafio asociado a peréxido de
hidrogeno 10 mM hasta 1.2,4.2,4.5,1.2, 2.2, 2.2 y 2.2 veces respectivamente, la muestra
MC12 de origen multifloral, fue la que present6 el mayor CP alcanzando valores similares
al control de proteccion (Figura 10 D).

Por otra parte, se realiz6 un analisis de comparacion de medias, entre las 16 muestras
de M. beecheii, con la finalidad de determinar diferencias significativas entre las muestras
en la actividad citoprotectora. El analisis indica que las muestras MC8, MC11 y MC12
presentaron el mayor efecto citoprotector, siendo significativamente iguales entre ellas,
pero diferente a las 13 muestras restantes (P>0.05). Asimismo, se observé que las
muestras MC8 y MC12, mostraron ser significativamente iguales al control de proteccion
silimarina (P<0.05) (Figura 11).

N w
o o
1 1

=

KN
o
1

Porcentaje de citotoxicidad

ul

0- . S
o & & ¢ € & ¢ & & & © S > PP NP
& T Y K &S %@ @c éc @c @c & &
Sureste Noreste Oeste Norte

Figura 11. Analisis comparativo del efecto citoprotector de las muestras de miel de M. beecheii
en funcion de la regién de colecta. Los resultados son expresados como la media + la desviacion
estandar (n=3). Andlisis de varianza de una via (ANOVA) con prueba a posteriori de Tukey
P<0.05. Barras con letras iguales indican que no hay diferencias estadisticamente significativas
(P>0.05) entre las muestras.

Por otra parte, la muestra MC1 present6 el menor efecto CP, se observaron diferencias
significativas con respecto a las otras 15 muestras (P>0.05). El efecto citoptotector se
correlacion6 con el color (r=0.636, P<0.01), CTF (r=0.725, P<0.001), CFTv (r=0.544
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P<0.05), CRL (r=0.684 P<0.01) y CAEA (r=0.709 P<0.01), y se establecié una correlacion
mas fuerte con el CTF y el CAEA.

2.5.3.3 Andlisis de componentes principales

Con la intencién de poder clasificar las 16 muestras de miel de M. beecheii colectadas en
diferentes regiones del estado de Campeche, se realiz6 un analisis de componentes
principales (PCA), tomando en cuenta las nueve variables evaluadas: propiedades
fisicoquimicas y actividades antioxidantes en sistema libre y con células (Figura 12). El
componente principal uno (PC1) explico el 64.04% de la variabilidad, mientras que el
componente principal dos (PC2) explico el 21.68% de la variabilidad (vectores propios
anexo lll); en conjunto ambos componentes explicaron el 85.07% de la variacion total. El
PC1 se correlacioné fuertemente con las variables: color, CTF CTFv CAEA, CRLYy CPy
ligeramente con la variable pH. Mientras que el PC2, se asocié principalmente con las
variables humedad (H) y sélidos solubles totales (SST). Con base en lo anterior, podemos
distinguir que las muestras ubicadas en la region positiva del CP1: MC3 (sureste), MC7
(noreste), MC8 y MC9 (oeste), MC11, MC12 y MC15 (norte), se caracterizaron por
presentar mayor contenido de antioxidantes y efecto citoprotector asociado al contenido
de fenoles y flavonoides, destacando entre ellas las muestra MC12. De igual manera,
fueron las muestras con el valor mas alto de pH (menos acidas), contenido medio de SST
(azucares) y contenido medio de humedad (H); a excepcién la muestra MC8 que presento

bajo contenido de humedad y alto contenido de azlcares.

Por otra parte, las muestras MC6 (noreste), MC13 (norte), MC14 (norte) y MC16 (norte),
se ubicaron en la regién negativa de PC1 y positiva de PC2, este grupo se distingui6 por
presentar un contenido medio de antioxidantes, efecto citoprotector, pH, humedad y
sélido solubles, a excepcién de la muestra MC14 que presentd el valor mas bajo de pH,
la mas alta humedad y el menor contenido de soélidos solubles. Las muestras, MC1
(sureste), MC2 (sureste), MC4 (sureste), MC5 (noreste) y MC10 (norte), quedaron
agrupadas en la region negativa del PC1 y PC2.
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Con la informacién anterior (efecto antioxidante, composicién quimica y citoproteccion),
se selecciond la mejor muestra por cada region, con la finalidad de determinar el perfil de

flavonoides presentes en cada una de las muestras mediante CLAE.
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Figura 12. Andlisis de componentes principales (PCA, por sus siglas en inglés) del potencial de

iones hidrégeno (pH), humedad (H), solidos solubles totales (SST), color, contenido total de
fenoles (CTF), contenido total de flavonoides (CTFv), capacidad antioxidante expresada como
equivalentes de acido ascérbico (CAEA), porcentaje de captura de RL (CRL) y citoproteccion
(CP), de las muestras de miel de M. beecheii colectadas en diferentes regiones del estado de

Campeche.
2.5.4. Perfil de compuestos flavonoides por CLAE

En este trabajo, se analizd la presencia de nueve flavonoides (Figura 13 A) en cuatro
muestras de miel (una por cada region). Las cuatro muestras evaluadas presentaron
variacion en el perfil y contenido de los flavonoides analizados. En la muestra MC3 de la
region norte del estado de Campeche se identifico la presencia de los flavonoides:

naringenina, miricetina y luteolina, este ultimo fue el de mayor abundancia. (Figura 13 B
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y Cuadro13). En el caso de la muestra MC7 obtenida de la regién noreste, se identificd
la presencia de: naringenina, miricetina, luteolina y kaempferol, siendo la miricetina la de
mayor abundancia (Figura 13 C y Cuadro13). Para la muestra MC8 de la region oeste,
se logro identificar la presencia de: naringenina, miricetina, luteolina, quercetina y
apigenina, presentando una mayor abundancia de la miricetina. Finalmente, para la
muestra MC12 de la region norte del estado de Campeche, se detectaron los siguientes
flavonoides: naringenina, luteolina, quercetina, apigenina y kaempferol, el flavonoide de
mayor abundancia fue la luteolina (Cuadrol13). De manera general, el flavonoide mas
abundante en las muestras analizadas correspondié a la naringina (167.19 + 0.32 a
152.39 £ 1.36). Las muestras MC8 (region oeste) y MC12 (regidn norte) presentaron la
mayor cantidad de compuestos flavonoides (5 de 9). Los flavonoides naringenina,
hesperetina y la crisina, no fueron identificados en ninguna de las muestras analizadas.

Cuadro 13. Compuesto flavonoides identificados por CLAE-UV en muestras de miel de M.
beecheii, colectada en diferentes regiones del estado de Campeche, México.

Concentracion en mg/100 g miel

Elavonoide tr  Sureste Noreste Oeste Norte
(MC3Mo) (MC7Mo) (MC8MY) (MC12My)
Naringina ~ 26:07 79.11£0.16  14846+1.06 119.48+0.58 341.33+7.41
Miricetina 29.35 123.85+2.24 21057+1.15 161.28+0.51 ND
Luteolina 35.02 169.86 £0.74 152.63+0.34 148.16 +0.58 405.38 +17.96
Quercetina 35.54 ND ND 99.44 +0.02 204.71+£2.92
Apigenina 40.14 ND ND 138.26 +1.43 270.91 +0.03
Naringenina 40.62 ND ND ND ND
Kaempferol 41.59 ND 168.88 +0.35 ND 320.20 £ 0.55
Hesperetina 42.52 ND ND ND ND
Crisina 57.00 ND ND ND ND

ND: no determinado, tr; tiempo de retencion en minutos; Mo: monofloral; Mu: multifloral.8f
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Figura 13. Cromatograma, por cromatografia liquida de alta eficiencia de los estandares de
flavonoides a 25 pg/ mL? (A) y cromatogramas representativos de las muestras de M. beecheii:
MC3 (B) y MC7 (C). 1. Naringina, 2. Miricetina, 3. Luteolina, 4. Quercetina, 5. Apigenina 6.
Naringenina, 7. Kaempferol, 8. Hesperetina 9. Crisina
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2.6 DISCUSION

La miel de ASA se caracteriza por tener un sabor agridulce, a diferencia de la miel de la
abeja europea A. mellifera, esto debido su bajo pH. En la actualidad, en nuestro pais no
existe una normatividad establecida que indique los valores maximos y minimos de pH
para mieles obtenidas de ASA. Sin embargo, en otros paises como Malasia la
normatividad establece un rango de pH 2.5 a 3.8 (MS 2683:2017). En el presente trabajo,
obtuvimos un rango de pH entre 3.01 a 3.87, para las 16 muestra de miel de la ASA M.
beecheii, lo cual concuerda con lo establecido en los estandares de Malasia. Vit et al.
(2006) encontraron un valor mas alto de pH (4.07) en la miel de M. beecheii colectada en
Venezuela. Por su parte, Moo-Huchin et al. (2015) analizaron 27 muestras de miel de M.
beecheii colectadas en diferentes regiones de la Peninsula de Yucatan, obtuvieron
valores de pH de 2.6 a 3.3, lo cual es similar a los datos obtenidos en nuestro estudio.
Alvares-Suarez et al. (2018), encontraron un valor promedio de pH de 3.2 para ocho
muestras de miel M. beecheii colectada en Cuba. Mas recientemente, Espinoza-Toledo
et al. (2018) observaron valores de pH de 3.27 para una muestra de M. beecheii colectada
en Tapachula, Chiapas. Estos dos ultimos reportes concuerdan con los resultados

obtenidos en este trabajo.

Por otra parte, se ha determinado que el pH de la miel, puede ser influenciado por el pH
del néctar de las flores que las abejas colectan para la elaboracion de la miel
(Evangelista-Rodriguez et al., 2005). En este contexto, se ha descrito que mieles con un
valor de pH inferior a 4 pueden ser catalogadas como mieles de origen floral, en tanto
gue mieles con un valor superior a 4.5 son categorizados como mieladas (Ismail et al.,
2021). De las 16 muestras analizadas en este trabajo, todos los valores estuvieron por
debajo de 4, lo cual es indicativo de la gran variedad de especies vegetales, tal como
pudo observarse en el analisis palinologico. Otro de los factores que afectan el pH es el
contenido de acidos organicos, los cuales son metabolizados por las enzimas
provenientes de las secreciones de las abejas, las cuales son afadidas durante el
transporte y maduracion del néctar, ejemplo de ello es la accion enzimatica de glucosa
oxidasa sobre la glucosa, la cual es convertida en acido glucénico (Dardon et al., 2013).

Adicional a ello, se ha descrito que valores elevados de humedad favorecen la
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fermentaciéon de la miel (asociado a la presencia de levaduras osmotolerantes) lo que
finalmente induce un incremento del pH (Sexena et al., 2010; Silvano et al., 2014). En
este sentido, el valor promedio de humedad para las 16 muestras de miel de M. beecheii
analizadas en este trabajo de investigacion fue de 24.51, un valor superior a lo
establecido para la abeja A. mellifera (<20 mg/100 miel) (Codex Alimentarious, 2003). A
pesar de ello, estos valores quedaron dentro de los pardmetros propuestos por Vit et al.
(2004), que indica que la humedad para miel derivada de la especie Melipona no debe
de ser superior a 30g /100g miel. Estos mismos autores, en el afio 2006 mencionan un
valor de humedad de 24.5% para la miel de M. beecheii colectada en Venezuela (Vit et
al., 2006), mientras que Moo-Huchin et al. (2015) reporta un valor de 23.2%. Ambos
reportes concuerdan con los resultados obtenidos en este trabajo. Por otra parte, Alvares-
Suarez et al. (2018) encontraron un valor promedio de humedad de 28.62% para ocho
muestras de miel de M. beecheii colectadas en Cuba. En tanto que, Espinoza-Toledo et
al. (2018) reportaron un valor de 37.2% para una muestra de miel de M. beecheii
colectadas en Tapachula, Chiapas. Estos dos ultimos trabajos mencionan valores
mayores en comparacion con los encontrados en esta investigacion, quizas atribuido a

las condiciones climaticas de cada region geografica.

La elevada humedad en las muestras de ASA, se ha asociado a diversos factores entre
ellos: al alto contenido de humedad del néctar que las ASA utilizan para la elaboracion
de la miel (origen floral), la region geogréfica, la forma del recipiente donde se almacena
la miel antes y después de la cosecha (Ghazali et al., 2021) y al tiempo de sellado de las
celdas de almacenamiento de la miel. Es decir que, mientras la abeja europea A. mellifera
sella sus celdas cuando los valores de humedad se encuentran entre un 17 a 18%, las
ASA realizan este proceso cuando la miel contiene un 24% de humedad (Evangelista-
Rodriguez et al., 2006). A pesar de todo ello, el elevado contenido de humedad de la miel
de la ASA M. beecheii, favorece la fermentacion, y esta a su vez, la produccién de alcohol
etilico y dioxido de carbono, este ultimo responsable de la presencia de burbujas o
espuma en la superficie (Saxena et al., 2010). En tanto que, el etanol puede
descomponerse en agua y acido acético, lo cual, contribuye al sabor agridulce y a la
consistencia liquida, caracteristica de la miel de las ASA (Moo-Huchin et al., 2015). Sin

embargo, a diferencia de A. mellifera, en la que la fermentacion es un proceso indeseable,
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en caso se la miel de ASA, la fermentacion es un proceso favorable, ya que contribuye
en la producciéon de moléculas quimicas que le otorgan sus propiedades medicinales (Vit
el al., 2004).

A su vez, se ha establecido una relacion entre el contenido de humedad y los grados Brix
(°Brix), es decir, a medida que aumenta la humedad, los °Brix disminuyen, y por su parte,
los °Brix son directamente proporcionales al contenido de SST (azucar) (de Souza et al.,
2016). En este contexto, dicha relacion concuerda con resultados de nuestro trabajo. de
Souza et al. (2016) analizaron el contenido de SST de 24 muestras de miel colectas en
la regién noreste de Brasil, la miel de las especies M. subnitida Duke (n=12) y M.
scutellaris Latrelle (n=12), presentaron valores medios de 7255 y 73.15 °Brix,
respectivamente. Por otra parte, Moo-Huchin et al. (2015) mostraron un valor medio de
75.1 °Brix para la especie M. beecheii (n=27). Estos registros son similares a los
encontrados en esta investigacion (73.83 °Brix). Mientas que, Lage et al. (2012), quienes
observaron valores promedios mas bajos: 68.23 y 68.09 °Brix en las mieles de las
especies M. capixaba (n=9) y M. mondury (n=11), colectadas en diferentes regiones de
Brasil. Sin embargo, la miel de la especie M. rufiventris (n=7) presenté valores de 74.12
°Brix, similar a nuestros resultados. Mas recientemente, dos Santos et al. (2021),
cuantificaron un valor medio de 96.18 °Brix, que corresponden a ocho muestras de miel
de M. seminigra amerrillae, colectada en la region norte de Brasil, un valor superior a lo
encontrado en nuestro trabajo de investigacion. Es importante mencionar que, la miel
producida por las ASA presenta un valor bajo de °Brix en comparacion con la producida
por A. mellifera (>75%). Por otra parte, se ha descrito que niveles bajos de azlicares son
indicativos de una miel inmadura, pero en el caso de ASA han sido relacionados con el

proceso de fermentacion (Alves et al., 2005).

Por otro lado, el color de la miel es el primer parametro de calidad que el consumidor
percibe y es un factor decisivo para su comercializacion. Este parametro se encuentra
asociado a su origen floral, sin embargo, también se ha descrito que la presencia de
minerales y factores como la luz, almacenamiento prolongado, calentamiento, reacciones
enzimaticas y el proceso de cosecha, pueden hacer que cambie a una coloracion mas

oscura (Alves et al., 2005). En este entendido, nuestros resultados indicaron un valor
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medio de 132.56 mm Pfund, siendo la muestra MC12 la de mayor intensidad de color,
caracterizada por su origen multifloral con predominancia de las especies Bursera
simaruba y Lonchocarpus longistylus, en tanto que, la miel con mas baja intensidad de
color fue la MC1 de origen multifloral, con predominancia de las especies Pimienta dioica
y Piscidia piscipula. En este contexto, Bertoncelj et al. (2007) indicaron que mieles de
origen multifloral son méas coloridas y pueden abarcar tonos, desde el amarillo hasta el
marron dependiendo de la especie vegetal presente en la muestra de miel. En tanto que,
Alvarez-Suarez et al. (2017) describieron que es complicado establecer una relacion
entre el color y las mieles de origen multifloral, debido a que, no hay predominancia de
una especie floral, a pesar de ello, reportan un valor promedio de 41.65 mm Pfund para
muestras de miel de M. beecheii (n=8) colectadas en Cuba. Este valor fue mas bajo de
lo encontrado en nuestro trabajo de investigacion. Por otra parte, estos mismos autores
clasificaron a las muestras de miel con un color &mbar extra claro, en tanto que, nuestros
resultados Unicamente el 18.75% de las muestras analizadas fueron catalogadas como
esta misma coloracion. Alves et al. (2005) analizaron 20 muestras de M. mandacata
colectadas en Brasil y encontraron que el 5% de las muestras fueron catalogadas como
blanco, 5% como blanco agua, 5% como ambar extra claro, 35% como extra blanco y
50% como ambar claro. De la misma manera, Moo-Huchin et al. (2015), describieron que
el 14.8% de las muestras de miel de M. beecheii colectadas en la Peninsula de Yucatan
fueron catalogadas como blancas, 26% como ambar extra claro, 37% como ambar claro,
18.5% como &mbar y el 3.7% como ambar oscuro. En el caso de nuestro trabajo, el 37.5%
fue catalogado como &mbar oscuro. Mas recientemente, dos Santos et al. (2021),
analizaron 8 muestras de miel de M. seminigra merrillae, colectada en la region norte de
Brasil, encontraron que el 13% fue catalogada como ambar, 37% como blanco y 50%
como ambar extra claro. Es importante recalcar que, en el mercado internacional, la miel
es valorada por su color, mieles mas claras tienen precios mas elevados, por lo que el
predominio de colores claros en la miel de M. beecheii puede resultar en un producto de
alta calidad y aceptacion (Alves et al., 2015). En el presente trabajo de investigacion la
mayoria de las muestras fue catalogada como dmbar oscuro, lo cual podria influir en el

momento de su comercializacién. Sin embargo, muchos autores han reportado que las
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mieles con coloracion oscura tienen un mayor contenido de fenoles y flavonoides
(Gheldof et al., 2002; Beretta et al., 2005).

En este entendido, los fenoles y flavonoides son moléculas quimicas caracterizadas por
la presencia de un anillo aromatico sustituido por uno o mas grupos hidroxilo. Estos
compuestos son sintetizados como parte del metabolismo secundario de las plantas y
son propios de cada especie vegetal y, en muchos casos, sirven para contrarrestar el
efecto nocivo de las EROs en las plantas (Robards et al.,, 1999). Para determinar el
contenido total de fenoles y flavonoides en las 16 muestras de miel se realizaron los
ensayos de Folin-Ciocalteu y cloruro de aluminio, respectivamente. Los resultados
indicaron, que la muestra de mayor color (MC12, multifloral) fue la que presento6 el mayor
contenido de fenoles (736.67 mgGAE/100 g miel) y flavonoides (3.22 mgQE/100 g miel),
en comparacion con las 15 muestra restantes, mientras que, la muestra con menor color
(M1 multifloral), present6 el menor contenido de fenoles y flavonoides. Estos resultados
demuestran que la presencia de estas moléculas quimicas influye la coloracién de la miel.
Oliveira et al. (2017), registraron en miel un CTF de 82.91, 161.8, 82.18, 61.72. 192.01,
30.71y 854.62 mgGAE/100 g miel y un CTFv de: 79.73, 43.09, 75.45, 45.42, 30.24, 44.63
y 279.73 mgQE/100 g miel, para las especies M. asilvai, M. g. anthidiodes, M.q.
quadrifasciata, M. mandacaia, M. scutellaris, M. compressipes y M. subnitida. En el caso
de los valores de CTF los datos son concordantes con nuestros resultados, mientras que
en relacién al CTFv los valores fueron superiores en comparacién con nuestros
resultados. Por su parte, Alvarez-Suarez et al. (2018), reportaron un valor medio de CTF
de 94.39 mgGAE/ 100 g miel y un CTFv de 4.19 mg QE/100 g miel en muestras de miel
de M. beecheii colectadas en Cuba. Ruiz- Ruiz et al. (2017) cuantificaron un CTF de 63.22
MgGAE/ 100 g miel y un CTFv de 3.61 mgQE/100 g miel en muestras de miel de M.
beecheii colectadas en una region del estado de Yucatan. Mientas que, Sousa et al.
(2016) encontraron una variacion en el CFT y CTFv en funcion de la especie de abeja 'y
la region de colecta, encontrando un rango de valores de 31.5-126.6 mgGAE/100g miel
y 2.4-4.2 mgQE/100g miel para M. subnitida Duke y un rango de 61.1-34.2 mgGAE/100g
miel y 4.4-1.9 mgQE/100g miel para M. scutellaris Latrelle. Estos datos concuerdan con
nuestros resultados, ya que, al igual que Sousa, nosotros también observamos

variaciones en el CFT y CTFv en funcion de la region de colecta y la composicion floral.
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En este contexto, se ha reportado la influencia, del origen floral en CFT y el CTFv en
muestras de miel de una misma region geografica (Silva et al., 2013; Alvarez-Suarez et
al., 2018). Diversas investigaciones han descrito que las condiciones ambientales y
climaticas del sitio donde crecen las plantas, afecta la produccion de metabolitos
secundarios, y por consiguiente, la composicion del néctar (Perna et al., 2013; Flores et
al., 2015). Es asi, que la vegetacion que se desarrolla en regiones calurosas, himedas y
con alta exposicion de luz solar, tienden a sintetizar una mayor cantidad de compuestos
fendlicos y flavonoides, y de esta manera protegerse ante el estrés oxidativo ocasionado

por la radiacion solar (Spayd et al., 2002).

Con la finalidad de determinar el potencial antioxidante de las mieles asociado a su
contenido de fenoles y flavonoides, se realiz6 el ensayo del 2,2-difeil-1picrilhidrazilo
(DPPH), el cual, es un radical estable y ha sido ampliamente utilizado para evaluar la
actividad de captura de RL de extractos o moléculas. Los resultados indican que todas
las muestras presentaron un efecto en el CAEA y porcentaje de CRL dependiente del
origen geogréfico y botanico. Sin embargo, como era de esperarse (debido a su mayor
contenido de fenoles y flavonoides) la muestra multifloral MC12 present6 el mayor valor
de CAEA y el mejor porcentaje de CRL, en tanto que, la muestra con el valor mas bajo
de CAEA correspondié a la muestra MC5 de origen multifloral y el valor mas bajo en
porcentaje de CRL correspondiéo a la muestra MC4 de origen monofloral (Piscidia
piscipula). Es importante destacar que, las diferencias entre los valores de: CTF, CFTyv,
CAEA y CRL entre las muestras MC4 y MC5 fueron minimos, por lo que dicho
comportamiento podria estar asociado a la presencia de otro tipo de compuesto como:
acidos organicos, péptidos productos de las reacciones de Maillard, enzimas, minerales,
vitamina C, entre otros componentes minoritarios (Escudero et al.,, 2013). En este
contexto, Sousa et al. (2016) encontraron una variacion en el CEAE y el % de CRL en
funcién de la especie de abeja y la regién de colecta, se encontré un rango de valores de
10.7-23.6 mgCEAE/100g miel y % CRL de 22.7-46.9 para M. subnitida Duke y un rango
de 4.3-18.9 mgCEAE/100g miel y % CRL de 11.2-29.5 para M. scutellaris latrelle, los
cuales son concordantes con lo encontrado en nuestro estudio. Por su parte, Biluca et al.
(2016), observaron variaciones en el contenido de CEAE, de 10.41 a 18.5 mg CEAE/100g
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miel, para la abeja M. marginata, atribuyendo esta variacion al origen geografico y

botanico.

El ensayo DPPH es de gran utilidad y proporcionan informacion valiosa para realizar el
tamizaje de posibles alimentos con potencial antioxidante. Sin embargo, no reflejan las
condiciones fisiologicas celulares y no considera parametros como la absorcion,
distribucion, metabolismo y biodisponibilidad del agente antioxidante. Por lo tanto, los
ensayos en modelos en lineas celulares ofrecen una aproximacion mas exacta, son de
bajo costo y relativamente rapidos de realizar (Liu et al., 2005; Wolfe et al., 2007; Lopez-
Alarcon et al., 2013; Amorati et al., 2015).

Por esta razén, adicional al ensayo de DPPH, se decidié evaluar el efecto citoprotector
de cada una de las muestras de miel de M. beecheii en un modelo en lineas celulares.
En la literatura existen diversos reportes que refieren el efecto citotdxico de la miel. Como
el reportado por Fauzi et al. (2011) quienes evaluaron la miel de Tulang de la especie
Apis dorsata en las lineas celulares de cancer de mama (MCF-7) y cancer cervical
(HeLa), reportando variaciones en la CCso de 2.40 a 2.80% para células MCF-7 y Hela,
respectivamente, dicho efecto fue atribuido a la presencia de compuestos fendlicos y
flavonoides. Por su parte, Badrulhisham et al. (2020) evaluaron el efecto citotéxico de la
miel de Kelulut producida por la especie Trigona sp. sobre la linea celular MCF-7, en la
que fue obtenido un valor de CCso de 3.40%, dicho efecto fue asociado al origen
geografico, botanico y contenido total de compuestos fendlicos (1790.40 + 228.66 ug
GAE/g miel). Mas recientemente, Mahmood et al. (2020) determinaron el efecto citotoxico
la miel de Trigona itama en la linea celular de carcinoma oral escamoso (HSC-2),
obteniendo un valor de CCso de 0.84%, atribuido a la presencia de acido cafeico y
quercetina. En este contexto, el efecto citotoxico es adecuado cuando lo que se pretende
es la prospeccion de agentes antitumorales, sin embargo, cuando el objetivo es la
busqueda de agentes citoprotectores, la citotoxicidad no es deseable. Con la finalidad de
descartar dicha actividad bioldgica, las 16 muestras de miel fueron evaluadas en la linea
celular Vero. Se puede observar que, todas las muestras presentaron un efecto citotoxico
dependiente de la concentracion, con base a dichos resultados se pudo realizar el calculo

de la CCso de cada una de las muestras (Cuadrol2), los cuales fueron altamente
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dependientes de la regién de colecta y el origen botanico. Tomando en consideracion los
valores de CCso y los datos obtenidos en las curvas dosis respuesta, se seleccioné la
concentracion éptima (12.5 mg mL™?) para realizar los ensayos de citoproteccién ante el

dafno oxidativo en células Vero.

Las EROs son generadas como parte del metabolismo del oxigeno, entre ellas se
encuentran: el peroxido de hidrogeno H20z2, el radical hidroxilo °OH y el anién superoxido
02°. Las EROs son producidas de manera constante por las células como parte de los
procesos fisioldgicos y bioquimicos (Haliwell et al., 2015). En condiciones normales, las
EROs fungen como agentes antimicrobianos, participan en la sefializacion celular y en
los procesos de apoptosis. Sin embargo, el incremento de las EROs, puede ocasionar
dafio en los acidos nucleicos, modificar las estructura y funcion de los lipidos y las
proteinas de las células, conduciendo a la muerte celular por apoptosis 0 necrosis (Xie et
al., 2016). En este contexto, el estrés oxidativo (EO) es un estado fisioldgico en el que la
homeostasis oxido reduccion se encuentra alterada (Xie et al., 2016). Diversos autores
han indicado que el EO puede conducir al desarrollo de enfermedades como: céncer,
Alzheimer, enfermedad cardiovascular, cirrosis y diabetes (Du et al., 2018). Por otra
parte, los antioxidantes, actuan contrarrestando el efecto de las EROs, por lo que son

necesarios para prevenir o revertir el dafio ocasionado a las células.

En este sentido, se evalud el efecto CP de la miel de M. beecheii en un modelo de estrés
oxidativo en lineas celulares inducido con peréxido de hidrégeno. El H202, atraviesa la
membrana celular y en el interior es convertido en el radical hidroxilo, el cual tiene la
capacidad de inducir muerte celular por peroxidacion lipidica, mediante la oxidacién de
grupos tioles en las proteinas, enzimas y dafio al ADN, por esta razén, en este trabajo se
utilizé H202 como inductor de estrés oxidativo (Jang et al., 2009). El tratamiento con H202,
indujo un incremento en la produccion de EROs, lo cual se reflejo en un aumento del
porcentaje de citotoxicidad, en tanto que, el tratamiento con las muestras de miel de M.
beecheii significativamente redujeron el dafio oxidativo expresado como porcentaje de
citotoxicidad (Figura 10). El mayor efecto citoprotector fue observado en la muestra MC8
de origen multifloral, seguido de la muestra MC12 y MC11 de origen multifloral y

monofloral, respectivamente. La muestra MC8, a pesar de ser multifloral se caracteriz
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por tener como especies predominantes a Mimosa bahamensis y Senna racemosa,
mientras que la MC12 tubo predominancia a Bursera simaruba y Lonchocarpus
longistylus, en tanto que la MC11 predominé Lonchocarpus longistylus. En este sentido,
se ha reportado que la especie vegetal M. pudica, es una fuente rica de fenoles y
flavonoides y se ha mostrado su elevado potencial antioxidante (Zhang et al., 2011). Por
su parte, Alsherri et al. (2022), describieron que las plantas del género Senna, se
caracterizan por producir un alto contenido de fenoles flavonoides y, ademas,
encontraron un elevado potencial antioxidante de extractos organicos provenientes sus
flores. Sanchez-Monrroy et al. (2020), describieron el potencial antioxidante de diversas
especies del género Bursera, el cual, fue asociado a su contenido de flavonoides. En el
caso del género Lonchocarpus, se ha descrito que producen flavonoides con
caracteristicas muy particulares como la presencia del grupo prenilo (Cassidey & Setser,
2011). Por otra parte, es importante destacar que, hasta la fecha, tnicamente se encontrd
un trabajo en la literatura que describe el potencial CP de la miel de la ASA Trigona Itama
(0.8%) en células de linfoblastos (WIL2-NS) ante el dafio inducido con H202 (Oio et al.,
2021). Por lo tanto, este estudio contribuye a generar conocimiento sobre el potencial

citoprotector de la miel de la ASA M. beecheii.

Por otro lado, con la finalidad de integrar los datos obtenidos: color, CTF, CFTV, CEAE,
CRL y CP, se realiz6 un analisis de correlacion. Todos los parametros evaluados
mostraron una correlacion positiva, con diferentes grados de significancia estadistica
(Cuadroll). La correlacion positiva observada, indica que las mieles con coloracion
oscura tienen un mayor contenido de CTF y el CTFv y alta actividad antioxidante (CAEA,
CRL y CP). Estos datos son concordantes con lo reportado por Kek et al. (2017), quienes
analizaron parametros como: como color, CTF y CEAE. El andlisis de PCA mostré que,
la mitad de las muestras analizadas se caracterizaron por su elevado contenido de: color,
CTF, CTFv, CAEA, CRL, CP pH, SST, sin embargo, las muestras restantes también
presentaron actividad antioxidante y citoprotectora, que no fue asociado directamente a
un elevado contenido de CTF y CTFv, pero que podria estar asociado a la presencia de

otros componentes en las muestras.
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Con la informacién generada, se decidié seleccionar la mejor muestra por cada region
del estado de Campeche para determinar el perfil de flavonoides e inferir sobre la
actividad biolégica y el origen floral (Cuadro 8). En este contexto, diversos autores han
relacionado la presencia de flavonoides, potencial antioxidante y especie vegetal
(Guevara-Fefer et al., 2017; Sanchez-Monroy et al., 2020; Vidal-Gutiérrez et al., 2020).
El andlisis por CLAE revel6 la presencia de los flavonoides: naringenina, miricetina y
luteolina en la muestra MC3, y naringina, luteolina, quercetina, apigenina y kaempferol
en MC12. En la literatura existen trabajos como el de Alvarez-Suarez et al. (2018) quienes
registraron la presencia de los flavonoides como quercetina, luteolina, apigenina,
kaempferol a partir de muestras de miel de M. beecheii de Cuba. Mientras que, Sierra et
al. (2020) demostraron la presencia de apigenina, quercetina y miricetina, en muestras
de miel de M. beecheii colectadas en una region del estado de Yucatan. Estos resultados
coinciden con los flavonoides encontrados en este trabajo. El analisis palinoldgico de las
muestras MC3 y MC12 permitié catalogarlas como de origen monofloral y multifloral,
respectivamente, en la primera predominé la especie Bursera simaruba, en tanto que, en
la segunda muestra las especies Bursera simaruba y Lonchocarpus longistylus. Estos
resultados coinciden con la literatura, por ejemplo, en el género Bursera se ha registrado
la presencia de algunos flavonoides como la apigenina, luteolina, kaempferol, yateina,
escopoletina, naringina, quercetina y galanina (Maldini et al., 2009; Moustapha et al.,
2014; Guevara-Fefer et al.,, 2017; Sanchez-Monroy et al., 2020); y en el género
Lonchocarpus flavonoides como quercetina, kaempferol, galangina, miricetina y
apigenina (Oyedeji et al., 2015). Esto sugiere que probablemente ambas especies sean
la fuente de origen de los flavonoides identificados y los responsables de la actividad
antioxidante en la miel de M. beecheii en ambas muestras (Santos et al., 2009; Adotey &
Isaiah, 2016; Moriasi et al., 2020). Tambien, el analisis palinolégico catalog6 a la muestra
MC7 como monofloral de la especie Senna racemosa, mientras que la muestras MC8 fue
categorizada como multifloral y las especies predominantes fueron: Mimosa bahamensis
y Senna racemosa. Los resultados del CLAE, revelaron la presencia de naringina,
miricetina, luteolina y kaempferol en MC7, y naringina, miricetina, luteolina, quercetina y
apigenia en MC8. Esto coincide con algunos de los flavonoides reportados para el género

Mimosa por ejemplo, la presencia de quercetina, kaempferol, luteolina, fisetina,
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apigenina, naringeninay crisina (Yusof et al., 2016; ljaz et al., 2019), y en el género Senna

la presencia de escutellareina, rutina, quercimeritrina y kaempferol (Odeja, 2014).
2.7 CONCLUSION

Las muestras de miel de M. beecheii del estado de Campeche, presentaron variacion en
su composicién fisicoquimica, quimica, actividad antioxidante y efecto citoprotector
asociado a la region de colecta y el origen botanico. Las muestras con el mejor efecto
antioxidante y citoprotector se ubicaron en las regiones oeste y norte del estado de
Campeche, su potente efecto antioxidante y citoprotector fue asociado con su elevado
color, contenido total de fenoles y flavonoides. Las especies vegetales, Bursera simaruba,
Lonchocarpus longistylus, Mimosa bahamensis, Senna pallida y Senna racemosa
podrian ser la fuente de origen de los flavonoides presentes en las muestras de miel de

M. beecheii.
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CONCLUSIONES GENERALES

Nuestros resultados sugieren que los recursos florales empleados por M. beecheii son
dependientes de las zonas de colecta, en tanto que los tipos polinicos predominantes en
las muestras fueron B. simaruba, L. longistylus, P. piscipula, S. palliday S. racemosa. Sin
embargo, M. beecheii puede expandir o alterar sus nichos de alimentacion, segun la
disponibilidad de recursos, resultando en mieles, con una composicion floristica y
caracteristicas fisicoquimicas dependientes de la zona de colecta. Resultando en
compuestos de tipo flavonoide (naringina, miricetina, luteolina, quercetina apigenina y
kaempferol), variable en cuanto a diversidad y contenido. Los cuales podrian tener como
fuente de origen las especies vegetales Bursera simaruba, Lonchocarpus longistylus,
Mimosa bahamensis, Senna pallida y Senna racemosa. De igual manera, los analisis
estadisticos sugieren que los compuestos bioactivos podrian ser los responsables de las
caracteristicas fisicoquimicas como el color, la capacidad antioxidante y el efecto
citoprotector, por lo que posiblemente también sean responsables de las propiedades

terapéuticas que se le atribuyen a esta miel.
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ANEXOS

Anexo | Vector propio de las especies de polen

PC1 PC 2
Sureste 0.3677 0.6744
Noreste 0.6566 0.0724
Oeste 0.5803 -0.6704
Norte 0.3110 0.3006

Vector propio de las especies de polen encontradas en las muestras de miel de Melipona beecheii
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Anexo Il Dendrograma de analisis de conglomerados

40 35 30 25 20 15 10 5
Distance

Dendrograma de analisis de conglomerados utilizando los tipos de polen frecuentes de
region geografica, en base a la distancia euclidiana (Grupo pareado UPGMA)
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Anexo Il Vectores propios de las variables

PC1 PC2
pH 0.2848 -0.2661
H -0.1572 0.6416
SST 0.1867 -0.6188
COLOR 0.3982 0.0615
CTE 0.4042 0.0646
CTEV 0.3557 0.2762
CAEA 0.3961 0.1366
CRL 0.3973 0.1287
CP 0.3100 0.1230

Vectores propios de las variables (pH), humedad (H), solidos solubles totales (SST), color,
contenido total de fenoles (CTF), contenido total de flavonoides (CTFv), capacidad antioxidante
expresada como equivalentes de acido ascorbico (CAEA), porcentaje de captura de RL (CRL) y
citoproteccién (CP), de las muestras de miel de Melipona beecheii colectadas en diferentes
regiones del estado de Campeche.
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