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RESUMEN

Se analiz6 la miel de nabo para determinar su origen floral, composicion
quimica, parametros fisico-quimicos, capacidad antioxidante y su capacidad
para inhibir la formacién in vitro de biopeliculas bacterianas por Staphylococcus
aureus y Klebsiella pneumoniae. De acuerdo con los resultados obtenidos en la
caracterizacion fisico-quimica, la miel de nabo mostré valores dentro del rango
establecido por la Comision Internacional de Miel para mieles tropicales. El
contenido de compuestos bioactivos como flavonoides, carotenoides,
aminoécidos libres y polifenoles totales se encontraba dentro de los valores
previamente reportados por otros autores para la miel de nabo de otras
regiones geogréficas. La miel de nabo también fue capaz de proteger las
membranas celulares contra el dafio oxidativo inducido, demostrando su
potencial como agente antioxidante. Se encontré una correlaciéon positiva entre
el color, la composicion quimica y la capacidad antioxidante. Esto nos permite
corroborar la hipétesis planteada por otros investigadores que han propuesto
una correlacién positiva entre la composicion quimica y las propiedades
biologicas en la miel. La miel de nabo también mostré valores importantes de
contenido de peréxido de hidrégeno, y fue capaz de reducir las biopeliculas
bacterianas in vitro. En conclusion, la miel de nabo cumple con los estandares
internacionales de calidad requeridos para las mieles de la especie de abeja
Apis mellifera y representa una importante fuente natural de compuestos

bioactivos con importantes efectos beneficiosos para la salud.



ABSTRACT

The turnip honey was analyzed to determine its floral origin, chemical
composition, physical-chemical parameters, antioxidant capacity and its ability
to inhibit the in vitro formation of bacterial biofilms by Staphylococcus aureus
and Klebsiella pneumoniae. According to the obtained results, the turnip honey
showed values within the range established by the International Honey
Commission for tropical honeys for the physico-chemical parameters. The
content of bioactive compounds such as flavonoids, carotenoids, free amino
acids and total polyphenols was within the values previously reported by other
authors for turnip honey from other geographical regions. Turnip honey was
also able to protect cell membranes against induced oxidative damage,
demonstrating its potential as an antioxidant agent. A positive correlation was
found between color, chemical composition and antioxidant capacity. This
allows us to corroborate the hypothesis posed by other researchers who have
proposed a positive correlation between chemical composition and biological
properties in honey. Turnip honey also showed significant values of hydrogen
peroxide content and was able to reduce bacterial biofilms in vitro. In
conclusion, turnip honey complies with the international quality standards
required for honeys of the bee species Apis mellifera and represents an
important natural source of bioactive compounds with important beneficial

effects for health.



1. CAPITULO I. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

La miel es conocida como el principal producto de las abejas. A través de los
afos la miel de abeja se ha convertido en un producto de alto valor nutricional
con gran importancia a nivel nacional e internacional. Desde la antigiiedad se
ha utilizado como fuente de alimento y como edulcorante para bebidas
alcohdlicas y no alcohdlicas, lo cual impulsé que las abejas sean domesticadas
con fines productivos, actividad que en la actualidad se conoce como apicultura
(Rivadeneira, 2016,pp. 1-6).

La miel de abeja se define como un fluido viscoso y dulce, sintetizado por las
abejas a través de su actividad polinizadora. En este proceso las abejas
consumen el néctar de flores, las secreciones de partes vivas de las especies
vegetales o de excreciones de insectos succionadores de plantas que se
encuentran sobre ellas. Luego del consumo, se produce un primer proceso de
transformacion en el aparato digestivo de las abejas, combinandose con
sustancias especificas como las enzimas. Luego de la transformacion, el
producto final es llevado a la colmena para ser almacenado y seguir con el

proceso de maduracion (Rivadeneira, 2016,pp. 1-6).

La miel se clasifica segun su procedencia en: (i) miel de flores (néctar de flor) y
(i) mielada (obtenida primordialmente de secreciones de partes vivas de
plantas o de excreciones de insectos succionadores de plantas). Dentro de la
clasificacion floral existe una subclasificacion que esta constituida por: mieles
multiflorales, que contienen polen de diversas floraciones; y mieles
monoflorales, que poseen el predominio del polen de una sola especie vegetal
(Alvarez-Suarez, 2017,pp. 3-17).



Estudios realizados en la miel de abeja han permitido determinar los diversos
compuestos que forman parte de ella, asi como sus principales parametros de
calidad. Dentro de su composicién quimica se encuentran azucares, como la
fructosa y la glucosa, vitaminas, minerales, compuestos fendlicos, proteinas,
aldehidos aromaticos, carotenoides, terpenoides, agua, entre otros
compuestos, los cuales en conjunto contribuyen a las propias caracteristicas

fisico-quimicas y organolépticas de la miel (Alvarez-Suarez, 2017,pp. 45-46).

Se ha identificado que la miel contiene propiedades terapéuticas las cuales
estan muy relacionadas con su origen floral (Gutiérrez, 2016, pp. 3-20). Dentro
de estas propiedades se destaca su capacidad para inhibir el crecimiento de
bacterias y hongos patdégenos. Esta inhibicion es provocada por un proceso de
lisis osmoética derivada de factores fisico-quimicos como son: pH &cido
aproximadamente 3.9, baja actividad de agua Aw (0,56-0,62) y una alta
concentracion de azucar (Romero, 2012,pp. 3-15). Para demostrar la actividad
antimicrobiana y antifangica de mieles ecuatorianas Rivadeneira (2016, pp.34-
39) realizo pruebas preliminares con extractos de miel monoflorales de Nabo,
Nachag vy flores tropicales del Ecuador, dando como resultado un efecto de
inhibicién en el crecimiento de Pseudomona aeuroginosa y Candida tropicalis,
lo que demuestra el potencial de las mieles ecuatorianas para este tipo de

tratamiento.

Otra de las propiedades que se destaca en la miel de abeja es su capacidad
para impedir el dafio oxidativo provocado por la accion de los radicales libres.
Los radicales libres son moléculas inestables que poseen un electrén
desapareado, capaces de interactuar con diferentes biomoléculas, provocando
una reaccion en cadena y un desequilibrio en el organismo (Alvarez-Suarez,
2017,pp. 86-89). Este tipo de dafio a las macromoléculas, conocido como
estrés oxidativo, genera trastornos fisioldgicos y procesos patolégicos como la
disfuncion de tejidos, la aparicion de mutaciones y retraso en procesos



fisiologicos como la cicatrizacion de heridas (Gutiérrez, Rodriguez-Malavaer &
Vit, 2008,pp.39-43).

Diversas investigaciones en la miel de abeja han reportado la capacidad que
esta posee para proteger ante el dafio oxidativo a través de su capacidad para
impedir la oxidacion de lipidos, la estimulacion de la cicatrizacion y su
capacidad antinflamatoria (Alvarez-Suarez, 2017,pp. 86-89). Esta capacidad
antioxidante ha sido estrechamente relacionada a su composicidon quimica,
principalmente debido a la presencia de compuestos bioactivos derivados de
las plantas como son: flavonoides, polifenoles, vitamina C y carotenoides, los
cuales son ampliamente conocidos por su elevada actividad antioxidante (Vit,
Gutiérrez, Titera, Bednar, & Rodriguez-Malaver, 2008,pp. 237-243). Este
contenido de compuestos bioactivos, y por ende la actividad antioxidante, han
sido estrechamente relacionados con el origen floral de las mieles. Es asi, que
estudios realizados en mieles monoflorales de Ulmo y Quillay, demostraron una
correlacién positiva entre el contenido de fenoles totales y la capacidad
antioxidante. Similares resultados los obtuvo Alvarez-Suarez, Goénzalez
Paramas, Santos-Buelga, & Battino (2010,pp. 9817-9824) en cinco tipos de
mieles monofloral de Cuba, donde pudo constatar que las mieles con mayor
contenido de polifenoles totales presentaron una mayor capacidad antioxidante
total. Si bien estas diferencias fueron atribuidas a su origen floral, se tienen que
tomar en cuenta otros factores tales como ambientales (localidad y temporada
de produccién), la madurez al momento de la cosecha y el origen floral de cada
una de las muestras analizadas (Montenegro, Santander, Jara, Nufiez, &
Fredes, 2013,pp. 257-265).

Ecuador es uno de los paises mas megadiversos del mundo con una riqueza
floral que abarca todo el territorio nacional. La produccion de miel en el pais se
distribuye fundamentalmente en la sierra y en la costa, con el predominio de

especies vegetales con importantes capacidades meliferas como el Aguacate,



Eucaliptus, Nabo y Nachag (Cabrera, 2012,pp. 1-5). La bibliografia en general
reporta un alto nimero de estudios de mieles procedentes de diferentes
regiones geograficas, sin embargo, los reportes de estudios relacionados con la
identificacion floral, los parametros fisico-quimicos y las propiedades biologicas
de las mieles de abeja de Ecuador son escasas. Esta situacion justifica el
planteamiento del presente estudio, el cual propone la determinacion del origen
floral, una caracterizacion fisico-quimico, la determinacién de la capacidad
antimicrobiana y capacidad antioxidante de la miel monofloral de Nabo

producida en Ecuador.

1.2. Planteamiento del problema

Actualmente en el Ecuador la produccion de miel pura es significativamente
menor al verdadero potencial del pais. Segun el Programa Nacional Apicola de
Salud de la Agencia Ecuatoriana Agricola de Garantia de Calidad
(AGROCALIDAD), el Ecuador podria ser uno de los principales productores de
miel a nivel de América del Sur por el potencial melifero del pais, ya que cuenta
con un mosaico de floraciones especificas distribuidas de manera escalonada
durante todo el afio, localizadas en las diferentes zonas geogréficas del pais
(Rivadeneira, 2016,pp. 1-5). Se estima que en el Ecuador existen
aproximadamente 200 mil colmenas y la produccion de miel anual es de
alrededor de 100 a 800 toneladas, esta produccién alcanza Unicamente para
abastecer el consumo interno del pais, sin obtener produccion para la
exportacion (Cabrera, 2012,pp. 1-5). Entre los principales factores que han
favorecido esta situacion se encuentran los bajos incentivos a este tipo de
produccion, el desconocimiento de las buenas practicas de produccién apicola,
asi como un divorcio entre produccion y las entidades del estado encargadas
de apoyar este tipo de produccion (Cabrera, 2012,pp. 1-10). Esta situacion ha
impulsado la aparicion de la practica cotidiana de adulterar la miel con el
objetivo de aumentar el volumen de entrega a los sistemas de distribucién

nacional. Esta situacion se ha vuelto una practica comun en el pais lo que ha



influido negativamente en la calidad del producto y obviamente en sus
propiedades biolégicas (Cabrera, 2012,pp. 1-5).

Los principales criterios de calidad fisico-quimica de la miel son el contenido de
humedad, conductividad eléctrica, contenido de cenizas, azucares reductores y
no reductores, acidez libre, actividad de la diastasa e hidroximetilfurfural (HMF).
Todos estos analisis se encuentran especificados por la Directiva 2001/110 del
Consejo de la Union Europea (UE, 2001) y la Comision Internacional de la miel
(International Honey Commission, 2002). Sin embargo, es responsabilidad de
los organismos de control de cada pais llevar a cabo las inspecciones de

calidad. En el caso de nuestro pais aun no son empleadas ni exigidas.

Adicionalmente, no existen estudios que permitan certificar el origen floral de la
miel, por lo que es necesario investigar ampliamente este campo ya que resulta
primordial para contribuir a los estudios de los parametros de calidad y
propiedad biolégicas de la miel producida en el pais, por lo que el presente
estudio contribuiria en nuevos conocimientos. Por otra parte, debido al
aumento de enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo y los
fendmenos de antibiorresistencia que se han reportado, resulta indispensable
la busqueda de nuevas alternativas econdmicas y viables que permitan

reemplazar el uso de compuestos sintéticos con fines terapéuticos.

1.3. Objetivo General

Estudiar los parametros fisico-quimicos, el contenido de compuestos
bioactivos, asi como la actividad antioxidante y antimicrobiana de miel
monofloral de nabo producida en Ecuador.

1.4. Objetivos especificos

¢ Analizar el origen floral de la miel a través de un estudio polinico.



e Determinar los pardmetros fisico-quimicos y contenido de compuestos

bioactivos en la miel de nabo.

e Determinar la capacidad antioxidante y antimicrobiana de miel

monofloral de nabo en modelos in vitro.

1.5. Justificacién del trabajo

Con este trabajo de investigacion se desea certificar el origen floral de la miel
de nabo producida en Ecuador, asi como establecer sus parametros de calidad
y constatar sus propiedades antioxidantes y antimicrobianas, como una posible
alternativa para el tratamiento de infecciones y como fuente natural de
compuestos bioactivos con propiedades antioxidantes. En primer lugar, la
caracterizacion fisico quimica, permitira conocer si el producto ha sufrido algin
tipo de adulteracidbn durante su extraccion, almacenamiento y posterior
empaquetamiento para la venta al publico. Con los ensayos que se realicen en
el laboratorio se podra determinar los parametros de calidad de estas y
compararlos con los estandares internacionales que deben cumplir las mieles

de origen monofloral.

Por otro lado, el estudio de la capacidad antioxidante permitird conocer la
capacidad de este tipo de miel para evitar el dafio oxidativo, asi como su
posible uso como fuente natural de compuestos bioactivos en la dieta. Es
importante mencionar que la miel monofloral de Nabo no ha sido caracterizada

y se desconoce este tipo de propiedades.

Con los resultados proporcionados por el analisis polinico, se podra conocer la

zona de producciéon y la época del afio en donde se encuentra mayormente



disponible la miel, ademas de describir el origen floral y como esto influye en
sus caracteristicas fisico-quimicas y sus propiedades biologicas.

Mediante los resultados que se obtengan en este trabajo de investigacion, se
podra contribuir en la certificacion de la miel y mejorar su calidad, ademas de
conocer todos sus beneficios y sentar las bases para nuevos estudios en el
tratamiento de enfermedades cronicas producidas por el estrés oxidativo. Asi
como su aplicacion en la regeneracién de tejido afectado por infecciones y
guemaduras, justificando el uso de la miel de abeja en la medicina alternativa,

en la industria farmacéutica, y cosmética.

2. CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1 Generalidades miel de abeja

La miel de abeja es una sustancia dulce producida de forma natural por las
abejas de la especie Apis mellifera o por otro tipo de especie de abejas. Las
abejas obreras son las encargadas de producir la miel mediante el consumo del
néctar de las flores, secreciones que proceden de las partes vivas de las
plantas o de las excreciones que dejan algunos insectos succionadores de
plantas. La familia apidae sintetiza la miel por accién de la enzima invertasa,
estd enzima se encuentra en la saliva de las abejas; sin embargo, el proceso
continta en el sistema digestivo en donde se combinan con otras sustancias
propias del organismo. Una vez concluido este proceso las abejas llevan la miel
a los panales para su almacenamiento y maduracion (Rivadeneira, 2016,pp. 1-
10).



La consistencia del producto mielifero es viscosa y de alta palatabilidad, no
debe contener aditivos, sustancias organicas e inorganicas que alteren su
composicion natural. Es decir, que aquellos productos descritos como miel que
contengan alteraciones no pueden ser denominados como tal (Ulloa,
Mondragon Cortez, Rodriguez Rodriguez, Résendiz Vasquez, & Rosas Ulloa,
2010,pp. 11-13).

Figura 1. Proceso de almacenamiento y maduracion de la miel

Tomado de (Ulloa, Mondragon, Rodriguez, Résendiz, & Rosas, 2010, p. 11).

2.1.2 Origen Polinico

El origen polinico de la miel se realiza mediante el estudio del tipo, tamafio y la
ornamentacion con esporodermo de granos de polen; asi, se puede identificar,
diferenciar y clasificar las especies vegetales de las que provienen. No
obstante, el polen que se encuentra en la miel puede tener diversas
procedencias como son: el pelo de las abejas, el polen del aire dentro de la
colmena y el polen que las abejas empaquetaron en las células y se liberaron



durante la extraccion de miel. Como parte del control de la calidad de miel se
determina de forma cualitativa y cuantitativa el origen botéanico. Estableciendo
la zona geografica de produccion y la vegetacion predominante en el area que
brinda la coloracion, sabor, aroma y textura a la miel (Louveaux J, 1978, pp.
140-155).

2.2. Clasificacion de la miel

La miel se clasifica segun la principal fuente floral en donde las abejas
recolectan el néctar. Dentro de esta clasificacion se encuentran las mieles
monoflorales, las cuales se describen como mieles que poseen en mayor
cantidad el polen de una sola planta; mientras que, las multiflorales se
describen que su contenido polinico proviene de varias especies vegetales
(Cordova-Cordova, Ramirez-Arriaga, Martiinez-Hernandez, & Zaldivar-Cruz,
2013,pp. 164-175). Es muy importante la proporcion del polen en la miel, ya
gue esto se relaciona directamente con el tipo de vegetaciéon y el periodo de
floracibn que mantienen las plantas. Las abejas generalmente consumen el
néctar de un solo tipo de especie vegetal; pero, es muy probable encontrar
néctar de otro tipo de vegetaciones. Para poder decir que una miel es
monofloral, es necesario realizar un conteo del polen, teniendo en cuenta que
el porcentaje minimo de granulos debe ser de aproximadamente un 45%,
dependiendo de la especie vegetal, ya que este porcentaje puede variar. En
cambio, para las multiflorales es necesario que se encuentre el polen de tres o
mas taxas en un porcentaje mayor o igual al 10% (Coérdova-Cérdova, Ramirez-
Arriaga, Martiinez-Hernandez, & Zaldivar-Cruz, 2013,pp. 164-175).

2.3. Composicion quimica de la miel
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La composicion quimica de la miel depende de algunos factores, como la zona
geografica en donde se encuentran distribuido los apiarios, el suelo en donde
se desarrollan las especies vegetales que van a hacer polinizadas, asi como su
cosecha, el clima y las condiciones climaticas. La miel es conocida por
contener una mezcla de carbohidratos, &cidos orgénicos, enzimas, aminos,

ceras, etc (Alvarez-Suarez J. M., 2017,pp. 43-45).

2.3.1 Carbohidratos

Son el componente principal de la miel, en esta encontramos monosacaridos
como son la glucosa y la fructosa. El 85% de la composicion sélida de la miel
estd dada por estos azUcares simples, aunque también lo componen alrededor
de 25 azucares complejos, pero estos se encuentran en cantidades minimas,
ya que la mayoria se forman de la union de la fructosa y glucosa en diversas
combinaciones (Ulloa, Mondragén, Rodriguez, Résendiz, & Rosas, 2010,pp.
11-13).

A continuacién, en la Tabla 1 se puede mostrar un listado de carbohidratos

presentes en la miel.

Tabla 1.

Azlcares presentes en la miel de abeja

Monosacéaridos Fructosa

Glucosa




Disacaridos

Maltosa
Isomaltosa
Gentibiosa
Nigerosa
Maltulosa
Palatinosa
Sacarosa

Turalosa

Trisacaridos

Erilosa
Centosa
Isopanosa
Panosa
Isomaltotriosa
Laminoritriosa
Maltoriosa

Melezitosa

Azucares complejos

Isomaltotetraosa

Isomaltopentosa

Adaptado de Ulloa, Mondragoén, Rodriguez, Résendiz, & Rosas, 2010,p. 13

2.3.2. Agua

11

El contenido de agua influye mucho en la miel puesto que ayuda a controlar la

viscosidad, el peso especifico y el color. El contenido de humedad esta en

funcidén a factores ambientales y el contenido de humedad que comprende el

néctar que ha consumido la abeja. La humedad en una miel madura es de
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aproximadamente un 18,5%, si este valor es sobrepasado la miel es
susceptible a fermentarse (Zandamela Mungéi, 2008).

2.3.3. Enzimas

Las enzimas presentes en la miel son adquiridas por las abejas y otras por la

planta que polinizan. Una de las enzimas mas importantes de la miel es la «-

glucosidasa, ésta se encarga de convertir el disacarido sacarosa en
monosacaridos fructosa y glucosa. Otra es la glucosa oxidasa responsable de
la capacidad antibacteriana. El acido fosfatasa se encarga de degradar el
almidon y la catalasa convierte el peroxido de hidrogeno en agua y oxigeno

(Ulloa, Mondragoén, Rodriguez, Résendiz, & Rosas, 2010.p. 13).

2.3.4. Proteinas y aminoacidos

De igual manera que las enzimas, las proteinas y aminoacidos son adquiridas
por las plantas y las abejas. La cantidad de nitrégeno esta asociado a la
presencia de proteinas y aminoacidos. Se han perfilado alrededor de 19
proteinas. La presencia de proteinas en la miel genera una baja tension
superficial formando finas burbujas de aire. Por otro lado, la presencia de
aminodacidos en la miel no tiene ningun aporte nutricional, a pesar de ello, éstos
reaccionan con algunos azucares produciendo compuestos cafés o
amarillentos, los mismos que son los responsables del oscurecimiento de la
miel durante el almacenamiento. Algunos de los aminoacidos descritos son:
prolina, tirosina, leucina, alanina, isoleucina, fenilalanina y acido glutamico
(Blanco, Trama, & Libonatti, 2016,pp. 6-18).

2.3.5. Vitaminas y minerales



13

El porcentaje de minerales en la miel es de 0,02%- 1%, en donde el potasio se
lleva la mayor cantidad de este porcentaje seguido de sodio, calcio y magnesio
y en menor concentracion se encuentran el azufre, hierro, cobre, manganeso,

cloro y fésforo (Ulloa, et al., 2010, pp. 13).

2.3.6. Compuestos fendlicos

Uno de los metabolitos que se encuentran en mayor concentracion en las
plantas son los compuestos fendlicos, sintetizados con el fin de brindar
proteccién ante el estrés biotico, abidtico y el dafio oxidativo. Estos compuestos
los obtiene la miel en el momento que la abeja consume el néctar de las
plantas. Los compuestos fendlicos se caracterizan por presentar en su
estructura un anillo aromético, un anillo benceno y grupos hidroxilos (Martinez-
Valverde, Periago, & Ros, 2000,5-13).

Dentro de los compuestos fendlicos también se encuentran la familia de los

flavonoides, éstos comparten un esqueleto de fenilcromano (Cz—C; —Cg).

Dependiendo de la oxidacion que sufre el anillo C, los flavonoides se pueden
clasificar en: flavonoides, flavonoles, flavonas, isoflavonas, antiocianinas,
flavononas, dihidroflavonoles y flavan-3-oles. En la miel se han podido
identificar flavononas, flavonas, flavonoles y dihidroflavonoles, como son:
pinocembrina, crisina, galangina, pinobanksina, apigenina, genisteina,
guercetina, kaempferol y miricetina (Alvarez-Suarez J. M., 2017,pp.65-70). Este
tipo de compuestos tanto fendlicos como flavonoides se pueden degradar en la
miel, dependiendo de las condiciones ambientales a las que estan sometidos,
un ejemplo son los flavonoides glucésidos que se ven afectados en ambientes
alcalinos (Alvarez-Suarez J. M., 2017,pp. 65-70).



Flavanones
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Myricetin OH |OH

R, Dihydroflavonols
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R:

H:‘Pinobanksin H|H

H

Figura 2. Estructura de los flavonoides descritos en la miel

Tomado de (Alvarez-Suarez J. M., 2017, p. 66).

2.3.7. Carotenoides

14

Este tipo de compuestos son pigmentos conocidos por brindar coloraciones

rojizas, amarillas y naranjas en flores y frutos. Los carotenoides estan

vinculados con la fotosintesis debido a que se encargan de captar luz. Asi

también, son compuestos benéficos para la salud humana porque son capaces

de inactivar el oxigeno libre, hidroxilos y perdxidos. Esto lo convierte en un

antioxidante, ademas son fuente de provitamina A. Los carotenoides se

conforman por un anillo de ciclohexano y por distintas unidades de

isoprenoides, ademas, son tetraterpenos ya que pueden sustituir o insaturar

cada extremo del anillo de ciclohexano. Su naturaleza lipofilica lo hace

insoluble en agua (Alvarez-Suarez J. M., 2017, pp. 225-226).



2.4. Propiedades fisico-quimicas

2.4.1. Color
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El color de la miel se debe a la presencia de pigmentos, colorantes como son

carotenos, xantofila y flavonoides. Estos provienen del néctar de la especie

vegetal en donde la abeja haya libado, su coloracion se vuelve mas intensa con

el tiempo. Los diversos tipos de miel se diferencian por su color, su sabor y su

densidad, su coloracién puede ir desde blanco agua hasta ambar oscuro, es

por esto por lo que en el mercado podemos encontrar mieles rojizas, verdosas

o amarillentas, Ver Tabla 2. Se ha detallado que entre mas oscura sea la miel,

tendra mayor cantidad de minerales y mayores seran sus propiedades

bioldgicas. No obstante, las mieles claras son mas ricas en vitamina A (Blanco,

Trama, & Libonatti, 2016).

Tabla 2.

Clasificacion de la miel por color

Coloracion | mm Pfund Absorbancia
Blanco agua 0-8 0.104-0.125
Extra blanco 8-16.5 0.125-0.148
Blanco 16.5-34 0.148-0.195
Ambar extra 34-50 0.195-0.238
claro
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Ambar claro 50-85 0.238-0.333
Ambar 85-114 0.333-0.411
Ambar mayor a 0.411 Mas
0Scuro 114

Adaptado de (Maradiaga Pineda, 2005,pp. 5-14)

2.4.2. Conductividad eléctrica

En este parametro se relaciona la concentracion de sales minerales, puesto
que este valor no varia durante los procesos de almacenamiento. Este
pardmetro se determina por movilidad y concentracién de los iones que
provienen de las sustancias minerales. Aqui también influye la zona geogréfica
de donde proviene la miel y el suelo en donde han sido cultivadas las especies
vegetales que fueron polinizadas. El rango de conductividad eléctrica para la
miel debe estar entre 0.60 y 2.17 mS/cm (Acquarone, 2004,pp. 24-36).

2.4.3. Cenizas

El contenido de cenizas también es un pardmetro para determinar la
concentracion de minerales presentes en la miel y para corroborar que la
melaza sea de origen floral mas no de mielada. Los mismos factores que
influyen en la conductividad eléctrica, inciden en el porcentaje de cenizas, el
mismo que debe estar en un rango de 0,6% y 1.5% (Alvarez Mecias & Sanchez
Casamen, 2016, pp.16-17).

2.4.4. pHy acidez
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El pH de la miel se basa en la concentracion de moléculas de H*. El rango que

debe tener es de 3.4-6.1, asi con estos valores de pH se puede inhibir la
proliferaciéon de microorganismos (Alvarez Mecias & Sanchez Casamen,
2016,pp. 16-17). Por otro lado, la cantidad de &cido que compone la miel
depende de algunos factores, entre ellos, el tiempo que transcurre entre
recolectar el néctar, almacenarlo y madurarlo. Es en la maduracion que la
glucosa oxidasa reduce su produccion de acido glucénico. La produccion del
acido glucénico se puede incrementar por la cantidad de azucares, el climay la
densidad del néctar. Dependiendo de la cantidad de &cido que presenta la miel
se puede determinar su frescura y potenciar el flavor de la melada (Acquarone,
2004, pp. 24-37).

2.4.5. Hidroximetilfurfural (HFM)

El hidroximetilfurfural es un aldehido ciclico que se origina a partir de la
degradacion del azucar presente en la miel. Mas explicitamente la fructosa
sufre una deshidratacién. La presencia de Hidroximetilfurfural indica las
condiciones y tiempo de almacenamiento que ha recibido la miel. El contenido
maximo que permiten las normas internacionales de HMF es de 40 mg/ kg de
miel, si este valor es excedido significa que el producto no es fresco, es de baja
calidad, ha sido adulterada y sometida a calentamiento (Subovsky, Sosa
Lopez, Castillo, & Cano, 2004,pp. 32-33).

2.4.6. Indice de Diastasa

La enzima diastasa es una proteina enzimatica con funciones hidroliticas sobre
azucares complejos. Su actividad disminuye con el tiempo y a altas

temperaturas es desnaturalizada, de esta forma, la determinacion del indice de
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diastasa denota la calidad de la miel (Sanz Cervera & Sanz Cervera, 1994,pp.
181-191).

2.5 Propiedades Bioldgicas

2.5.1 Capacidad antimicrobiana

La miel de abeja ha sido utilizada desde la antigiedad como un producto
medicinal ya que genera una barrera contra infecciones bacterianas y fungicas.
Se ha demostrado que esta accion va muy de la mano con la composicion
fisico-quimica de la miel como son el pH bajo, alta concentracion de azucares,
liberacion de citoquininas, flavonoides, osmolaridad, etc (Salazar, Medina,

Donoso, Barrientos, & Sanhueza, 2009,pp. 77-82).

Existen dos formas de accién para cumplir con la capacidad antimicrobiana:

I. La actividad peroxida, en este proceso, actla la enzima glucosa oxidasa,
esta enzima es secretada por la abeja exactamente en su glandula
hipofaringea. La glucosa oxidasa actua sobre la glucosa dejando como
resultado la liberacién de peréxido de hidrégeno. Este compuesto en
altas cantidades es el que cumple la funcibn antimicrobiana
(Rivadeneira, 2016,pp. 11-14).

. La actividad no peroxida, aqui intervienen algunos factores de la
composicion fisico-quimica de la miel, entre ellos la acidez por la accién
de acidos fendlicos y el pH que se encuentra entre 3.2 y 4.5. Esto

permite inhibir el crecimiento de bacterias patdgenas, otro compuesto
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inhibidor es el péptido — defensina. El cual provoca una disrupcion de la
membrana bacteriana, interactuando con su superficie negativa
(Alvarez-Suarez, Génzalez Paramas, Santos-Buelga, & Battino, 2010,pp.
2491-2498). De igual manera la elevada concentracion de solutos
genera una presion en el gradiente osmético, produciendo una
deshidratacion en la célula bacteriana (Alvarez-Suarez, Godnzalez
Paramas, Santos-Buelga, & Battino, 2010,pp. 2491-2498).

Las pruebas in vitro se utilizan para determinar de forma cuantitativa la
reduccion de la colonia microbiana. Dentro de estas pruebas se encuentra la
determinacién de la concentracién minima inhibitoria (MIC) y la concentracién
minima bactericida (MBC). Estas pruebas nos permiten conocer si la miel tiene
accion bacteriostética que es la capacidad de impedir el crecimiento bacteriano
o0 si tiene accién bactericida que significa que la miel estd matando a la bacteria
(Alvarez-Suarez J. M., 2017,pp. 86-89).

2.5.2 Capacidad antioxidante

Los radicales libres son moléculas que en su estructura atdbmica contienen un
electron desapareado o libre, provocando inestabilidad. Las moléculas
inestables, recorren el cuerpo de un organismo vivo intentando robar un
electron de alguna molécula estable a fin de normalizarse. (Alvarez-Suarez J.
M., 2017,pp. 83-86). Una vez que el radical libre consigue sustraer el electréon
gue necesita, la molécula estable que se lo cede se convierte en un radical
libre, provocando una verdadera reaccion en cadena que destruye las células
(Alvarez-Suarez J. M., 2017,pp. 83-86). Se conoce que la vida media biologica
del radical libre es de microsegundos, pero es capaz de reaccionar con todo lo
gue se encuentra a su alrededor provocando un gran dafio a moléculas,
membranas celulares y tejidos. Nuestro cuerpo produce radicales libres de

forma moderada para atacar virus y bacterias (Avello & Suwalsky, 2006,pp.



20

161-172). Para controlar la produccion de los radicales libres es necesario la
presencia de antioxidantes para que neutralice la accion del oxidante (Avello &
Suwalsky, 2006, pp. 161-172).

Dentro de los factores que promueven la aparicion de radicales libres se

encuentran dos clases:

I. Los factores enddgenos que estan constituidos por cadenas de
transporte electrénico mitocondrial, microsomal y peroxisomal, enzimas

citoplasmaticas y fagociticas.

. Los factores exdgenos conformados por xenobidticos, tabaquismo,
algunos alimentos de la dieta diaria, radiaciones y la hiperoxia (Montero,
1996,pp. 278-280).

La formacién de oxigeno molecular acta como un contaminante dentro del
metabolismo. Los organismos aerobios consumen este oxigeno a fin de
obtener energia; a su vez, crean mecanismos de defensa antioxidante ante la
toxicidad que crean las especies reactivas de oxigeno (ROS). Las especies
reactivas de oxigeno se originan al reducir el oxigeno parcialmente por
transformacion electrénica (Montero, 1996, pp. 278-280). Existen diversos tipos
de ROS entre ellos el radical anién superéxido que se produce cuando se
realiza una transferencia monoelectrénica. El peréxido de hidrégeno se origina
por una transferencia dielectronica y por ultimo la transferencia trielectronica da
como resultado el radical hidroxilo, siendo este el mas toxico ya que su vida

media es de 10" segundos y es el mas reactivo. El radical hidroxilo produce

peroxidacion lipidica, inactivacion enzimatica, ocasiona mutaciones a nivel de
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ADN y causa alteraciones en los receptores celulares de los glucidos (Montero,
1996, pp. 278-281).

La miel de abeja contiene una alta gama de compuestos fitoquimicos. Estos
compuestos son de origen natural y se destacan por ser biolégicamente activos
y cumplir con la accién antioxidante. Dentro de esta gama de compuestos se
encuentran los compuestos fendlicos (acido galico, acido cafeico, elagico,
ferdlico y p-cumarico, acido siringico, acido benzoico, acido cinamico; acido
clorogénico), y flavonoides (apigenina, crisina, galangina, hesperetina,
kaempferol, pinocembrina y quercetina) (Jauregui, et al , 2014,pp. 287-296).
Los antioxidantes son sustancias capaces de reducir o eliminar la oxidaciéon
mediante la neutralizacién de los radicales libres. La cantidad de compuestos
fendlicos y no fendlicos en la miel depende mucho del origen floral, condiciones
climaticas y zona geogréfica. Se conoce que las mieles de color ambar oscuro
contienen mayor cantidad de antioxidantes, por presentar mayor concentracion
de flavonoides, acido ascorbico y B-caroteno, a diferencia de las mieles blanco
agua (Alvarez-Suarez J. M., 2017,pp. 83-86).

La accion antioxidante de los compuestos fendlicos esta vinculada a una serie
de mecanismos, como son la eliminacion de radicales libres, donacion de
hidrogeno, extincion del oxigeno simple y la quelacion de iones metalicos.
(Alvarez-Suarez J. M., 2017,pp. 83-86). De modo que la actividad antioxidante
se puede determinar mediante el uso de numerosos ensayos in vitro, tales
como: el ensayo de DPPH, el cual usa el radical 1,1-diphenyl- 2-picrylhydrazyl
como un factor de sefial analitica, cuando un radical presenta un electron
desapareado, la muestra se torna de una coloracién azul/violeta, al reaccionar
con un antioxidante cambia su coloracion a amarillo, permitiendo determinar el
porcentaje de captacion del radical libre mediante espectrofotometria (Alvarez-
Suarez J. M., 2017,pp. 83-86). El ensayo de FRAP (Ferric reducing/antioxidant

power) se fundamenta en la capacidad de los polifenoles totales de reducir el
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ion férrico Fe®* a Fe?* i6n ferroso, el cual forma un complejo de coloracion azul

indicando una actividad antioxidante por un alto poder de reduccién del
fitoquimico (Alvarez-Suarez J. M., 2017,pp. 83-86). Por otro lado, el ensayo de
las sustancias reactivas al &cido tiobarbitirico (TBARS), estiman Ila
degradacion oxidativa de los lipidos o también llamada peroxidacion lipidica, el
resultado a la degradacion de peréxidos es la formacion del malondialdehido
(MDA), éste forma un complejo el cual toma una coloracion rosa al interactuar
con el &cido tiobarbitarico, por lo tanto, puede ser cuantificado por
espectrofotometria (Alvarez-Suarez J. M., 2017,pp. 83-86).

No obstante, se ha asociado la capacidad antioxidante de la miel con la
actividad e interacciones de algunos compuestos, entre ellos las enzimas
catalasa, glucosa oxidasa, peroxidasa y sustancias no enzimaticas como acido
ascorbico, a-tocoferol, carotenoides, amino&cidos, proteinas y acidos organicos
(Alvarez-Suarez J. M., 2017,pp. 83-86). Vale destacar que una de las grandes
ventajas de la miel es que posee varios componentes antioxidantes y si alguno
de ellos muestra propiedades pro-oxidantes, habria otros antioxidantes que
pueden actuar ante el estrés oxidativo, ademas la miel contiene antioxidantes
hidrosolubles y liposolubles, lo que le permite actuar a diversos niveles
celulares (Alvarez-Suarez J. M., 2017,pp. 83-86).
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3. CAPITULO Ill. DISENO DEL PLAN EXPERIMENTAL
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4. CAPITULO IV. PROCEDIMIENTOS

4.1. Poblacién

La poblacién para analizar consistio en los apiarios que declararon producir
miel de abeja monofloral de Nabo

4.2. Muestras

Las muestras de estudio fueron originarias de los apiarios de la provincia de
Bolivar, en el cantén Chillanes en donde se produce la miel monofloral de
Nabo.

4.3. Extraccion de polen

La extraccion de polen en la miel se realizd6 segun el método de acétolisis
descrito por Louveaux, et al (1978, pp. 140-155). Para este procedimiento se
tomaron 150 ml de solucion de miel, los cuales fueron separados en tres tubos
falcon de 50 ml. Los tubos se centrifugaron a 4500 rpm durante 10 minutos. El
sobrenadante de cada tubo fue recogido en un vaso de precipitacion y el
sedimento fue recolectado en un tubo falcon de 15 ml. A continuacion, el
sobrenadante se volvié a colocar en los tubos de 50 ml para ser centrifugado
por 20 minutos a 4500 rpm. Posteriormente, al sedimento se le afiadieron 10 ml
de acido acético glacial, se homogenizé por vortex (Fisher scientific-lsotermp) y
se procedié a centrifugar por 5 minutos a 4500 rpm. El sobrenadante y el
exceso de &cido fueron eliminados, al sedimento se le adiciono 10 ml de
solucion de acetdlisis, homogenizandolo con una varilla de vidrio y
centrifugandolo a 4500 rpm por 5 minutos. El sobrenadante fue descartado y el
sedimento se re suspendié con una gota de solucion de glicerina, este fue

colocado en un portaobjetos dejandolo secar en una plancha de calentamiento
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por 5 minutos a 30°C. Seguidamente en el cubreobjetos se coloco la solucién
de gelatina-glicerina y se dejo secar por varios minutos. Por ultimo, se conto los

granos de polen con ayuda de un microscopio.

4.4. Caracterizacion fisica-quimica

4.4.1 Color

El color en miel se determind a través del protocolo establecido segun
International Honey Commission (2002). Se prepard 5 ml de solucion de miel, 2
ml de esta solucién fueron vertidas en una cubeta espectrofotométrica y
puestas en reposo por aproximadamente 10 minutos. Como ultimo paso, se
procedi6 a realizar la lectura en el espectrofotometro (Shimadzu- UV mini 1240)

a una longitud de onda de 635 nm. El blanco utilizado fue agua destilada.

Para determinar el color de la miel se obtuvo los mm Pfund a partir de la
absorbancia empleando el siguiente célculo (Montenegro, Avallone, Crazov &
Aztarbe, 2005):

mm pfund = —38,70 + 371,39 = Abs, (Ecuacién 1).

Los valores obtenidos se compararon con la Tabla 3.

Tabla 3.

Comparacién entre color, mm Pfund y Absorbancia.

Miel mm Pfund




Blanco agua 0-8

Extra blanco 8-16.5
Blanco 16.6-34

Ambar extra 34-50

claro

Ambar Claro 50-85
Ambar 85-114
Oscuro mas de 114
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Tomado de (Maradiaga Pineda, 2005).

4.4.2 Humedad

La determinacion del porcentaje en miel se determin6é mediante el protocolo
descrito por International Honey Commission (2002). Una gota de la muestra
de miel fue colocada en el refractdmetro a una temperatura constante de 20°C,

el porcentaje de humedad se obtuvo usando la Tabla 4.
Tabla 4.

Determinacion del contenido de humedad

indice de | Contenido | indice de | Contenido | indice de | Contenido
refraccion de refraccion de refraccion de
(20°C) Humedad (20°C) Humedad (20°C) Humedad
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(%) (%) (%)
1,5044 13,0 1,4935 17,2 1,4830 21,4
1,5038 13,2 1,4930 17,4 1,4825 21,6
1,5033 13,4 1,4925 17,6 1,4820 21,8
1,5028 13,6 1,4920 17,8 1,4815 22,0
1,5023 13,8 1,4915 18,0 1,4810 22,2
1,5018 14,0 1,4910 18,2 1,4805 22,4
1,5012 14,2 1,4905 18,4 1,4800 22,6
1,5007 14,4 1,4900 18,6 1,4795 22,8
1,5002 14,6 1,4895 18,8 1,4790 23,0
1,4997 14,8 1,4890 19,0 1,4785 23,2
1,4992 15,0 1,4885 19,2 1,4780 23,4
1,4987 15,2 1,4880 19,4 1,4775 23,6
1,4982 15,4 1,4875 19,6 1,4770 23,8
1,4976 15,6 1,4870 19,8 1,4765 24,0
1,4971 15,8 1,4865 20,0 1,4760 24,2
1,4966 16,0 1,4860 20,2 1,4755 24,4
1,4961 16,2 1,4855 20,4 1,4750 24,6
1,4956 16,4 1,4850 20,6 1,4745 24,8
1,4951 16,6 1,4845 20,8 1,4740 25,0
1,4946 16,8 1,4840 21,0




28

1,4940 17,0 1,4835 21,2

Tomado de (Mexicana, 1997)

4.4.3 pH

El pH fue determinado mediante el método establecido por Piccirillo,
Rodriguez, & Ojeda de Rodriguez (1998,pp. 486-497). Se partié de 37,5 ml de
solucién de miel, los cuales fueron homogenizados por vortex. Con ayuda de

un pHmetro se procedio a determinar el pH inicial de las muestras de miel.

4.4.4 Cenizas

El porcentaje de cenizas en miel se adquirieron mediante el método descrito
por Olivier (2006,pp. 89-95). Como parte inicial del ensayo se peso el crisol
vacio, luego se pesaron 5 g de miel en un crisol. Las muestras fueron
calcinadas en una plancha de calentamiento hasta la temperatura maxima. Las
muestras calcinadas ingresaron en la mufla a 500°C por 24 horas, cuando las
muestras se hicieron cenizas se retiraron de la mufla, se dejaron enfriar en un
desecador para luego registrar su peso final. El porcentaje de cenizas se
obtuvieron mediante la siguiente formula (Velasquez Guanin, 2017):

B — 4)
(€ —4)

U4 de cenizas totales = =100

(Ecuacion 4)

(A= peso de crisol inicial, B= peso de crisol + muestra, C= peso de crisol +

cenizas).

4.45 Conductividad Eléctrica
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La conductiva eléctrica fue ejecutada segln el método de Alvarez Mecias &
Sanchez Casamen (2016,pp. 28-30). Se prepararon 18,75 ml de solucion de
miel y se midié la conductividad mediante un conductimetro (Para ello, se
sumergieron los electrodos del equipo en la solucion y se mantuvo a una

temperatura de 20°C).

4.4.6 Hidroximetilfurfural (HFM)

La determinacion del indice de Hidroximetilfurfural en miel es uno de los
métodos mas eficaces para determinar la calidad y frescura de esta. Para este
andlisis se us6 el protocolo descrito por Sanz Cervera & Sanz Cervera
(1994,pp. 181-191). Se dispusieron 50 ml de solucién de miel y se filtraron para
eliminar los residuos solidos. En seguida a la solucién de miel se le afiadieron
0.5 ml de solucion carrez | y 0,5 ml de solucion carrez Il. La solucién resultante
fue colocada en dos tubos de 5 ml, al primer tubo que se lo denominé como
muestra, se le agregaron 5 ml de agua destilada, mientras al otro tubo se le

adicionaron 5 ml de bisulfito sédico (NaH50;), a este Ultimo se lo etiqueté como

referencia. Los dos tubos fueron mezclados suavemente y colocados en
cubetas de cuarzo; inmediatamente, se realiz6 la lectura en el

espectrofotometro a 284 nmy a 336 nm.

Para determinar el contenido de hidroximetilfurfural se utiliz6 la siguiente

formula (Sanz Cervera & Sanz Cervera, 1994):

mg ) B (A1 — A1)xFx5b

HMF(iﬂ{]g P

(Ecuacion 3)
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En Donde: Al= Absorbancia medida a 284 nm, A2= Absorbancia medida a 336
nm, P= Peso de la muestra (en gramos) y F= 14,97 (para expresarlo en
mg/100g)

4.4.7 indice de Diastasa

El proceso para establecer el indice de diastasa comenzo con la determinacion
de la dilucién de almidon necesaria para ejecutar el ensayo descrito por Sanz
Cervera & Sanz Cervera (1994,pp. 181-191). Una vez obtenida la dilucion se
procedio a realizar la solucion de trabajo de miel, afadiendo 1 ml de buffer
fosfato, 4 ml de agua destilada y 0,6 ml de solucién de cloruro de sodio
(Cobachemin), aforando esta solucién a 10 ml. Un volumen de 2 ml de la
solucién fueron colocadas en un tubo de ensayo y 1 ml de soluciéon de almidén
en otro tubo, ambos se calentaron en bafio maria a 40°C por 15 minutos.
Pasado este tiempo, se juntaron el contenido de los dos tubos y se tomo el
tiempo de reaccion con un cronometro; cada 5 minutos la solucion fue
recolectada en un tubo eppendorf y se le agregaron 500 pL de solucién de
yodo; ademas, se realizé la dilucibn segun la cantidad determinada
previamente. Finalmente, la absorbancia fue medida a una longitud de onda de
660nm. Este proceso se repitid hasta que la lectura de la absorbancia fuera
menor o igual a 0,235 nm. Para el blanco se utilizo la solucién de trabajo de

miel y se empled agua destilada en vez de la solucion de almidén.

4.4.8 Aminoacidos libres

Los aminoacidos libres en miel provienen mayormente de su origen botanico,
una forma de determinar estos compuestos en la miel es a través del método
Ninhidrina-Cadmio establecido por Doi, Shibata, & Matoba (1981,pp.173-184).
Es necesario establecer una curva de calibracion. En un tubo de ensayo se

agregd 1 ml de solucién estandar (30 mg de leucina en 500 mL de agua
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destilada) y se adicionaron 2 ml de solucién de trabajo (0.8 gr de ninhidrina, 80
ml de etanol 99.5%,10 ml de &cido acético y 1 gr de CdCl,), se calenté a 84°C
durante 5 minutos, se dejé enfriar y se leyo la absorbancia a 507nm. Para la
medicion de la muestra se adiciono en un tubo de ensayo 1 ml de solucion de
miel y se afiadieron 2 ml de solucién de trabajo. Se us6 como blanco 1 ml de
agua destilada y se le adicionaron 2 ml de la solucién de trabajo.

A partir de la ecuacion de la curva estandar, se calculo la concentracion de la

muestra en mg de leucina y prolina por litro.

Para calcular el contenido de N-aminico en 100 gramos de miel se aplicé la

siguiente ecuacion (Doi, Shibata, & Matoba, 1981):

x (mgLE”CfL) * 25mlL = 100gmiel

1000 (ML/ )} =125 el .,
(/L) (gmiel) (Ecuacion 5)

4.4.9 Flavonoides

Para la determinacién de flavonoides en muestras de miel se utilizé el ensayo
descrito por Muiioz (2007,pp. 848-851). Se utilizaron placas de 96 pocillos, en
cada pocillo fueron adicionados 20 pL de la muestra (solucion de miel) y 100 pL
de agua destilada. Consecutivamente, se afiadieron 6 pL de solucion al 5% de
nitrito de sodio (NaNO2) y se dejé incubar a temperatura ambiente durante 6
minutos. Después de incubar, se adicionaron 12 pL de solucion de cloruro de
aluminio hexahidratado (AICI3 *6H20) al 10% diluido en metanol y se incub6
durante 5 minutos. Pasado el tiempo de incubacion, se agregaron 40 pL de
hidroxido de sodio (NaOH) 1M y 22 pyL de agua destilada. Por ultimo, la
medicion fue realizada en un lector de placas (Biotek-Syneragy HT) a una
longitud de onda de 510 nm. Los resultados se expresaron en mg de
catequina/kg de miel. Para establecer los resultados, se elabord
preliminarmente una curva de calibrado a partir de una solucion madre 1 mM,
en donde se emplearon 0,0308 g de catequina (Caymam) diluida en 100 ml de

agua destilada.
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4.4.10 Extracto polifendlico

De acuerdo con el método sefialado por Andrade, Ferreres, & Amaral (1997,pp.
2281-2286). Se pesaron 10 g de miel, los cuales fueron diluidos en 50 ml de
agua a un pH de 2, para llegar a ese pH se adicion6 &cido clorhidrico (HCI) 1
molar. Se activaron las columnas con el paso de metanol absoluto y luego se
pasé agua a pH 2. Una vez activadas las columnas se procedié a pasar la
solucion de miel. Concluido este paso, se efectuo tres lavados con agua a pH 2
y se adjunté metanol. Toda la solucion fue colectada y llevada al rotavapor
(Buchi-R210) hasta obtener 2 ml de la solucion. Finalmente, la muestra fue
trasladada al concentrador al vacié (Genelac-mlVac Duo Conceutrator) hasta

gue se obtuvo solo el extracto.

4.4.11 Fenoles totales

El protocolo utilizado fue el descrito por Mufioz, (2007). Se utiliz6 cubetas de
cuarzo, en ellas fueron agregados 100 pL de la muestra (solucion de miel) y
500 pL del reactivo de Folin (FC), se incub6 durante 5 minutos a temperatura
ambiente; terminado el tiempo de incubacién se adicionaron 400 pL de
carbonato de sodio, se incubdé nuevamente en oscuridad y a temperatura
ambiente por un lapso de dos horas. Por dltimo, se midi6 en el
espectrofotometro a 760 nm. Este mismo procedimiento se realiz6 con el
blanco y la solucién estandar. El resultado de concentracién de fenoles se
expresé en mg de acido galico/ 100 g de miel. Fue necesario realizar una curva
de calibrado con una solucién madre a 6 mM, disolviendo 0,1 g de acido galico

(Lobachemie) en 1 ml de metanol se aforé a 100 ml con agua destilada.
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4.4.12 Polifenoles totales mediante HPLC

Este procedimiento se realiz6 segun el protocolo descrito por Alvarez-Suarez,
Gonzalez Paramés, Santos-Buelga, & Battino (2010, 9817-9824). Para ello se
ocup6 el equipo HPLC Agilent Technologies Series 1260, una columna Eclipse
Plus C18 5 um 4.6 x 250 mm. Las condiciones de trabajo fueron una
temperatura de 35°C, un flujo de 1.0 ml/min, la longitud de onda utilizada fue de
280, 330 y 360 nm a un volumen de inyeccién de 20 pl. Como fase movil se
us6 acido fosforico a 0,1% (Linea A) y acetronitrilo (Linea B). En la parte
experimental, se pesaron 5 mg del extracto metandlico en un tubo eppendorf
de 2ml, se afor6 con metanol grado HPLC. La muestra fue filtrada y colocada
en un vial para HPLC; se corrié la muestra y se obtuvo el espectro, el cual fue
identificado con un espectro de referencia. De manera preliminar se realiz6 un
patrén con un estandar de acido gélico (pureza 99.1%) y de quercetina (pureza

99,1%), los dos estandares con Humedad 0%.

4.4.13 B-Carotenos

A partir del protocolo descrito por Bueno-Costa, et al (2016, pp. 334-338) a la
muestra de miel se le agregaron 5 ml de hexano acetona. Las muestras se
mantuvieron en agitacion por una hora y consecutivamente fue centrifugada; se
tomoé el sobrenadante y se colocé en una cubeta de cuarzo. La medicion se
efectud en el espectrofotometro a una longitud de onda de 450 nm, usando
como blanco hexano acetona. De forma preliminar, se realiz6 una curva de
calibrado de B-caroteno (Sigma) y se comparo los datos de absorbancia de las

muestras con las de la curva de calibrado.
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4.5. Capacidad Antioxidante

4.5.1 DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl)

La capacidad antioxidante mediante el uso de DPPH se realizé de acuerdo con
lo descrito por Alvarez-Suarez, Tulipani, Romandini, Vidal, & Battino (2009,pp.
293-302). En primera instancia se efectu6 una curva de calibrado de acido
ascorbico. En este protocolo fueron manejados dos blancos, en el primer
blanco se agregaron 110 pL de etanol al 70 % (v/v), 10 pL de metanol y 80 pL
de DPPH (Alpha Aesar) 0,2 mM; en el segundo blanco se adicionaron 110 pL
de etanol al 70 %, 10 uL del estandar y 80 pL de metanol. Para la muestra fue
preciso afiadir 110 pL de etanol al 70 %, 10 pL de la solucion de miel y 80 pL
de DPPH 0,2 mM. Se incubd por 15 minutos y la medicion fue realizada en un
lector de placas a 517 nm. Los resultados se obtuvieron con la siguiente
ecuacion y se expresaron en umol de trolox/ 100 g de miel (Alvarez-Suarez,
Tulipani, Romandini, Vidal, & Battino, 2009).

Abs muestra — Blanco 2
DPPH scavenging activity (%) = (1 — ) =100
Blanco 1

(Ecuacion 6)

4.5.2 FRAP (Ferric reducing/antioxidant power)

La determinacion de la capacidad antioxidante por el método de FRAP fue
realizada de acuerdo con el método empleado por Alvarez-Suarez, Tulipani,
Romandini, Vidal, & Battino (2009,pp. 293-302). En una placa de 96 pocillos, en
los pocillos se adicionaron 180 pl de solucion de FRAP, 20 pl de muestra
(solucion de miel), se agrego solucion estandar y por ultimo fue incorporado un
blanco. La solucion de miel, solucion estandar y el blanco fueron agregados en

diferentes pocillos. Posteriormente se midioé en un lector de placas a 539 nm.
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Previamente fue elaborada una curva patrén, partiendo de una solucién madre
de trolox 5 Mm, utilizando 0.313 g de Trolox disuelto en 25 ml de etanol
absoluto. La solucion estandar partio de amonioferrosulfato 1 mM, se pesaron
0.0196 g del reactivo, aforando hasta 50 ml. Los resultados se expresaron en
umol de trolox/ 100 g de miel (Alvarez-Suarez, et al., 2010, pp. 9817-9823)

4.5.3 Peroxidacion Lipidica

4.5.3.1 Extraccion de membranas de gl6bulos rojos

Los globulos rojos fueron extraidos de la sangre de voluntarios adultos no
fumadores, los cuales previamente firmaron una carta de consentimiento. Se
usoé el protocolo estipulado por Hanahan & Ekholm (1974,pp. 168-172). Los
glébulos rojos (RBCs) fueron aislados de sangre hepanirizada, para ello se
centrifugo a 1000 g por 10 minutos a 10°C, el plasma y la capa leucocitica
fueron eliminados. Por otro lado, los glébulos rojos se sometieron a un lavado
con solucién de NaCl AL 0,9% y tres lavados con PBS. Una vez obtenido los
RBCs se produjo una hemolisis completa, para ello los RBCs fueron lavados
con soluciones hipotonicas a diferentes concentraciones, como se describe a
continuacion: En primera instancia los RBCs fueron resuspendidos en una
solucién (1:20) de 5 mM buffer fosfato hipoténico (EDTA 2,2 mM, 1:20) a pH
7,4 e incubados a 4°C durante 30 min. Una vez terminado el tiempo de
incubacion, se centrifugd a 3800 g durante 20 min a 8 ° C, el sobrenadante que
se obtuvo fue descartado y el sedimento fue resuspendido en 2,5 mM de
tampon de fosfato hipotonico (1:20) pH 8. El proceso se repitid y se agregaron
1,25 mM de tampén fosfato pH 8 y centrifugado a 13.500 rpm durante 20
minutos a 8 ° C. Por ultimo las membranas de globulos rojos quedaron
completamente claras y se re suspendieron en un tampon PBS 2,2 mM de
EDTA (1: 5). Las membranas fueron almacenadas a -80 °C hasta su analisis.

4.5.3.2 Peroxidacion lipidica en membranas de glébulos rojos
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Para iniciar el procedimiento las membranas de RBCs de acuerdo con el
método de Alvarez-Suarez, et al (2012, pp. 31-38) fueron descongelas y
centrifugadas a 1800 g durante 20 minutos a 8°C. El sobrenadante fue
descartado y el sedimento fue lavado dos veces con NaCl 0,9%. Se
resuspendiéo en NaCl 0,9% para el analisis posterior. En tubos eppendorf se
agregaron 50 pl de solucién de miel, 50 pyl de AAPH (50 mM) y 100 ul de
membranas de RBCs, fueron incubadas a 37°C durante 60 min. La formacion
de TBARS se determiné mediante un ensayo de acido tiobarbittrico (TBA). En
el ensayo se afiadio 1 ml de solucién de TBA-TCA-HCI a las muestras, estas
fueron calentadas durante 20 min a 95°C, luego enfriadas y centrifugadas a
14000 rpm durante 10 min y la absorbancia del sobrenadante se midié por
espectrofotometria a 535 nm. Ademas, se incluyeron dos muestras de control
en el estudio: el primer control se usd para evaluar la peroxidacion lipidica
basal existente en el tejido (C0), y el segundo control fue utilizado para estimar
la peroxidacion méaxima producida durante cada prueba (C60). De acuerdo con
Alvarez-Suarez, et al (2012, pp. 31-38), la actividad antioxidante de las
muestras se formulé como el porcentaje de inhibicion (PI) de la formacion de
TBARS originado por la miel a partir de su valor de absorbancia (Am) en
comparacién con los controles y se calcul6 usando la siguiente ecuacién
(Alvarez-Suarez J. , 2012):

py = L= Am—Col .
(C60 — CO)

(Ecuacioén 7)

Los resultados se expresaron como la concentracion de miel que causa el 50%
de inhibicion de la formacion maxima de TBARS (IC50) en la membrana de

glébulos rojos.
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4.5.4 Capacidad antimicrobiana

4.5.4.1 Determinacion de contenido de Peréxido de Hidrogeno

Este ensayo se utilizd el método FOX-1 para la determinacion de peroxido de
hidrégeno en muestras de miel descrito por Li, et al (2017, pp. 225.229). Se
prepard una solucion de trabajo FOX-1 (25 mM de sulfato ferroso de amonio en
0,25 M de acido sulfarico con una solucion que consta de 62.5 | de xilenol
naranja y 150 mM de sorbitol 1: 100). Luego fueron adicionados 80 pul de
solucion de miel a 160 ul de la solucion de trabajo FOX-1 en una placa de 96
pocillos. Esta mezcla fue homogenizada e incubada en la oscuridad durante 30
minutos; posteriormente, se midid la absorbancia a 580 nm usando un lector
automatico de microplacas. Como blanco se utiliz6 agua destilada. Para la
solucion estandar de H202 se diluy6 una solucion de H202 (30%) para dar una
concentracion final de 3,4 mg / ml. De manera preliminar fue efectuada una
curva de calibrado utilizando una solucion madre de H202 diluida, obteniendo
rangos de dilucién, a estas diluciones se le adicion6 160 pl de reactivo FOX-1y
se incubo durante 30 min. Pasado los 30 minutos se midi6 la absorbancia a
580 nm. El contenido de perdxido de hidrogeno en las muestras de miel se

expreso como g / kg de miel.

4.5.4.2 Inhibicion de la miel en la formacion de biofilm y eliminar la
biopelicula preformada

Fue empleado un protocolo de formacion de biopelicula en una placa de
microtitulacion de acuerdo con el método de Lu, et al (2014). En el ensayo se
usaron dos cepas bacterianas: Staphylococcus aureus CAMP (Gram positivo) y
Klebsiella pneumoniae KPC 609803 (gramnegativo). El par de cepas fueron
cultivadas en TBS (Tryptic Soy Broth), se centrifugaron a 90 rpm, 37°C durante

18 h. La suspension de cultivo, se disolvié 0,5 veces en la escala de McFarland
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(1,5 X 108 UFC), 100 pl de esta dilucion fueron trasladadas a una placa de 96
pocillos. Inmediatamente se anadieron 100 pl de TBS que contenia la solucion
de miel, se incubo a 37°C por 24 horas. La biopelicula fue lavada tres veces
con PBS y se incubd con la solucion de miel durante 24 horas a 37°C. La célula
planctonica fue eliminada y se cuantific6 la masa de biopelicula por medio de
espectrofotometria. La formacion de biopelicula se formulé como un porcentaje
relativo al originado por el control no tratado (100%). Como control negativo se

utilizaron los medios con y sin solucion de miel sin inocular.

4.6 Andlisis estadistico de resultados

Para el andlisis estadistico de los resultados se realiz6 una comparacion entre
la miel artificial y la miel monofloral de Nabo, mediante un ANOVA y se

determind la desviacion estandar.

5. CAPITULO V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Andlisis polinico

Los resultados obtenidos en el andlisis de granos de polen que constituye la
miel monofloral de Nabo se describen en la Tabla 5.

Tabla 5.

Contenido de granos de polen en miel monofloral de estudio.

Identificacion de

granos de polen

(% de frecuencia
y géneros

Tipo de miel Clase de
frecuencia
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botanico)

P Brassica napus

, (72,21%)
Miel de Nabo

S Mimosa c.f. albida
(19.15%)

M Poulsenia type
(8.64%)

Nota: Predominio de la clase de polen: P - Polen predominante (mas del 45% de predominio de
granos de polen especificos para un tipo botanico); S - polen secundario (10-45%); M - Polen
menor (1-10%).

Al observar la tabla 5 se puede apreciar claramente que el grano de polen
predominante pertenece a la especie de Brassica napus, es decir que esta
especie vegetal es circundante a los apiarios de produccién de miel. Debido al
elevado porcentaje de grano de polen de nabo (72,21%) se puede clasificar a
la miel como monofloral para este tipo de especie vegetal. De acuerdo con los
resultados descritos por Stawiarz (2008 pp. 83-89), para que una miel se
considere monofloral, el grano de polen predominante debe ser igual o mayor
al 55% del total de polen identificado. Ecuador es uno de los paises de América
del Sur en donde se puede encontrar alrededor de 62 especies de hortalizas
cultivadas, entre ellas el Nabo chino (Brassica napus). Este tipo de especie
vegetal tiene la capacidad de adaptarse a climas frios y contiene compuestos
antioxidantes necesarios para prevenir enfermedades. Por tanto, la miel que
contiene su polen adquiere las mismas propiedades, asi como su coloracion
(Pascual Quispe, 2015,pp. 1-13).

Actualmente en Ecuador el cultivo de Nabo ha incrementado su volumen,
puesto que, se lo utiliza para la obtencidn de aceites de consumo alimenticio. Al
tratarse de un cultivo transitorio de ciclo corto, cada cierto periodo de tiempo es

reemplazado por otra especie vegetal como maiz o trigo (Muirragui Almeida,
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2013, pp. 14-49); Es por esto, que la produccion de miel monofloral de Nabo se

da en ciertas épocas del afo.

5.2. Caracterizacién fisico-quimica

Tabla 6.

Resultados de la caracterizacion Fisico-quimica realizada en la miel de estudio.

Técnicas elaboradas Resultados obtenidos para
la miel de Nabo

Color (mmPfund) 37,09 + 3,31
Humedad (%) 14,63 £ 2,74
pH 3,96 £ 0,24
Cenizas (%) 0,11 + 0,02
Conductividad eléctrica 0,20 £ 0,01
(mS/cm)

Hidroximetilfurfural (HMS) 70,81 + 7,86
indice de Diastasa (°Gothe) 13,71 + 2,99

Las propiedades fisico-quimicas evaluadas para la miel monofloral de Nabo se
realizaron de acuerdo con las normas de calidad que se establecen a nivel
internacional por International Honey Commission (2002). La miel de Nabo
posee un color Ambar extra claro, el valor en mm Pfund fue comparado con la
tabla que describe International Honey Commission. (2002). El color es un
factor importante en la miel ya que se relaciona con otras propiedades y
factores de calidad. Entre ellos sus propiedades antinflamatorias, antioxidantes,
antimicrobianas, entre otras. Se sabe que el color de la miel es procedente de
los pigmentos derivados de las especies vegetales como: los carotenos,
xantofilas, flavonoides, fenoles, etc. (Maradiaga & David, 2005, pp. 4-9). Existe

una amplia gama de coloraciones en miel desde blancos, oscuros, verdosas y
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rojizas; sin embargo, las mieles predominantes son en tonos castafios claras o

ambarinas (Maradiaga Pineda, 2005,pp. 4-9).

El porcentaje de humedad obtenida en las muestras analizadas de miel de
Nabo no sobrepasa el rango limite de calidad que oscila entre 15y 22%. (Ver
Tabla 6). Si este valor se excediera del porcentaje normal, se afectaria la
granulacion del producto y su calidad debido a que puede fermentarse por
presencia de microorganismos. El aumento de esta propiedad se puede
originar por un proceso deficiente de almacenamiento; ademas, el clima de la
zona puede ser desfavorable en el momento de envasar la miel ya que

incrementa la humedad en el producto final (Pérez, 2015,pp. 5-10).

El pH conseguido en la miel de nabo (Ver Tabla 6) fluctia entre el rango
permitido de 3.3 a 5.5 para mieles de origen floral, mientras que para mielada
el rango oscila entre 4.5-5.5. El valor de pH se relaciona con la presencia de los
compuestos fenolicos y acidos fenodlicos que posee la miel; ademas de otra
variedad de compuestos acidos como: &cido piravico, malico, citrico, a-

cetoglutarico, entre otros (Gutiérrez Pallo, 2016,pp. 28-42)

El valor de pH se relaciona con el porcentaje de cenizas ya que los minerales
presentes en la miel interactian con los &cidos que la componen, en
consecuencia, aumentan el pH del producto (Gutiérrez Pallo, 2016, pp. 28-42).
El porcentaje de cenizas alcanzado para las mieles de este estudio (Ver Tabla
6) es menor al 0,60% que es la cantidad maxima de cenizas en miel que
establece International Honey Commission. (2002); por lo tanto, la miel de nabo
cumple con los lineamientos sefialados y con estudios previos realizados por
Alvarez-Suarez, Génzalez Paramas, Santos-Buelga, & Battino (2010) en donde
se especifica que las mieles de tonalidades claras poseen menor cantidad de
cenizas. Este parametro es importante para la calidad de la miel ya que se
puede establecer si la miel ha sido adulterada principalmente con melazas,
ademéas de indicar el contenido de minerales que componen la miel. Las

cenizas se relacionan con el contenido de humedad, las sales organicas o
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electrdlitos muestran la capacidad de conducir la corriente eléctrica, asi como
los iones presentes en plata, calcio, sodio, magnesio y potasio mineral
asociado a la capacidad antioxidante (Gutiérrez Pallo, 2016, pp. 28-42). El valor
obtenido de conductividad eléctrica se encuentra por debajo del valor maximo
(2.09 mS/cm) establecido por International Honey Commission. (2002). Oddo,
et al (2004,pp. 1-46) reporté datos similares para la miel monofloral de Nabo,
obteniendo 0.19 mS/cm. Valor que concuerda con el resultado que se obtuvo
en el analisis y con la bibliografia, ya que la miel de nabo se caracteriza por ser

de baja conductividad eléctrica.

En cuanto al analisis de Hidroximetilfurfural (HMS) es uno de los mas
indispensables para establecer la calidad de la miel. EI HMS es un aldehido
que se forma por degradacion de los compuestos azucarados, el
hidroximetilfurfural no es propio de la miel, este compuesto aparece con el
tiempo y aumenta cuando la miel ha sido expuesta a tratamientos térmicos
inadecuados (Navarro, 2015,pp. 3-4). De acuerdo con los resultados obtenidos,
se puede plantear que la miel no ha sido adulterada y no ha sufrido malas
practicas de manufactura; por lo cual, cumpliria con los estandares de calidad
segun International Honey Commission (2002) especifica que el valor minimo
de HMF en mieles tropicales es de 80 mg de HFM/ kg de miel. Por otro parte,
Maradiaga Pineda (2005,pp. 18-32) detalla que en paises europeos el valor

limite para una miel de calidad es de 15 mg HMF/ kg de miel.

La determinacion del indice de diastasa es un analisis que corrobora los datos
obtenidos en el ensayo de Hidroximetilfurfural. La diastasa es una enzima
capaz de hidrolizar azucares simples, su actividad se pierde al ser expuesta a
altas temperaturas y cuando la miel es almacenada por largos periodos de
tiempo (Sanz Cervera & Sanz Cervera, 1994). Segun lo descrito por
(Maradiaga Pineda, 2005,pp. 18-32), las mieles de mielada tienen un indice de
diastasa superior a las mieles de origen floral. El valor permitido para el indice
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de diastasa es superior a 8 unidades. Con los resultados obtenidos en el
estudio se corrobora que los resultados de miel de nabo se encuentran en el

rango de los valores permitidos y cumplirian con los estandares de calidad.

5.3. Compuestos Bioactivos

Tabla 7.

Resultados de la concentracién de compuestos bioactivos en la miel de Nabo.

Compuestos quimicos
analizados

Resultados obtenidos para
la miel monofloral de Nabo

Aminoacidos libres

(mg LE/ 100 g miel) 10,53 £ 3,66
(mg Prol/100 g de miel) 88,19 + 18,53
Flavonoides (mg de CE / 0,72+0,20
100g de miel)

Fenoles totales (mg GAE/ 34,33+ 0,89
100 g miel)

[-carotenos (mg B-carot/ kg 0,76 £ 0,14

de miel)

Dentro de los compuestos bioactivos que posee la miel se detallan los fenoles,
flavonoides, aminoéacidos y carotenoides, estos compuestos naturales son los
encargados de cumplir con la actividad antioxidante mediante la eliminacion de
los radicales libres; al mismo tiempo, estos compuestos son los encargados de
brindar la coloracion a la miel. Los compuestos bioactivos en la miel pueden
variar dependiendo de la fuente de néctar que la abeja haya utilizado. El
estudio de los compuestos bioactivos es considerado como un ensayo viable
para el estudio del origen floral y geografico de la miel, asi como su aporte
nutricional (Le6n, 2015,pp. 178-181).



44

Alvarez-Suarez,et al (2010,9817-9824) realiz6 un estudio similar en mieles
monoflorales de Cuba, en si se muestran las concentraciones de los
compuestos bioactivos para diferentes mieles segun su coloracion. La miel de
espectro clara obtuvo las concentraciones mas bajas 226 mg GAE/ kg de miel
para Fenoles totales, 10.09 mg de CE/ kg de miel en flavonoides y 1.22 mg (3-
carot/ kg de miel. Los datos obtenidos para la miel de nabo se mantienen bajos
y cumplirian con lo establecido para mieles claras. No obstante, el resultado
que describe Alvarez-Suarez, et al (2010, pp. 9819-9823) para el ensayo de
aminoacidos libres en mieles claras es de 15.3 mg LE/ 100 g de miel, dato que
concuerda con el obtenido en miel de Nabo. Algo semejante ocurre con lo
descrito por Oddo, et al (2004,pp. 1-46), en donde determinaron la cantidad de
aminodcidos libres. En este caso por cuantificacion de prolina obtuvieron 235
mg de Prolina / 100 g de miel de Brassica napus a diferencia de lo identificado
en este estudio en donde la cantidad de prolina es menor, esta diferencia en
miel de la misma especie floral esta dada por los diversos factores ambientales

y zona geografica que posee la cosecha de este tipo de miel.

5.3.1 Determinacion de compuestos polifendlicos por HPLC.

El estudio de los compuestos polifenoles por HPLC es un complemento al
analisis realizado previamente, ya que nos permite determinar de manera
cualitativa los &cidos fendlicos que forman parte de la miel, estableciendo

posibles marcadores del origen floral.

DAD1 A, Sig=280
mAU } 2
140 A
120 I |
100 | \
803 \3 [
o0 |
407 \ | ‘ \ M ) f
203 W NG AEL: R WNVIN L i I

0 M ) Ml M~ W

5 10 15 20 25 30 mii




45

Figura 4. Cromatograma obtenido por HPLC de los compuestos polifenoles de
miel monofloral de Nabo.

Tabla 8.

Compuestos obtenidos por analisis cualitativo en HPLC de la miel monofloral
de Nabo.

Pico Uv (nm) Compuesto

1 255 Floroglucinol

2 260, 294 Acido vanilico

3 298sh,324 Acido cafeico

4 274 Acido Siringico

5 232,310 Acido p-cumaérico
6 296,322 Acido ferulico

Un estudio de compuestos fendlicos realizado por Andrade, Ferreres, &
Amaral, (1997, pp. 2282-2286) en mieles de Lavanda y Brezo, reportan la
presencia de acido galico, vanilico, clorogénico, cafeico, siringico, p-cumarico,
ferdlico, elagico y cinamico; siendo el &cido p- cumarico su marcador ya que se
encontraba en el 39% de las muestras analizadas. Alvarez-Suarez, et al (2010).
realizo otro estudio en mieles uniflorales provenientes de diversos origenes
florales obteniendo los siguientes compuestos p-hidroxibenzoico, &acido
vanilico, siringico, p-cumarico, cis-trans abscisico, cinamico, quercetina,
pinocembrina, crisina, galangina y kaempferol. Como se puede observar la
mayoria de los compuestos se encuentran en los distintos tipos de mieles de
diversos origenes florales; asi mismo, ocurre con la miel de Nabo (Ver tabla 8)
ya que concuerda con la mayoria de los compuestos descritos por los autores;

no obstante, el fluroglucinol podria describirse como marcador de la miel de
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Nabo, debido a que es el Unico compuesto que no se describen en las otras
mieles, pero se requieren de mas estudios para comprobar esta afirmacion.

5.4. Capacidad Antioxidante

5.4.1 Método de FRAP y DPPH

120,000

L
E
= 100,000
=
& 80,000
S
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[=]
= 40,000
o
-
S 20,000 s
: ]
=
0,000
FRAP DPPH
m Miel artificial 0,156 0,156
m Miel de Nabo 32,09 18,223

Figura 5. Capacidad antioxidante de miel de Nabo y miel artificial por método
de FRAP (umol de Trolox / 100 g de miel) y DPPH (umol de Trolox / 100 g de
miel).

La determinacion de la capacidad antioxidante se ejecutd mediante dos
métodos de transferencia de electrones para medir la capacidad reductora del
sustrato, entre los métodos utilizados se encuentra el método de FRAP
(Reduccion del ion férrico) y por el reactivo DPPH (2,2-difenil-1-picrylhydrazyl),
se utiliz6 una curva patrén de trolox para ambos ensayos. Se analizaron
muestras de miel artificial y miel monofloral de Nabo, los resultados se
muestran en la Figura 5. Como se puede observar la miel monofloral de Nabo
posee mejores resultados que la miel artificial, esto se debe a los compuestos
bioactivos que posee la miel de nabo incremente su poder antioxidante. Se
puede sefalar, que la coloracién de la miel influye en su actividad antioxidante.
En el articulo publicado por Alvarez-Suarez, et al (2010) se detalla que las
mieles claras poseen menor actividad antioxidante que en mieles oscuras. Las
mieles con mayor cristalizacion Ciappini (2013, pp. 45-51) corrobora esta

afirmacién ya que, en su investigacion, elaborada en mieles claras de trébol y
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alfalfa, especifica que estas mieles presentan la menor concentracion en
actividad antioxidante de todas las muestras estudiadas. Como no existen
valores estandar para la capacidad antioxidante de miel, la comparacion de
resultados se basa en los obtenidos en diversas investigaciones. La
concentracion que obtuvo Alvarez-Suarez J., et al (2016,pp. 38-48) para miel
de Manuka por el método de FRAP fue de 110 umol Trolox/ 100 g de miel
aproximadamente y de 50 umol Trolox/ 100 g de miel para DPPH. De igual
forma, Gorjanovi¢, et al (2013, pp.13-18) establecid una concentracion de 0.67
umol de trolox/ 100 g de miel de prado con un mm Pfund de 34.22 y 0.22 umol
de trolox/ 100 g de miel de prado. Aunque los estudios realizados en
caracterizacion fisico-quimica de miel denotan que la miel monofloral de nabo

no es fresca podemos ver que aun cumple con su actividad antioxidante.

5.4.2 Peroxidacién Lipidica

1C50 (mg/mL)
[l [4%] FY [%,] (=]
(=} (=} (=) (=] (=]

=
(=]

[=]

Miel artificial Miel de Nabo
WIC50 50 25,967327

Tipo de miel

B Miel artificial B Miel de Nabo

Figura 6. Resultado del ICsy (mg/ml) para la determinacion de peroxidaciéon
lipidica mediante el uso de TBARS en miel de nabo y miel artificial.

Otra forma de determinar la capacidad antioxidante de la miel es mediante el
método de peroxidacion lipidica proceso que ocurre de forma in vivo en el

cuerpo y puede ser reproducido gracias al método de TBARS de forma in vitro.
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La formacién de radicales libres en el organismo de humanos y animales son
los causantes de la mayor cantidad de enfermedades degenerativas como es el
cancer (Alvarez-Suarez J. M., 2017, pp. 83-86). El acido tiobarbittrico (TBA) se
utiliza para determinar la degradacion oxidativa de los lipidos ya que forma un
complejo, el cual interactia con el TBA y se torna de una coloracion rosa para
luego ser cuantificado por espectrofotometria (Alvarez-Suarez J. M., 2017, pp.
83-86). Como se puede apreciar en la Figura 6 los resultados para miel de
nabo parten de una solucion madre de 140 mg/ml. Mediante la determinacién
de la concentracion de miel que provoca un 50% de inhibicion de la formacion
méaxima de TBARS en membranas (IC50), se obtuvo una concentracion de
24,42 mg/m para miel de Nabo. Es decir que este tipo de miel tiene accién
protectora en los lipidos de las membranas al ser sometida a un estrés
oxidativo. Aunque los estudios en miel de Nabo son escasos podemos asociar
los resultados al contenido de compuestos bioactivos, principalmente a los
compuestos fenolicos como los flavonoides, acidos cafeicos, ferulicos, p-
cumarico, acido cinamico, entre otros (Alvarez-Suarez J. M., 2017, pp. 83-86).
Todos estos compuestos interactian entre si, y en conjunto con los
aminoacidos libres y B-carotenos son los encargados de la defensa oxidativa.
Cabe destacar, que algunos de estos compuestos son de naturaleza lipofilica,
logrando una accion a diversos niveles celulares (Alvarez-Suarez, 2017, pp. 83-
86). (Alvarez-Suarez J., et al (2012, pp. 31-38) realiz6 un ensayo similar de
peroxidacion, en donde se determiné que el efecto inhibidor de la miel es
dependiente de la concentracion de esta. Ademas, se fij6 la concentracién
minima inhibitoria (IC50) de formacion de TBARS en tejidos. Estableciendo que
las mieles monoflorales cubanas analizadas mantuvieron efectos protectores a
diferencia del control que fue la miel artificial. La miel descrita como vid
navidefia fue la menos efectiva, ya que obtuvo una concentracion inhibitoria
(IC50) de 9,94 mg/ml en un homogenizado de higado de rata sometido a estrés
oxidativo con perdxido de hidrogeno, esta miel fue clasificada por Alvarez-
Suarez, et al (2010, pp. 9817-9823) como una miel clara. No obstante, la miel

de nabo obtuvo una mayor concentracion de inhibicion, aunque se describe
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como miel clara, existe una diferencia en su origen floral y por ende en factores

ambientales lo que provoca variaciones en el analisis del producto.
5.5Capacidad Antimicrobiana

5.5.1 Determinacién de contenido de peréxido de hidrogeno en miel

Tabla 9.

Resultado del contenido de peréxido de hidrogeno en miel de nabo.

Tipo de miel Resultado de peroxido de
hidrégeno

Miel de monofloral de Nabo

(ug H202/ kg de miel) 1431,42 + 328,35

La accion del perdxido de hidrégeno en miel se disminuye cuando se encuentra
a altas temperaturas (entre 55°C y 70°C) o lugares con elevada exposicion de
luz (Rivadeneira, 2016,pp. 11-12). En la Tabla 9, se puede apreciar la
concentracion que se obtuvo de peréxido de hidrogeno en miel de Nabo
mediante el ensayo de FOX-1. La misma prueba fue llevada a cabo por Li, et al
(2017, pp. 225-237) en algunas muestras de miel monofloral entre ellas miel de
Brassica campestris, la cual arrojo un rango de concentracion de 957,55-
3514,60 ug H,0, /kg de miel. Aunque el valor que se obtuvo de Nabo (Brassica
rapa) es menor al descrito por el autor, esto se debe a que existen diferencias
entre las especies, asi como su origen geografico. Entre los factores que Li, et
al (2017, pp. 225-237) describe para el aumento de H,O, en miel se encuentra
gue la dieta de la abeja debe ser rica en diversas especies vegetales y un
adecuado desarrollo de sus glandulas hipofaringea que son las encargadas de

sintetizar la enzima gluco-oxidasa.
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5.5.2 Inhibicién de la miel en la formacién de biopelicula y eliminacién de

la biopelicula preformada.
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Figura 7. Porcentaje de formacién de biofilm Klebsiella pneumoniae y
Sthapylococcus aureus.

Nota: **p<0.05, ™ p<0.01
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Figura 8. Capacidad de la miel de eliminar la biopelicula preformada de
Klebsiella pneumoniae y Sthapylococcus aureus.

Nota: **p<0.05, ™ p<0.01
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Parte del estudio del efecto de inhibicibn de la miel fue la formacion de
biopelicula y la eliminacién de la biopelicula preformada, para ambos se
utilizaron las mismas cepas bacterianas: Sthapylococcus aureus (Gram
positiva) y Klebsiella pneumoniae (Gram negativa).

En la Figura 7, se puede apreciar que el medio de cultivo sin adiciones obtuvo
el mayor porcentaje de formacion de biofilm (100 %), considerandolo como
nuestro control positivo. EI medio con la adicion del 20% de miel de nabo
obtuvo una menor formacion de biofilm con un 43,67% para Klebsiella
pneumoniae y 32,81 % para Staphylococcus aureus; Por otro lado, el medio
con la adicion del 20% de miel artificial obtuvo un 86,2% para para Klebsiella
pneumoniae y 73,5% para Staphylococcus aureus. En cambio, en la Figura 8,
se obtuvo como resultado que el medio adicionado con 20% de miel artificial,
no es capaz de eliminar la biopelicula preformada ya que obtuvo un porcentaje
de 98% de formacion de masa de biopelicula de Klebsiella pneumoniae y
96,50% para Staphylococcus aureus. No obstante, la miel de nabo en un 20%
a diferencia que el control, en el medio obtuvo un porcentaje de formacién de
masa de 56,67% y 51,81% respectivamente. Esto quiere decir que la miel de
nabo tiene un porcentaje de actividad antimicrobiana favorable para estas
cepas. Alvarez-Suarez, et al (2010) detalla que en su articulo de actividad
antimicrobiana para diversas mieles monoflorales todas tienen accién inhibitoria
frente a bacterias Gram positivas como Bacillus subtilis y Staphylococcus
aureus; mientras que en bacterias Gram negativas se describe Pseudomonas
aeuroginosa y Escherichia coli, la miel con menor porcentaje de inhibicion fue
la miel de vid navidefia. Ahora bien, Rivadeneira (2016, pp.34-39) realiz0 un
estudio antimicrobiano en miel monofloral de Nabo de Ecuador, en €l se
describe las cepas bacterianas en donde causa una accion inhibitoria, entre las
cepas descritas se encuentra Pseudomonas aeuroginosa, Clostridium
perfringens, expresando que a mayor concentracibn mayor es su efecto
inhibitorio. Vale destacar, que estudios realizados por Lu, et al (2014) en mieles

de Manuka también ejercen inhibicidbn en Staphylococcus aureus, aseverando
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que esta cepa bacteria es la mas sensible a la accion que ejerce la miel. Los
anicos compuestos de la miel relacionados con la eliminacion de bacterias son
el pH, la osmolaridad, peréxido de hidrogeno y compuestos fendlicos; ademas,

de su origen floral (Rivadeneira, 2016,pp. 11-12).



53

6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
6.1 Conclusiones

Se logré determinar que la miel se clasifica como monofloral ya que contiene

mas del 40% de granos de polen de Nabo (Brassica napus).

Los resultados obtenidos en la caracterizacién tanto fisico—quimica como de
compuestos bioactivos y andlisis antioxidante nos demuestra que la miel

adquiere las propiedades de la especie vegetal de la que proviene.

La miel monofloral de Nabo es capaz de inhibir la accion de los radicales libres,
sin embargo, esta capacidad es minima a diferencia de otros tipos de miel
monofloral, esto se debe a que las mieles claras son menos eficientes en este

tipo de propiedad.

La miel de nabo puede inhibir en un porcentaje considerable bacterias como
Klebsiella pneumoniae y Sthapylococcus aureus, confirmando su posible uso
como producto natural antibacteriano, pudiendo competir con productos

sintéticos que cumplen su misma funcion.

6.2 Recomendaciones

Las malas practicas de manufactura desde el momento de la recoleccion de la
miel hasta su posterior venta al publico alteran considerablemente las
propiedades de esta. Se recomienda que para los estudios de calidad la miel

debe ser fresca y de cosechas de no mas de 6 meses.

Es indispensable realizar el analisis polinico de la miel y comparar con el polen

de la flor para confirmar el origen vegetal.

Para los analisis se debe utilizar la miel de la misma cosecha, es decir que

provengan del mismo tiempo de maduracion.
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