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RESUMEN

Durante muchos anos, la miel ha sido utilizada en varias aplicaciones
medicinales. Gracias a las propiedades antioxidantes y antimicrobianas que
posee la miel, ha sido posible tratar varias afecciones como heridas o
infecciones. El objetivo del presente estudio fue determinar la composicion
quimica, propiedades antioxidantes y antimicrobianas de dos tipos de mieles
pertenecientes a la region andina de Ecuador, y su relacion con el origen floral.
Se analizaron parametros fisico-quimicos tales como: color, pH, humedad,
indice de diastasa, hidroximetilfurfural, conductividad eléctrica y contenido de
cenizas. Dentro de los compuestos bioactivos se analizé la composicion
polifendlica, contenido total de aminoacidos, carotenoides y flavonoides. La
capacidad antioxidante total de las mieles fue estudiada segun la capacidad de
reduccién y captacion de radicales libres, y también por la capacidad de
proteccion de membranas lipidicas de globulos rojos humanos contra la
peroxidacion lipidica. Los resultados del estudio permitieron clasificar a las
mieles como monoflorales para aguacate y eucalipto segun el analisis del
contenido polinico. Ambas mieles presentaron valores fisico-quimicos dentro del
rango establecido por normativas internacionales de calidad para mieles
tropicales. El contenido de compuestos bioactivos varié de forma significativa
segun el origen botanico, en donde los valores mas altos fueron encontrados en
la miel de aguacate (miel ambar oscuro). Estos valores se correlacionaron con
la capacidad antioxidante total y capacidad de proteccion frente a la peroxidacion
lipidica, pues las mieles mas oscuras (miel de aguacate) presentaron los
mayores valores de actividad antioxidante y una alta capacidad de proteccion
frente a la peroxidacién lipidica, en comparacién con la miel de Eucalipto.
Asimismo, la miel de aguacate presentd una mayor inhibicion de biopelicula
preformada e inhibicion de formacion de biopelicula usando dos cepas
bacterianas (Staphylococcus aureus CAMP y Klebsiella pneumoniae KPC
609803), con respecto a las mieles claras (Miel de eucalipto) que presentaron
una menor inhibicion. De esta forma, se encontré una correlacion positiva entre
la composicién polifendlica vs. color vs. capacidad antioxidante total vs.

capacidad antimicrobiana. El estudio realizado permitié demostrar que las mieles



son una fuente natural rica en compuestos bioactivos con propiedades biolégicas

conimportancia medicinal.



ABSTRACT

For many years, honey has been used for several medicinal applications. Due to
the antioxidant and antimicrobial properties of honey, it has been possible to treat
several conditions such as wounds or infections. The aim of the present study
was to determine the chemical composition, antioxidant and antimicrobial
properties of two types of honeys belonging to the Andean region of Ecuador and
its relationship with floral origin. Its physical-chemical parameters were analyzed,
such as: color, pH, humidity, diastase index, hydroxymethylfurfural, electrical
conductivity and ash content. Within the bioactive compounds, the polyphenolic
composition, total content of amino acids, carotenoids and flavonoids were
analyzed. The total antioxidant capacity of honey bee was studied according to
the reduction capacity and free radicals uptake, and also for the protection
capacity of lipid membranes of human red blood cells against lipid peroxidation.
The results of the study allowed to classify honey as monofloral for avocado and
eucalyptus according to the pollen content analysis. Both honeys presented
physical-chemical values within the range established by international quality
standards for tropical honeys. The content of bioactive compounds varied
significantly according to the floral origin, where the highest values were found in
avocado honey (dark amber honey). These values correlated with the total
antioxidant capacity and protection capacity against lipid peroxidation, since
darker honeys (avocado honey) showed the highest values of antioxidant activity
and a high protection capacity against lipid peroxidation compared to eucalyptus
honey. Likewise, avocado honey showed greater inhibition of preformed biofilm
and inhibition of biofilm formation using two bacterial strains (Staphylococcus
aureus CAMP and Klebsiella pneumoniae KPC 609803) with respect to clear
honeys (eucalyptus honey) that showed less inhibition. In this way, a positive
correlation was found between the polyphenolic composition vs. color vs. total
antioxidant capacity vs. antimicrobial capacity. The study made it possible to
demonstrate that honeys are a natural source rich in bioactive compounds with

biological properties of great medicinal importance.



INDICE

1. CAPITULO I. INTRODUCCION ......ccvieeeieeeeeieeeeeeeeens 1
1.1, ANteCedentes ........ouuuiii e 1
1.2. Planteamiento del problema ...........cccccoooeiiiiiiiii e 2
1.3. Objetivo General......... ... 4
1.4. Objetivos €SPECIfiCOS ......uuumm e 4
1.5. Justificacion del trabajo...........ccccooioiiiiiiiii 4

2. CAPITULO IIl. MARCO TEORICO ......cooeviriiriririricieieinn. 6
21 Mielde abeja.......coooiiiiiii 6

2.1.1 Caracteristicas generales .............cooooevviiiiiiiiiiiiee e 6
2.1.2 Propiedades Fisico- Quimicas de la miel............cccoooiuiiiiiiiiiiiiininnnen. 9
2.1.3. COMPOSICION QUIMICA. ....eueeeieiiieeeiieii et 16
2.1.4. Propiedades BiOlOQICas ........cuueeeiiiiiiiiiiiiiaaaaaiee e 24
2.2. Produccion de miel en el Ecuador ...........ccoceeeiiiiiiiiiveeinnnnn, 28
2.3. Importancia eConOMICA..........cceuuiiieriiiiiieeeeeie e 29

3. CAPITULO IIIl. DISENO DEL PLAN EXPERIMENTAL .. 31

4. CAPITULO IV. PROCEDIMIENTOS ......ccoeovivieieeenn 32
4.1. Poblacidn y muestra ...........cooooiiiiiiiiiii e 32
4.2. Analisis de origen floral- extraccién de polen de miel............ 32
4.2. Caracterizacidon Fisico- Quimica.........cccccvvvviiiiieieieeieii. 33

4.2.1. Determinacion de coloren miel .........cccooiiiiiiiiiiiiii e 33
4.2.2. Analisis de pH en miel ..o 33
4.2.3. Determinacion de la conductividad eléctrica............ccoooeeeeeeiiiiinnns 33

4.2 4. Determinacion de la actividad de la enzima diastasa

BN MBI ettt e e et e e e 34
4.2.5. Determinacion del contenido de Hidroximetilfurfural (HMF)............. 34
4.2.6. Determinacion de aminoacidos libres ............cccocoeiiiies 35
4.2.7. Determinacion del contenido de humedad..............ccccoooeiiiiiiiiiines 36

4.2.8. Determinacion del porcentaje de Cenizas .........ccccceeeeeeeeeiiiiiiiiiceees 36



4.3. Determinacién de compuestos bioactivos ..........c.ccccceeennnnn.... 37

4.3.1. Determinacion de flavonoides..............uuueiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 37
4.3.2. Determinacion de fenoles totales...........c.oveiiiiiiiiie e, 37
4.3.3. Determinacion Total de carotenoides ... 38
4.3.4. Analisis de polifenoles por HPLC-DAD ............coooiiiiiiiiiieeeeeeeee 38
4.4. Determinacion de la capacidad antioxidante ......................... 40
4.4.1. Capacidad reductora-método FRAP (Poder Antioxidante Reductor
eI HIBITO) .o 40
4.4.2. Capacidad de captar radicales libres- Método DPPH (2,2-Difenil-1-
e 11 pTTo [ = 41 [ ) USRI 41
4.4.3. Efecto protector de la miel de abeja contra la peroxidacion lipidica-
Método TBARS (Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico)................... 41
4.5. Capacidad antimicrobiana ............cccccevveeiiiiiiiiieeeeeeeee 44
4.5.1. Determinacién de Perdxido de hidrogeno en miel .............c.ooeeeeee. 44
4.5.2. Efecto antibacteriano de miel en Biopeliculas .............cccccceeeeieii. 44
4.6. Analisis estadistico de resultados..........coooeeeiiii 46
5. CAPITULO V. RESULTADOS Y DISCUSION............... 46
5.1. Caracterizacidn fisico-quimica...........ccoeeeeviiiiiiieieeeee 46
5.2. Determinacion de compuestos bioactivos ............cccceevvvennnnn.. 51
5.3. Determinacion de Polifenoles por HPLC ..............cooeviiiinnnnn.n. 53
5.4. Determinacion de la capacidad antioxidante total ................. 55
5.5. Capacidad de proteccion de la miel contra la peroxidacion
70 [ Lo S USPPRRPPRRR 57
5.6. Capacidad antimicrobianade la miel................ccccceeeeiinnnnnn..l. 58
6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES ............. 62
6.1. CONCIUSIONES ... 62
6.2. ReCOMENAACIONES .......uiiiiiiiiiiiiii e 62

REFERENCIAS . ..., 63



1. CAPITULO I. INTRODUCCION
1.1. Antecedentes

La miel, una sustancia natural de consistencia viscosa y de sabor dulce, posee
diversos beneficios de los que se tiene conocimiento desde hace miles de anos,
y la cual se ha usado desde la antigledad por su alto valor nutritivo y medicinal,
ademas de ser el Unico edulcorante disponible hasta la aparicion del azucar
industrial (Alvarez-Suarez et al, 2010). Los primeros reportes del uso de la miel
por el hombre datan de hace unos 6000 afios a.C. y su empleo como medicina
natural desde el afio 2500 a.C.(Rodriguez, 2014, pp.6,14).

La composicion quimica de la miel es muy variable y depende de varios factores
como los tipos de flores que visitan las abejas en su accion de pecoreo, asi
como también, de las condiciones climaticas y de la region geografica donde se
producen cada una de ellas. La miel de abeja contiene alrededor de 181
sustancias; se trata de una solucién con alto contenido de azucares, minerales,
aminoacidos libres, proteinas, vitaminas y enzimas (Alvarez-Suarez et al.,
2010b). Ademas, dentro de los componentes de la miel, los polifenoles
constituyen un grupo de compuestos de importancia que se encuentran
relacionados con sus propiedades funcionales y apariencia. Asimismo, los
recientes estudios se han enfocado principalmente en su composicion
polifendlica, debido al potencial que tienen estos compuestos como marcadores
quimicos para la identificacion botanica y su relacién con las propiedades
biolégicas, sobre todo sus propiedades antioxidantes (Alvarez-Suarez &
Giampieri, 2013). Como Alvarez-Suarez et al (2010b) ya lo menciond, en la miel
de abeja se han identificado tres grupos de familias de compuestos fendlicos
(flavonoides, acidos benzoicos y acidos cinamicos) con grupos en donde
predominan los flavonoides (quercetina, crisina, luteolina, entre otros), los cuales
determinan distintos perfiles botanicos en la miel de acuerdo al tipo de planta

del cual se ha obtenido.



Las propiedades fisicas que presenta la miel proveen una barrera protectora que,
por su alta osmolaridad, genera un ambiente propicio para inhibir el crecimiento
bacteriano y estimular la cicatrizacion al reducir la inflamacién y la formacion de
exudados, de manera mas efectiva que muchos de los tratamientos

convencionales (Alvarez-Suarez et al, 2010b).

Otras propiedades que distinguen a la miel sobre otros productos naturales son
su capacidad antioxidante y efecto antibacteriano. Esto pemite la reduccion de
altas concentraciones de compuestos que provocan el dafio oxidativo a los
tejidos, como las especies reactivas del oxigeno (ROS) (Hadagali y Chua, 2014;
Oryan et al., 2016). Varios ensayos clinicos han demostrado la reduccién de
sintomas de inflamacién después de aplicar la miel sobre heridas, disminuyendo
el edema y exudado (Calderén et al, 2015; Hadagali & Chua, 2014; Oryan et al.,
2016; Yaghoobi y Kazerouni, 2013). Es asi que, la capacidad de favorecer la
cicatrizacion de heridas se ha asociado a un mecanismo que permite la
estimulacion de la respuesta antioxidante de las células epiteliales, y la
proteccion frente al dafio inducido por estrés oxidativo. El efecto de regenerar
heridas que proporciona la miel se debe tanto a su capacidad antioxidante como
de la capacidad antibacteriana y compuestos bioactivos que posee (Hadagali y
Chua, 2014, pp. 1003-1014).

1.2. Planteamiento del problema

Los procesos de respiracion celular en la mitocondria de las células animales
resultan imprescindibles para la produccién de energia, que luego sera utilizada
en las actividades metabdlicas de la célula. Sin embargo, cuando este proceso
se altera, en la mayoria de los casos aumenta el contenido de radicales libres
intracelulares producidos por la mitocondria, los que resultan dafinos para las
macromoléculas celulares y en consecuencia alteran el funcionamiento de la
célula. El efecto nocivo de los radicales libres en los distintos sistemas biolégicos

se conoce como estrés oxidativo, y esta determinado por una disminucién de las



respuestas antioxidantes celulares contra el aumento de las especies reactivas

del oxigeno (Kumul et al,, 2015).

El dafio oxidativo causado a las biomoléculas, provoca el envejecimiento y el
desarrollo de enfermedades y procesos patoldégicos como la inflamacion,
problemas inmunitarios, asi como el desarrollo de algunos tipos de cancer y
sobre todo alteraciones en los vasos del sistema circulatorio (Kumul et al., 2015).
Cabe mencionar ademas, que la inflamacion desencadena una serie de
procesos patolégicos, como la deficiente activacion de macrofagos y la
patogénesis de enfermedades crénicas no trasmisibles como la diabetes, artritis

reumatoides o la aterosclerosis (Gasparrini et al., 2017, pp.4-5).

Por otro lado, el uso excesivo e indiscriminado de antibiéticos para el tratamiento
de infecciones, el mal uso de los mismos, el empleo no controlado de antibiéticos
en la produccién industrializada de los alimentos de origen carnico asi como la
mala automedicacion por la poblacién, han hecho que se produzca resistencia
bacteriana, y con ello dafios colaterales en el organismo (OMS, 2017). Ademas,
cabe mencionar que los altos costos de estos medicamentos estan en constante
ascenso. Es asi que, se evidencia la necesidad de buscar terapias alternativas
de bajo costo y mas asequibles, que permitan paliar esta situacion. Por lo tanto,
los productos naturales son candidatos importantes. Dentro de los productos
naturales, la miel de abeja ha sido utilizada desde tiempos remotos en el
tratamiento de heridas, infecciones y ciertas enfermedades tanto por su poder
antioxidante, antibacteriano como por su capacidad antiinflamatoria. En los
ultimos afnos se ha prestado atencion al posible uso terapéutico de la miel en el
tratamiento de afecciones relacionadas con el dano oxidativo, e incluso capaz de
evitar la resistencia bacteriana debido a que se ha demostrado que es una fuente
rica en compuestos bioactivos con propiedades prometedoras para la salud
(Alvarez-Suarez, 20172, pp.86-89; Hadagali & Chua, 2014).



Ecuador es uno de los paises mas mega-diversos del mundo, con un potencial
melifero que le permite su produccién durante todo el afo y por lo tanto,
aumentar incluso su comercializacién, expandirse tanto a nivel nacional como
internacional. Sin embargo, se conoce poco sobre la composicion quimica y
bioldgica de las mieles producidas en el pais. De esta manera, se requiere llevar
a cabo un estudio que permita certificar las propiedades fisico-quimicas y
propiedades bioldgicas de las principales mieles monoflorales del Ecuador segun

su origen floral.

1.3. Objetivo General

Determinar la composicion quimica, propiedades antioxidantes y antimicrobianas
de mieles especificas de la region andina del Ecuador asi como su relacién con

el origen floral.

1.4. Objetivos especificos

o Determinar los parametros fisico-quimicos de las mieles de estudio.

¢ |dentificar y cuantificar los principales compuestos bioactivos, asi como la
capacidad antioxidante total de las mieles.

o Determinar la capacidad antimicrobiana de las mieles de estudio.

e Establecer una posible correlacion estadistica entre los parametros fisico-

quimicos, el origen floral y la capacidad antioxidante y antimicrobiana.

1.5. Justificacion del trabajo

Existen muchos estudios realizados que demuestran la efectividad de la miel,
actuando sobre las especies reactivas del oxigeno y su efecto protector contra
los dafios provocados por el estrés oxidativo. Asimismo, la miel se ha venido

utilizando desde tiempo remotos como remedio tradicional para tratar infecciones



microbianas, debido al efecto combinado y sinérgico de los distintos compuestos
antioxidantes y propiedades fisico-quimicas que posee la miel (Cortés et al,
2011; Oryan et al., 2016). No obstante, no se han abordado estudios de las
mieles producidas en Ecuador con respecto a su composicién quimica y

propiedades biolégicas en relacion a su origen floral.

Como se ha demostrado previamente, varios estudios han resaltado las
potenciales propiedades medicinales de la miel y la opcion de reemplazar
algunos medicamentos de sintesis quimico. La utilizacion de medicamentos de
alto costo hace que el acceso a los mismos sea limitado, por lo que se hace
necesario buscar alternativas. Por tanto, el empleo de la miel como fuente
natural rica en antioxidantes y otros compuestos importantes para el tratamiento
de enfermedades, con una considerable prevalencia en el pais tales como la
diabetes, cancer, enfermedades cardiovasculares o incluso tratar infecciones
microbianas, puede ser una buena opcion como alternativa de tratamiento o
como tratamiento complementario. De esta forma, se pueden citar varios
estudios en donde la miel de Manuka ha demostrado ser un inihibidor de la
produccion de ROS por células monociticas(Schencke et al, 2016); la capacidad
de la miel de inhibir el crecimiento de Streptococcus mutans, su viabilidad y
formacion de biopelicula (Nassar, Li, & Gregory, 2012); la terapia combinada de
la miel de Ulmo (Eucryphia cordifolia) y acido ascorbico para el tratamiento de
Ulceras venosas lograndose una cicatrizacion del 100% de las ulceras
venosas(Calderon et al, 2015); el efecto combinado de la medicamentos anti-
diabéticos con la miel en pacientes con diabetes mellitus, permitiendo un mejor
control glucémico y mejorar las defensas antioxidantes(Erejuwa, 2014), entre

otros.

Por otra parte, no se han llevado a cabo estudios de la miel para la certificacion
del origen floral y sus propiedades bioldgicas, lo que permitiria que dicho

producto posea un valor agregado. De esta manera, este estudio repercutiria en



promover la produccién nacional, tomando en cuenta las normativas
internacionales de calidad, permitiendo asi expandir las posibilidades de
mercado. Cabe mencionar, que dada la produccion en crecimiento que rodea los
910.000 kilos de miel en Ecuador y al precio de comercializacion de este
producto que fluctia entre $5-8/250 ml (Gutiérrez, 2016, p.14), resulta factible su
uso para el tratamiento de las distintas enfermedades antes mencionadas,
ademas de que no produce efectos secundarios y es efectiva. Adicionalmente,
una de las ventajas de producir miel de abeja es que resulta asequible para
cualquier persona, no requiere de ningun tratamiento ni envasado especial,

aparte de que su costo es relativamente bajo frente a los beneficios que posee.

La produccion de miel estda aumentando y, gracias a la diversidad floral que
posee Ecuador, su potencial melifero lo hace uUnico, de tal manera, esto permitiria
generar un amplio conocimiento acerca de la miel de abeja tanto por region como
por periodo del afo. Con ello, no solo se beneficiaria el apicultor sino el
consumidor también, ya que asi se podra comercializar un producto que
certifique la calidad y que demuestre el valor nutricional que posee. Cabe
recalcar que la miel no solo se utilizaria en la industria farmacéutica o como

medicina alternativa, sino también en las industrias de alimentos y cosméticos.

2. CAPITULO Il. MARCO TEORICO
2.1 Miel de abeja
2.1.1 Caracteristicas generales

De acuerdo a la FAO (2001), la miel se puede definir como una sustancia natural
dulce producida por abejas (Apis sp.) a partir del néctar de secreciones de partes
vivas de plantas. Las abejas recogen esta sustancia, la transforman y combinan
con sustancias propias, luego se deposita, deshidrata, almacena y lo colocan en

el panal para la maduracion y afiejo.



El analisis sensorial de la miel de abeja representa una disciplina integrativa que
permite establecer la calidad de miel, el origen, apariencia, entre otros, el cual
se basa en atributos organolépticos como el color, olor, sabor y textura. Muchas
de estas caracteristicas dependen principalmente de las fuentes nectiferas, es
decir, muchos de los distintos cambios con relacion a la composicion y sabor,
estan muy relacionados con la region de produccién y la acumulacion de néctar

que haya en cada una (Alvarez-Suéarez, 2017a, pp. 22—24).

Gutiérrez (2016, pp. 16—18) hace referencia a la miel de abeja como producto
biolégico complejo, con una composicion fisico-quimica y organoléptica muy
variada que depende del origen botanico, del clima o suelo asociado con paises

que poseen una diversa vegetacion.

Las distintas caracteristicas organolépticas de la miel de abeja determinan el

valor nutricional, el origen floral y origen del néctar (Tabla 1).

Tabla 1.

Principales caracteristicas organolépticas de la miel

Se encuentra relacionado con el
procfeso de cristalizacion de los

azucares que contiene la miel. Segun

Textura . .
la cantidad de los mismos, estos
azucares son los responsables del
grado de fluidez total o parcial.
Depende en su mayoria de la
Aroma P y

cantidad de aminoacidos y acidos




que posea segun la variedad de

vegetacion y/o néctar.

Se encuentra relacionado con la
proporcion de minerales, compuestos
fendlicos y el polen que tenga la miel.

Se utiliza la escala de Pfund que
Color utiliza 7 tonos de colores para definir

el color de las mieles (tonos agua,
extra claros, claro, extra ligero ambar,

ligero ambar, ambar y oscuro ambar)

Son los azucares los que
pricipalmente proporcionan el sabor.
Es asi, que si hay una mayor
Sabor cantidad de fructosa en la miel, ésta
va a ser mucho mas dulce que una

miel con mayor contenido de glucosa.

Adaptado de (Alvarez-Suarez et al, 20172, pp. 21-26) y ( Ulloa et al, 2010, p.
13,14).

Varias de estas caracteristicas que posee la miel se relacionan con la clase de
floracion que tengan, ya sea multifloral (varias flores) o monofloral (una sola flor).
La miel que es monofloral, se produce por abejas que obtienen el néctar
mayoritariamente de un solo tipo de flor y debido a ello la miel se nombra por la
flor que predomina, entre ellas estan la miel de eucalipto, aguacate, acacia,
trébol, etc. Si es polifloral o multifloral, las abejas recolectan el néctar de varias
flores sin ninguna preferencia. Se pueden citar la miel del bosque, miel de frutos

citricos, miel del paramo, entre otras.



2.1.2 Propiedades Fisico- Quimicas de la miel
2.1.2.1 Propiedades fisicas

Esta clase de propiedades tiene una gran influencia en la calidad de la miel.
Ademas, son responsables de varias de las propiedades organolépticas y
fundamentales para el control de posibles adulteraciones.

Entre las propiedades fisicas presentes en la miel se pueden citar las siguientes:

e Color

El color de la miel depende de algunos factores, como es el origen floral, la
composicion del néctar, la temperatura y tiempo de almacenamiento y con el
procedimiento de obtencion de la miel. Este parametro es muy importante en
el area comercial ya que muchas veces, este determina el precio de la miel
de abeja (Gutierrez, 2016, pp.7-8) .

Existen dos tipos de procedimientos para la medicion del color: el
instrumental y sensorial. Las técnicas instrumentales incluyen métodos en
donde se lleva a cabo la medicién de la transmitancia o reflectancia de la
muestra. Para ello, se emplean equipos como colorimetros triestimulos o
espectrofotometros. Para la medicion sensorial se utiliza un grupo de
evaluadores entrenados siguiendo normas internacionales de calidad
empleando referencias como el Atlas RHS o el Sistema Munsell. Ademas,
dentro de este grupo se incluye un sistema visual, que consiste en la
comparacion de la muestra en estudio con un prisma coloreado estandar.
Para ello, se suele utilizar colorimetros Pfund y Lovibond Comparator.
Actualmente, la técnica estandarizada para medir el color en miel de abeja
es la que utiliza un colorimetro Pfund (Tabla 2) o Lovibond por normas
internacionales. En su mayoria se utiliza mas la escala Pfund (Tabla 2), y la

escala de color puede variar segun el estado o textura de la miel, ya sea
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liquida o cristalizada como se puede observar en la Figura 1 y 2 (Delmoro,
Munoz, Nadal, & Pranzetti, 2010, pp.145-152).

Tabla 2.

Comparacion entre el color de miel, mmPfund y absorbancia

Miel mmPFUND 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 Claro 34-50 0,195-0,238
Ambar Claro 50-85 0,238-0,333
Ambar 85-114 0,333-0,411
Oscuro Mas de 114 0,411 o mas

Tomado de (Alvarez Suarez, 20172, pp. 21-26).

Figura 1. Escala de color para miel liquida.

Tomada de ( Alvarez Suarez, 20172, pp.21-26).

Figura 2. Escala de color para miel cristalizada.

Tomada de ( Alvarez Suarez, 20172, pp. 21-26).
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e Conductividad eléctrica

Este parametro se encuentra relacionado con la cantidad de sales minerales,
proteinas, acidos organicos y posiblemente con ciertos compuestos como
polioles o azucares de la miel, permitiendo ademas, la estimacion del origen
(mielada o floral) y con ello conocer la fuente del néctar. De acuerdo a
estudios realizados, se ha encontrado una estrecha relaciéon entre la
conductividad y el porcentaje de cenizas, por lo que es posible determinar el

contenido en sales minerales (Sanz, 1994, pp.143-158).

La conductividad eléctrica de la miel se la puede definir como la conductividad
que se mide a 20°C, de una solucion de miel en 100 mL de agua destilada y
cuyas unidades son mS/cm. Esta técnica se basa en medir la resistencia
eléctrica a través de un conductimetro, en donde la conductividad (¥) es el
valor reciproco de la resistividad (Norma Chilena NCh3064, 2007).

¢ Humedad

Es una de las propiedades que mayor influencia tiene sobre la viscosidad,
peso especifico y el sabor, ademas que cumple un importante papel en la

conservacion, solubilidad y palatabilidad (Gutierrez, 2016, p.7).

La humedad indica la madurez de la miel. Las abejas toman el néctar con
una humedad cercana al 60%. Seguido, el néctar recolectado es secado y
transformado por ellas hasta obtener la conocida “miel”, la cual acaba con
una humedad menor al 20% (CODEX STAN, 2001), como una manera de
asegurar la conservacion de la misma. Sin embargo, hay estaciones del afio
como otofio o invierno, en donde al ser la temperatura mas baja y los dias

mas cortos, es mas complicado obtener las calorias que requieren las abejas
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para llevar a cabo todos esos procesos, y por ello, las mieles de estas
temporadas contienen mas humedad que las de verano, siendo mas

susceptibles a la fermentacion (Lopez, 2014, pp.1-18).

e Viscosidad

Esta propiedad estd muy relacionada con la temperatura, es decir, la
viscosidad disminuye facilmente cuando se incrementa con la temperatura.
Un 1% de humedad equivale a 3.5 °C aproximadamente en su accion sobre
la viscosidad (Sanz, 1994, pp.143-158; Zandamela, 2008, p.51 ).

e Solidos insolubles

Los solidos insolubles posibles a encontrarse en la miel de abeja son
particulas como material vegetal, polen o insectos. Se trata de un parametro
que permite determinar el grado de impurezas que hay en la miel, aunque
afecte a ciertas propiedades como la estabilidad, resistencia o textura. Se
puede determinar los solidos insolubles al diluir una cantidad especifica de
miel, filtrandola por papel filtro, secandola y pesando antes y luego de la
filtracion. El contenido maximo de sdlidos insolubles para la miel de abeja es
0.19/100 g, con excepcién de la miel prensada que se permite hasta un 0.05
g/100 g ( CODEX STAN, 2001; Zandamela, 2008, p.39).

2.1.2.2 Propiedades quimicas

e pH
Este parametro resulta prioritario cuando se trata de evaluar los alimentos
durante su obtencion y almacenamiento. Asimismo, el pH puede afectar a

algunas propiedades como la resistencia, textura o estabilidad.
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El pH de la miel se encuentra entre 3.3 y 4.9 segun el origen de la miel(Ulloa
et al., 2010, pp.11-18; Zandamela, 2008, pp.37-39).

e Acidez

La acidez brinda proteccién a este producto frente a ataques microbianos.
Ademas, la combinacion de la acidez con el peroxido de hidrogeno de la miel

permite mejorar su conservacion (Zandamela, 2008, pp.37-39).

Los acidos organicos son los responsables de la dulzura de la miel y del bajo
pH que posee la misma, los cuales representan alrededor del 0.5% de los
solidos de este producto. Los acidos de la miel provienen de secreciones de
glandulas salivales de las abejas. Existen alrededor de 20 acidos organicos
en la miel de abeja: acido malico, acético, lactico, citrico, oxalico, succinico,
fosforico, piroglutamico, y gluconico, etc. No obstante, el acido organico que
mas abunda en la miel de abeja es el acido glucénico. Este acido se forma a
partir de la glucosa por medio de la accién de la enzima glucosa oxidasa que

proviene de las abejas (Gutierrez, 2016, p.9; Zandamela , 2008, pp.37-39).

Se ha encontrado variabilidad en la fraccion acida de la miel. Se pueden
distinguir tres tipos: acidez lacténica, libre y total. La relacion acidez lacténica/
acidez libre permite dar una mejor conocimiento del origen botanico de la

miel, es decir, si es floral o mielada (Zandamela, 2008, pp.37-39).

e Cenizas

Este parametro se relaciona con la conductividad eléctrica, es decir, ambos

permiten medir el contenido de sales minerales presentes en las mieles. De
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acuerdo a estudios previos, se ha podido correlacionar la conductividad
eléctrica de una solucion de miel al 20% de materia seca y el contenido de
cenizas totales. El porcentaje de cenizas totales presentes en las mieles
depende su origen botanico de la miel, por lo que es utilizado también como

un criterio de evaluacién de la misma (Zandamela, 2008, p.54).

Azucares totales

Los azucares que posee la miel constituyen alrededor del 95% al 99% de la
materia seca (80-82% del total) y estos se relacionan con el origen botanico.
Entre los azucares que mas abundan en la miel esta la glucosa y la fructosa.
La miel es una solucidon con alto contenido en azucares, la cual alcanza el
equilibrio cuando se da el proceso de cristalizacién. Este proceso se debe a
la precipitacion de los cristales de glucosa y cuyo aumento ocasiona la
formacion de dos fases en la miel: una fase superior liquida y una fase sélida

que contiene los cristales de glucosa (Zandamela, 2008, p.114).

La cristalizacién puede ser inhibida por la fructosa debido al aumento de la
solubilidad de la glucosa de la miel. Por lo general, aquellas que poseen
menos del 30% de glucosa suelen cristalizar mucho mas lento. Asimismo, las
que contienen agua en un porcentaje de 17% pueden granular mas
rapidamente que las que poseen mayor contenido de agua. Cabe mencionar,
que la cristalizaciéon de la miel depende de ciertos factores como el porcentaje
de humedad, es decir, mieles con menos humedad tienden a cristalizar mas
rapido; y la temperatura, ya que temperaturas de 10-21°C aceleran la

cristalizacion (Lépez, 2014, pp.1-14; Zandamela, 2008, p.114).
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Hidroximetilfurfural (HMF)

La frescura de la miel se puede evaluar mediante dos indices: contenido
hidroximetilsulfural y actividad distasica. El Hidroximetilfurfural es un
compuesto que no se encuentra de forma natural en la miel. Es un aldehido
ciclico, producto de la deshidratacion de la fructosa en medio acido que se
genera mas rapidamente a altas temperaturas. Por tanto, se puede decir que
esta directamente relacionado con el calor al que ha sido sometida la miel.
La presencia de este compuesto en la miel, provoca tonalidades oscuras por
reacciones de reordenacion y polimerizacibn con aminas y azucares
(Zandamela, 2008, pp.57-59).

Se ha determinado que el HMF en mieles aumenta aproximadamente 1
mg/Kg por mes en climas con temperaturas de 30°C. Asimismo, la Comision
Inernacional de la Miel y la Organizacion Mundial de la Salud han establecido
que el contenido maximo de HMF es de 40 mg/Kg, con excepciéon de las
mieles de climas tropicales, en donde se puede admitir hasta 80 mg/kg (Ulloa
et al., 2010, pp.11-18; Codex Alimentario, 2001).

Se ha demostrado que ciertas propiedades contribuyen a la formacion de
HMF como la humedad o la acidez, pero principalmente se ha visto que esta
directamente relacionada con la actividad de la enzima diastasa, de tal forma
gue si existe un bajo indice de diastasa es porque hay un alto contenido de
hidroximetilfurfural (Zandamela, 2008, pp.57-59).

e Actividad diastasica

La diastasa o amilasa es una enzima cuya funcion es la hidrdlisis del almidon

en glucosa. Esta enzima se encuentra presente de forma natural en las
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mieles frescas, cuya actividad disminuye cuando se ha expuesto a la miel a
altas temperaturas (Ulloa et al., 2010, pp.11-18; Zandamela, 2008, pp.57-59).
Segun el Codex alimentario (2001), la actividad de diastasa en la miel no
debe ser menor a 8 unidades Schade y en mieles cuyo contenido de enzima

natural ya es bajo, no menos de 3.

2.1.3. Composicion quimica

Segun el Codex Alimentario (2001), la cantidad de azucar presente en la miel
varia de 80-83%, por lo que se puede considerar como una excelente fuente de
energia (304 Kcal/100g). Los azucares son los responsables de varias
propiedades de la miel como las térmicas, viscosidad, higroscopicidad,
granulacion, entre otras. Ademas, junto con compuestos minerales y

nitrogenados y ciertos acidos, contribuyen al sabor de la miel.

La miel es un alimento natural pricipalmente compuesto por azucares y agua, y
en menor cantidad vitaminas, minerales, acidos organicos, flavonoides y otros
compuestos fendlicos (Tabla 3). Los monosacaridos presentes en la miel
constituyen alrededor del 75% de los azucares encontrados en la miel, junto con
el 10-15% de disacéridos y pequefias cantidades de otros azucares (Tabla 4)
(Alvarez-Suarez, 2017a). La fructosa y glucosa son los azucarers predominantes
en la miel (85-95% del total). El valor medio de la relacion fructosa/glucosa es
1,2:1.

Una buen parte de los azucares no estan en el néctar, sino que resultan del
almacenamiento y maduracion de la miel, ademas de pasar por procesos
enzimaticos y la transformacion del néctar. Los distintos tipos de miel poseen los
mismos azucares pero en diferentes concentraciones, cuyo contenido se

encuentra relacionado con el origen floral-geografico. Varios estudios afirman
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que la composicién de azucares puede permitir distinguir entre mieles florales,

mieladas y mezclas.

Tabla 3.

Composicién quimica de la miel

Constituyentes Desviacion

Significancia

mayoritarios (%) estandar
Fructosa 17.90 3.16
Agua 39.44 2.11
Glucosa 28.15 5.74
Sucrosa 3.19 3.81
Otros azucares 8.5 -
Constituyentes
minoritarios (%)
Proteina total 0.36 0.18
Minerales 1.13 1.22

Acidos (como
acido gluconico)

Vitaminas,
) <0.1
aromas, enzimas
Compuestos
. 0.1
fendlicos

Tomado de (Alvarez Suarez, 20172, pp. 21-26).

Rango

13.21-26.50

37.07-42.65
18.20-32.10
0.36-16.57

0.1-16.0

0.11-0.72

0.22-2.93

0.17-1.17

0.02-0.2
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Tabla 4.
Principales azlcares encontrados en la miel.

Monosacaridos

Glucosa
Fructosa
Disacaridos
Mayoritarios Minoritarios
Isomaltosa Celobiosa
Kojibiosa Gentiobiosa
Maltosa Maltulosa
Sucrosa Nigerosa
Turanosa Palatinosa
Trisacaridos
Mayoritarios Minoritarios
Erlosa Isomaltotriosa
Teanderosa Isopanosa
Panosa Melezitosa
Maltotriosa Rafinosa

Tomado de (Alvarez Suarez, 20172, pp. 21-26)

Los estudios realizados con relacién a las proteinas en la miel son escasos,
debido a su presencia en bajas cantidades, a la complicada extraccion de ellas
de una solucion en donde abundan azucares, y por la complejidad de su
caracterizacion. Técnicas generales como Bradford o Kjeldahl han sido usadas
para determinar el contenido proteico en miel, a pesar de que el 40-80% del
nitrogeno total esta en la fraccion de proteinas, y el resto corresponde a los
aminoacidos libres (Ulloa et al., 2010, pp.11-18).
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Las proteinas presentes en la miel pueden provenir del néctar y del polen floral
e incluso de la savia de las plantas, pero frecuentemente suelen derivarse de las
secreciones de las glandulas cefalicas de las abejas meliferas, que son las que
descomponen mediante el uso de enzimas el polen y el néctar. La concentracion
media de proteinas de la miel es de aproximadamente 0.2-0.7% con pesos
moleculares de 22-75 kDa variando segun la especie de abeja, insectos y la
fuente vegetal de polen y néctar. El contenido de proteina varia entre 0.1y 3.3%
en miel de Apis cerana y, 0.2-1.6% en miel de Apis mellifera (Alvarez-Suarez,
20172, pp. 21-26).

Gran parte de las proteinas que se encuentra en la miel proveniente de las
abejas, en su gran mayoria enzimas que son secretadas por las glandulas
hipofaringeas y salivales de las abejas obreras (Tabla 5). La enzima mas
abundante es a-glucosidasa (sacarasa o invertasa) pues se encuentra en la
gladula hipofaringea de la abeja, alcanzando el 50% de las proteinas totales de
la glandula. En cambio, las enzimas amilasa y glucosa oxidasa representan solo
el 2-3%. El contenido de enzimas en la miel puede disminuirse por el
calentamiento o almacenamiento prolongado o por el procesamiento de la miel.
Es asi que, la medicion de las actividades de las enzimas puede aportar con
informacion sobre la intensidad del tratamiento térmico y el tiempo de vida media
del producto (Alvarez-Suérez, 20172, pp.21-26).

Tabla 5.
Principales enzimas en la miel y sus actividades

Enzimas Actividad

a-Glucosidasa (Invertasa) Convierte sucrosa en glucosa y fructosa



a-y B- amilasa

(Diastasa)

Glucosa oxidasa

Catalasa

Acido fosfatasa

Proteasas

Esterasas

20

Transforma almidén en otros
carbohidratos (dextrinas, oligo-, di- y

monosacaridos)

Convierte glucosa en gluconolactona,
que a su vez produce acido gluconico y

peroxido de hidrogeno.

Convierte peroxido de hidrégeno en

agua y oxigeno.

Remueve fosfato de fosfatos organicos.

Hidroliza proteinas y polipéptidos para
producir péptidos de bajo peso

molecular.

Rompe los enlaces éster.

Tomado de (Alvarez Suéarez, 20172, pp. 21-26).

La miel de abeja contiene aminoacidos libres en un nivel de alrededor del

1%(p/p) de sus compuestos (Tabla 6). Debido a la baja cantidad de aminoacidos

libres en la miel no proporciona un valor nutricional significativo. Se han

considerado tres posibles fuentes de aminoacidos libres en la miel: el polen,

néctar y las abejas mismas. Existen alrededor de 26 aminoacidos libres en la

miel que varian de acuerdo al tipo de miel. Uno de los aminoacidos mas

abundantes es la prolina, constituyendo el 50-85% de esta fraccion, seguido de

la fenilalanina. La prolina se ha empleado como una manera de evaluar la

maduracién de la miel y de alguna posible adulteracion con azucar (Alvarez-

Suarez, 2017a). Asimismo, los aminoacidos suelen reaccionar con azucares
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produciendo compuestos cafés o amarillos que son los que generan tonalidades

oscuras en al miel durante el almacenamiento (Ulloa et al., 2010, pp.11-18).

Tabla 6.

Aminoécidos libres presentes en la miel

Aminoacido mg/100 g miel Aminoacido mg/100 g miel

Acido Aspartico 3.44 Tirosina 2.58
AZT’E;S}’::? 11.64 Fenilalanina 14.75
Acido glutamico 2.94 B-alanina 1.06
Prolina 59.65 Amﬁ;}fﬁﬁico 2.15
Glicina 0.68 Lisina 0.99
a- Alanina 2.07 Ornitina 0.26
Cisteina 0.47 Histidina 3.84
Valina 2.00 Triptofano 3.84
Metionina 0.33 Arginina 1.72
Isoleucina 1.12 Otros 24 .53

Leucina 1.03 Total 118.77

Tomado de (Alvarez Suarez, 20172, pp. 21-26).

La concentracion de los distintos elementos minerales y traza en la miel de abeja
depende en su mayoria del origen botanico y geografico. De acuerdo a Alvarez-
Suarez (2010b), se conoce que muchos de estos elementos traza cumplen un
papel importante en actividades biomédicas que estan asociadas con este

producto natural.
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Varios de los minerales presentes en la miel provienen del suelo, los cuales son
transportados a las plantas por medio de las raices e introducidos en la miel a
través del nectar (Alvarez-Suarez, 2017a). La tabla 7 muestra los principales

elementos minerales y elementos traza encontrados en la miel.

Tabla 7.
Principales elementos minerales encontrados en la miel de abeja.

Contenido promedio
Minerales Mayoritarios en mieles claras a
oscuras (ppm)

Elementos traza

Tomado de (Alvarez Suarez, 20172, pp. 21-26).

Potasio (K) 40-1350 Cobre (Cu)
Azufre (S) 15-100 Litio (Li)
Cloro (Cl) 52-427 Cromo (Cr)
Sodio (Na) 3-237 Niquel (Ni)
Fésforo (P) 29-119 Estafio (Sn)
Calcio (Ca) 5-218 Plomo (Pb)
Magnesio (Mg) 2-564 Berilio (Be)
Hierro (Fe) 0.4-224 Osmio (Os)
Silicio (Si02) 9-41 Vanadio (V)
Zinc (Zn) 0.2-74 Plata (Ag)
Manganeso (Mn) 0.3-4 Zirconio (Zr)
Bario (Ba)
Bismuto (Bi)
Galio (Ga)
Oro (Au)

Estroncio (Sr)

Germanio (Ge)
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Los compuestos fendlicos constituyen uno de los grupos mas grandes de
metabolitos secundarios de las plantas, los cuales son biosintetizados para
protegerse contra el estrés bidtico, abidtico y dafo ocasionado por radicales
libres. Estos se transfieren a la miel via néctar. Los compuestos fendlicos se

clasifican en dos familias: Flavonoides y acidos fendlicos (Figura 3 y 4).

-Acidos fendlicos: acido cafeico, acido galico, ferdlico y p-cumarico, elégico,

acido benzoico, acido siringico, acido cinamico, acido clorogénico.

Benzoic ocids
Acid R | R Dthasr acids
cao . : A, A, @
Hhydroeybenzoio H H Acid R, R, R,
,_l_,-"“_:-{_‘ Prolocatschuic H oH oH| Phemiacetic H T H
/"“\,_\_].-r’/""‘“\.\_ Galliz OH OH Mandedic H H oH
" " Varillic H | ocH, Homogentisc | OH | OH H
A,
OH 2
Syringic OCH, | OCH, o
a Cinnamic ncids OH
Acid R mr
A, L
: i o oH Cinnarmic H H Phemyipropancic acid o
L pCoumanc | OH H o OH
A Coflmic | OM | oM |
e, a T,
Feliz | OH | 00K,

HO

OH HAosmarinio ocid

Figura 3. Estructuras de los principales acidos fendlicos presentes en la miel.
Tomado de (Alvarez-Suarez, 2017a, pp.65-66).

-Flavonoides: crisina, apigenina, herperetina, galangina, kaempferol, quercetina,

pinocembrina, entre otros.
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Flavanones
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Figura 4. Estructura de los principales flavonoides presentes en la miel.

Tomado de (Alvarez-Suarez, 20172, pp. 65-66).

2.1.4. Propiedades Biol6gicas
2.1.4.1. Capacidad antioxidante

Existe una gran cantidad de patologias producto de alteraciones
morfofisioldgicas celulares a causa del incremento en la produccién de
moléculas muy inestables conocidas como radicales libres. Muchas de estas
moléculas se derivan de procesos bioquimicos como la produccién de energia
en las mitocondrias, la radiacidn o la exposicibn a sustancias exdgenas
(xenobidticos)(Corrales & Mufioz, 2012, pp.213-225; Tetteh, 2012, pp.1-2).

Los radicales libres son especies quimicas que poseen uno o mas electrones
desapareados, los cuales son los que les confieren la inestabilidad en las células.
Varios de estos compuestos pueden reaccionar de forma covalente con
macromoléculas como proteinas formando compuestos electrofilicos; asimismo,
las especies reactivas de nitrogeno y de oxigeno (RNS y ROS) son capaces de
originar reacciones en cadena de tipo redox (6xido-reduccioén), provocando la
oxidacion de proteinas, lipidos y acidos nucleicos, y con ello alteraciones en las
células e incluso hasta su muerte. El fenébmeno causante del dafio estructural y

funcional por radicales libres se le conoce como estrés oxidativo. El cuerpo
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humano posee varios mecanismos para contrarrestar este dafio con la
produccion de antioxidantes, que pueden ser sintetizados in situ o
suplementados por medio de las comidas (Jaramillo & Valdivia, 2016, pp.15-
142).

Varias investigaciones han demostrado que el consumo de miel puede reducir el
dafio provocado por el estrés oxidativo. Esta capacidad de la miel se le atribuye
al contenido en polifenoles (Figura 3 y 4) que ésta posee. Estos compuestos han
presentado efectos terapéuticos contra una variedad de enfermedades como
cancer, desoérdenes inflamatorios, degeneracién neurolégica, enfermedades

cardiovasculares, entre otras.

Otros compuestos de la miel que también cumplen un rol importante como
antioxidantes son las vitaminas del complejo B, el acido ascorbico,carotenoides,
acidos organicos, tocoferoles, péptidos, selenio, aminoacidos, proteinas o
productos de la reaccion Maillard. Asimismo, se incluyen ciertas enzimas como
catalasa, glutation reductasa, superdxido dismutasa, glucosa oxidasa o
peroxidasa ( Alvarez-Suarez, 2017a, pp.83-86; Schencke et al, 2016, pp.385-
395).

La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos se encuentra relacionada
con distintos mecanismos, como la donacion de hidrogeno, captacién de
radicales libres, actuando como sustrato para radicales libres y/o quelacién de
iones metalicos (Alvarez-Suarez, 20172, pp.83-86; Cortés, Vigil, & Montenegro,
2011, pp.303-317).
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2.1.4.1.1 Peroxidacion lipidica

La peroxidacién lipidica es un proceso en el cual las especies oxidantes reactivas
provocan un dafo oxidativo a los lipidos. Los radicales libres provocan el
deterioro de la membrana celular, provocando su autodestruccion e incluso la

muerte celular (Ayala, Mufioz, & Argulelles, 2014, pp.1-18).

Este proceso se lleva a cabo en tres etapas (Céspedes & Castillo, 2008):

1. Fase de iniciacion: Un radical libre puede atacar a un acido graso no
saturado en los fosfolipidos de la membrana celular ocasionando la
abstraccién de un atomo de hidrégeno, y con ello la formaciéon de una

especie radicalica.

2. Fase de propagacion: Se produce una reaccién en cadena con la
propagacién del dafo, formandose mas especies radicalicas. Este radical
formado reacciona con el oxigeno, y se forma un radical peroxilo (LOO.)
capaz de reaccionar con acidos grasos poliinsaturados cercanos y
producir un lipoperéxido o hidroperéxido y un radical alquilico. Con esto

inicia y aumenta el dafo oxidativo de los lipidos cercanos.

3. Fase de terminacion: Los hidroperéxidos que se forman se pueden
descomponer en pentano, etano, cetonas y aldehidos reactivos. Los
aldehidos resultantes como el 4-hidroxinonenal y el malonildialdehido son
capaces de reaccionar facilmente con acidos nucleicos o proteinas, lo que
ocasiona desde citotoxicidad, genotoxicidad hasta mutagenicidad,
ademas de ser un factor clave en la patogenicidad de ciertas

enfermedades.
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Un indicador directo del dafio oxidativo en las células y de la peroxidacion lipidica
es uno de los productos finales de este proceso, el Malonildialdehido (MDA). La
determinacion de este compuesto en los tejidos o plasma es una de las técnicas
mas factibles y sensibles para la evaluacién del estrés oxidativo causado. Su
medicion se basa en la reaccion con el acido tiobarbiturico (TBA), en donde un
mol de MDA puede reaccionar con dos moles de TBA a alta temperatura y en
medio acido. El pigmento o cromdgeno rojo es detectable por fluorimetria o
espectrofotometria (Ayala, Mufoz, & Arglelles, 2014, pp.1-18; Céspedes &
Castillo, 2008, pp. 210-220; Rojas & Martinez, 2010, pp.1-8).

Segun los estudios realizados que demuestran la capacidad antioxidante que
posee la miel de abeja, se ha podido determinar que varios de sus componentes
como los flavonoides, pueden contribuir a la estabilizacion de las paredes de las
membranas, con la reduccion de la peroxidacion lipidica y la captura de radicales

libres involucrados en este proceso (Alvarez-Suérez etal., 2012, p.1511).

2.1.4.2. Capacidad antimicrobiana

En los ultimos tiempos, el tratamiento de distintas infecciones bacterianas es
cada vez mas complicado, debido a que las bacterias han desarrollado
mecanismos que les confiere resistencia a los agentes antimicrobianos. Esto
supone la necesidad de un mejor y menor empleo de compuestos antifungicos y
antibacterianos, de mejorar el control de las infecciones y la investigacion de

nuevas sustancias terapéuticas (Alvarez-Suarez, 20172, pp. 86-89).

Estudios recientes han demostrado la eficacia de la miel como medicina natural
alternativa. Una de sus aplicaciones es su capacidad antimicrobiana, ya que ésta
ha conseguido inhibir desde bacterias Gram-positivas, Gram—negativas, algunos
hongos y virus, hasta ciertas cepas bacterianas resistentes a varios farmacos
(Alvarez-Suarez, 20172, 86-89). Muchos reportes han demostrado el efecto

antifungico de la miel, en donde ha logrado incluso reducir la produccion de
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toxinas fungicas, ademas de inhibir el crecimiento de los hongos (Oryan,
Alemzadeh, & Moshiri, 2016, pp.98-118).

Las propiedades antimicrobianas que presenta la miel han permitido tratar
ciertas afecciones como las quemaduras, lo que facilita el control microbiano en
las heridas infectadas. Los factores responsables de la actividad antimicrobiana
son: la presencia de peroxido de hidrégeno como producto de la accion de la
enzima glucosa oxidasa en la glucosa en ambiente aerobio; algunas propiedades
fisico-quimicas como el bajo pH o acidez que posee la miel o el alto contenido
en azucares, el cual debido a su concentracién en la miel provoca un efecto
osmotico alto; la presencia de ciertos acidos organicos que generan el ambiente
acido necesario para evitar el crecimiento bacteriano; y también se incluyen
componentes como los polifenoles que también tienen un efecto antimicrobiano
(Cortés et al., 2011, pp.303-317; Ulloa et al., 2010, pp.1-18) . Oryan et al (2016,
pp. 98-118) ha sugerido que los flavonoides presentes en la miel poseen un
potencial comprometedor como agentes anticandidales. Estos compuestos se
pueden adherir a la pared celular de las levaduras y llevar a cabo su accion
disruptiva. Ademas, gran parte de la actividad de la miel se debe a los cambios
que realiza en el progreso del ciclo celular, funcién mitocondrial, integridad de la

membrana y la biogénesis.

2.2. Produccion de miel en el Ecuador

Ecuador cuenta con una diversidad biolégica tal, que le permite contar durante
todo el ano con varios tipos de floraciones escalonadas, permitiendo una
produccion continua de miel durante todo el afio. De esta manera, el pais tiene
la facilidad de producir 1000 toneladas de miel por cada 20 hectareas de
bosque/afo. Las principales provincias productoras de miel en el Ecuador son
Manabi, Loja, Imbabura, Azuay, Pichincha, Azuay, Chimborazo (Figura 5). Se
pueden diferenciar dos tipos de apicultores: los que realizan esta actividad de

manera informal, sin legalizar el producto, con un fin Unico de satisfacer sus
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necesidades; y otros que establecen su propia microempresa con interés

competitivo en el mercado nacional (Gutiérrez, 2016, p.14).
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Figura 5. Mapa del Ecuador en donde destacan zonas de muestreo y la

distribucion de colmenares que existen por provincia.

Adaptada de (AGROCALIDAD, 2016) y (Rosero, 2015).

2.3. Importancia econémica

La importancia que tiene la miel en la economia, radica en primer lugar en la
apicultura, siendo la técnica que se encarga de criar abejas y aprovechar sus
productos como la miel o la jalea real. Esta actividad se ha extendido a casi todos
los lugares del mundo. Existen alrededor de 45 millones de colmenas de abejas
en el mundo que producen aproximadamente 1°016.000 toneladas de miel y
cerca de 25 millones de Kg de cera al afio. En Ecuador se estima que alrededor
del 62% de los productos de los colmenares es la miel de abeja, seguido del
polen y ceras (Figura 6). Durante el afio 2014 el mercado mundial de la miel

experimentd un maximo histérico que presenta transacciones que se acercan a
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los USD 2300 millones (Gutiérrez, 2016, pp.13-14). De acuerdo a Hugo Rosero
del Programa Nacional Sanitario Apicola de Agrocalidad (2016), el “Ecuador
tiene un gran potencial para la apicultura, en donde actualmente existen 200.000
colmenas con solo 912 explotaciones apicolas con 12188 colmenas

catastradas”.

Actividad productiva de las explotaciones

B Miel HPolen MPropdleo M JaleaReal M Cera M Otros

Figura 6. Actividad productiva de los colmenares de Ecuador

Tomado de (Rosero, 2015).
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3. CAPITULO IIIl. DISENO DEL PLAN EXPERIMENTAL

El plan experimental del estudio llevado a cabo se puede observar a continuacion
en la Figura 7.

Coleccion de muestras Miel de Aguacate
Miel de Eucalipto

Extraccion de polen de miel y

Verificacion del origen floral ,|  extraccion de polen de flor
correspondiente.

A

pH, acidez, color, conductividad,
diastasa, HMF, aminoacidos
libres, humedad, cenizas

Caracterizacion fisico-

A 4

quimica [Espectrofotometro (Shimadzu,
USA)I
Flavonoides, 3-carotenos,
Determinacion de _ fenoles totales
compuestos bioactivos | Determinacion de polifenoles por

HPLC (Agilent Technologies)

-Capacidad reductora (FRAP),
capacidad de captaciéon de
Estudio de las propiedades radicales libres (DPPH)
antioxidantes -Proteccion contra peroxidacion
lipidica
[Lector de microplacas, (Bio-
Tek®, USA)I

A4

y

Estudio de la capacidad .| Perdxido de hidrégeno en miel,
antimicrobiana Capacidad antibacteriana de
miel en Biofilms
[Lector de microplacas (Bio-
y Tek®. USA)I

Analisis estadisticos

Software SPSS 23.0 (IBM, USA)

A\ 4
Presentacion de resultados
y conclusiones

Figura 7. Esquema del disefio del plan experimental del presente estudio.
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4. CAPITULO IV. PROCEDIMIENTOS

4.1. Poblaciéon y muestra

La poblacion en analisis consistio en el total de apiarios que declararon
produccion de miel monofloral de aguacate y eucalipto en la provincia de

Pichincha.

4.2. Andlisis de origen floral- extraccién de polen de miel

Para verificar el origen floral se realizdé una extraccion de polen por acetdlisis
segun la metodologia descrita por Louveaux et al (1978). Para ello se diluyeron
30 gramos de miel en 150 mL de agua destilada tibia (maximo 40°C). Luego la
solucion de miel fue distribuida en tres tubos coénicos de 50 mL y luego
centrifugados por 5 minutos a 4500 rpm (Eppendorf Hamburg). Seguido, el
sobrenadante fue retirado en un vaso de precipitacion limpio, y los sedimentos
o precipitados de los tres tubos fueron colectados en un tubo cénico de 15 mL.
Para extraer la mayor cantidad posible de polen, se tomaron 100 mL del
sobrenadante que se colocé anteriormente en el vaso de precipitacion limpio y
se centrifugd a 4500 rpm por 20 min. Luego el sobrenadante fue retirado y el
precipitado extraido se unié con el precipitado colectado en el paso anterior. Se
colocaron 10 mL de acido acético glacial sobre el sedimento recolectado y se
centrifugd por 5 minutos a 4500 rpm. El sobrenadante fue retirado y se colocé
una mezcla de acetdlisis que contenia 1 mL de acido sulfurico y 9 mL de
anhidrido acético por muestra. Posteriormente, se colocd la solucion de
acetdlisis junto al precipitado en bano maria (Memmert, USA) por 10 minutos a
70°C. Se centrifugé por 5 minutos a 4500 rpm y se retird el sobrenadante
cuidadosamente. Seguido, se afiadieron 10 mL de agua destilada en el tubo con
precipitado, se coloco una gota de detergente y se agitd vigorosamente. Se retird
el sobrenadante y se colocd una gota de una solucién de glicerina 1:1. Los
sedimentos obtenidos se dispersaron en el portaobjetos y sobre este se coloco

el cubre- objetos con una gota de solucion gelatina-glicerina. Una vez preparada
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la muestra se observé en el microscopio a 100 aumentos, se analizé el tipo de
grano polen presente en la misma y se determind el porcentaje de granos de

polen observado.

4.2. Caracterizacion Fisico- Quimica
4.2.1. Determinacion de color en miel

Para la determinacién del color se utilizd la técnica descrita por Delmoro et al
(2010, pp.145-152). Las muestras de mieles (2,5 g) fueron diluidas en 5 mL de
agua destilada para luego ser colocadas en una cubeta de lectura
espectrofotométrica. Se esperd 10 minutos y se leyd en el espectrofotometro
(Shimadzu, EEUU) a una longitud de onda de 635nm. La absorbancia obtenida
se extrapol6 de acuerdo a la escala Pfund utilizada para la clasificacion del color.

Los resultados obtenidos fueron expresados en mm Pfund.

4.2.2. Analisis de pH en miel

El analisis de pH en miel se realizdé segun el protocolo descrito en la Norma
Mexicana de Miel F-036 (2000). En un vaso de precipitacion de 100 mL se
pesaron 5 gramos de muestra de miel y se diluyeron en 37.5 mL de agua
destilada. El pH inicial fue determinado empleando un potenciémetro (Fisher
Scientific, USA).

4.2.3. Determinacion de la conductividad eléctrica

La conductividad eléctrica de las mieles fue determinada segun la metodologia
de Sanzy Sanz (1994, pp.143-158). Para ello, se diluyeron 5 gramos de muestra
de miel en 25mL de agua destilada y se midi6 la conductividad eléctrica mediante
un conductimetro (Fisher scientific, USA) y los resultados se expresaron en

unidades de mS/cm.
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4.2.4. Determinacion de la actividad de la enzima diastasa en miel

Para determinar la actividad de diastasa, se utiliz6 la metodologia descrita en la
Norma mexicana de Miel F-036 (2000). Previo a la determinacién de diastasa en
miel se llevo a cabo la determinacion de la dilucion de almidén soluble (Fisher
Scientific) necesaria para la normalizacién del mismo mediante la mezcla del
almidon con la solucién de yodo 0,0007 N y probando diluciones con agua
destilada hasta obtener una absorbancia de 0.760 £ 0.02. Una vez identificada
la dilucién normal, las muestras de miel (2 g) fueron pesadas y diluidas en 1mL
de buffer acetato, 4 ml de agua destilada y 0.6 mL de solucion de cloruro de sodio
(Fisher Scientific) en este orden, y se aforaron a 10 mL con agua destilada.
Luego, dos tubos de ensayo fueron calentados por 10 minutos a 40°C; uno
contenia 2 mL de solucion de miel, y el otro tubo 1 mL de solucion de almidén
(dos tubos por muestra). Pasado este tiempo, los volumenes de ambos tubos
fueron unidos para comenzar la reaccién (se mantuvieron estas mezclas a 40°C).
A partir de este momento, cada 5 minutos se tomaron alicuotas de 50 uL de
estas soluciones-reacciones hasta llegar a una absorbancia menor a 0.235 nm,
y se colocaron en un microtubo de 1.5 mL que contenia 500 uL de solucién de
yodo 0.0007N. De inmediato se agitaron, se realizé la dilucion normal con agua
destilada previamente determinada al inicio y se midi6é la absorbancia a una
longitud de onda de 660 nm en el espectrofotémetro (Shimadzu, USA). El indice

o actividad diastasica fue expresado en °Gothe.

4.2.5. Determinacion del contenido de Hidroximetilfurfural (HMF)

Para determinar el contenido de HMF se utilizé la metodologia mencionada en
la Norma mexicana de Miel F-036 (2000). Las muestras de miel (5g) fueron
diluidas en 25 mL de agua destilada. Luego, 0.5 mL de la soluciéon de Carrez |
(Tabla 8) fueron adicionados a las soluciones de miel y luego homogenizadas.
Seguido, 0.5 mL de la solucién de Carrez Il (Tabla 8) fueron afnadidos a estas
soluciones, se mezcld y se aforaré a un volumen de 50 mL con agua destilada.

Se filtraron las soluciones con papel filtro y enseguida se distribuyeron 5 mL en
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dos tubos de ensayo por muestra. A uno de los tubos de ensayo se le colocé 5
mL de agua destilada y al otro 5 mL de bisulfito de sodio 0.1% teniendo un
volumen final de 10 mL por tubo. Se agitaron vigorosamente ambas mezclas y
se determiné la absorbancia, tanto del tubo de ensayo 1 (muestra) como del tubo
de ensayo 2 (referencia), a dos longitudes de onda, 284 y a 336 nm en celdas
de cuarzo en el espectrofotémetro (Shimadzu, USA). Antes de medir, se utilizd
agua destilada como blanco. El contenido total de Hidroximetilfurfural fue
expresado como equivalentes de Hidroximetilfurfural por kilogramo de miel (mg
HMF/ Kg de miel).

Tabla 8.

Preparacion de soluciones de Carrez

Solucién Preparacion

1.5 g de ferrocianuro de potasio
Carrez | trihidratado ((KsFe(CN)s - 3 H20) en
10 mL de agua destilada.

3 g de acetato de zinc dihidratado
Carrez Il ((Zn(AcO)2 - 2H20) en 10 mL de agua
destilada.

4.2.6. Determinacion de aminoacidos libres

El contenido de aminoacidos se determind por el método Ninhidrina-Cadmio
(Doi, Shibata, & Matoba, 1981, pp.173-184). En primer lugar, se realiz6 la curva
patrén partiendo de una disolucion madre de L-leucina (Sigma Aldrich) de
60mg/L en agua destilada. Asimismo, se utlizd Prolina (Sigma Aldrich) como
segundo estandar. Las curvas estandar se elaboraron con concentraciones
seriadas de L-leucina (2.4, 12, 24, 36 y 42 mg/L) y de prolina (10-50 mg/mL), las
cuales se aforaron a un volumen final de 10 mL con agua destilada. Las muestras
de miel (1.25 g) fueron diluidas en 25 mL de agua destilada. Una vez obtenidos

los patrones y las soluciones de miel, se llevé a cabo la reacciéon. En tubos de
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ensayo se colocd 1 mL de muestra o patron con 2 mL de reactivo (0.8 g de
ninhidrina disuelto en 80 mL de etanol 99% y 10 mL de acido acético con 1 mL
de CdCI2 disuelto en agua destilada). Seguido, las mezclas fueron calentadas a
84°C por 5 min y enfriadas. Luego se procedié a medir la absorbancia de las
soluciones-reaccion a 507 nm en espectrofotdmetro. Para realizar el blanco se
sustituyo la muestra por agua destilada siguiendo el mismo procedimiento. Los
resultados fueron expresados en equivalentes de Leucina por 100 gramos de
miel (mg Leucina/100 g de miel) y en equivalentes de Prolina por 100 gramos de

miel (mg Prolina/ 100 g de miel).

4.2.7. Determinacion del contenido de humedad

El contenido de humedad presente en la miel se determind segun la Norma
mexicana de Miel F-036 (2000, p. 5). Su determinacion se basoé en la medicidn
del indice de refraccion de la miel a 20°C aproximadamente. Se pesaron 0.1 g
de miel y se colocaron las muestras directamente en el lente del refractrémetro
(ATAGO, USA). El analisis de humedad se expres6 en porcentaje de humedad

contenida en la miel.

4.2.8. Determinacion del porcentaje de cenizas

El porcentaje de cenizas fue determinado mediante el procedimiento descrito en
la Norma mexicana de Miel F-036 (2000, p.10). Los crisoles fueron pesados
previo a colocar las muestras respectivas. Seguido, se pesaron 5 g de miel de
eucalipto y 2.5 g de miel de aguacate. Las muestras fueron calcinadas en una
plancha de calentamiento hasta que dejaron de desprender humos y se haya
evaporado la mayor cantidad de liquido presente. Posteriormente, las muestras
calcinadas se colocaron en la mufla (Acequilabs, Colombia) durante 4 horas a
una temperatura de 500°C. Las muestras se colocaron en un desecador y se

espero una hora. Pasado este tiempo, las muestras fueron pesadas y se realizé
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el célculo correspondiente de acuerdo a los pesos tomados y segun la siguiente

ecuacion:

%Cenizas = b * 100

a = crisol + muestra
b = crisol
¢ = crisol + cenizas

El analisis fue expresado en porcentaje de cenizas presentes en la miel.

4.3. Determinacion de compuestos bioactivos
4.3.1. Determinacion de flavonoides

El contenido total de flavonoides se determiné siguiendo la técnica previamente
descrita por Dewanto et al (2002, pp. 3010-3014). Las muestras de mieles (1g)
fueron diluidas en 1 mL de agua destilada. Se tomaron 20 pL de
muestra/estandar y se colocaron en una placa de 96 pocillos junto con 100 uL
de agua destilada y 6 yL de la solucion de NaNO:2 (Sigma Aldrich) al 5% y se
incubd durante 6 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, 12
pL de la solucion de AICIs (Lobachemie) fueron afadidos y se incubd durante 5
minutos. Seguido, se afiadieron 40 uL de NaOH 1M y 22 uL de agua destilada.
Finalmente, se midio la absorbancia de esta solucion a 510 nm contra el blanco
que posee agua destilada en lugar de la muestra de miel. Previo a este analisis
se realizo la curva de calibracion de Catequina (Cayman) (0.0625-0.5 mM) y el
contenido total de flavonoides se expresé como equivalentes de catequina por

100 g de miel (mg Catequina/100 g miel).

4.3.2. Determinacion de fenoles totales

El contenido total de fenoles fue determinado segun el procedimiento descrito

por Slinkard y Singleton(1977, pp.49-55). Las soluciones de miel se prepararon
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con 0,5 g de miel diluida en 5 mL de agua destilada. En microtubos de 1.5 mL
separados se colocaron 100 yL de la muestra, en otro tubo se colocé el blanco
y en otro el estandar junto con 500 pL de reactivo de Folin Ciocalteu (Sigma
Aldrich) y se esperé 5 minutos en oscuridad. Pasado este tiempo, 400 uL de
Carbonato de Sodio fueron anadidos y se incubd a temperatura ambiente en
oscuridad durante 2 horas. Transcurrido este tiempo, se midié la absorbancia de
la solucion de reaccion a 760 nm contra un blanco que contenia agua destilada
en lugar de la solucion de miel. Previo a este analisis, se realizo la curva estandar
de Acido Galico (Lobachemie) (0.1875- 1 mM) y el andlisis fue expresado como

equivalentes de Acido galico por 100 g de miel (mg Acido Galico/100 g miel).

4.3.3. Determinacion Total de carotenoides

El contenido total de carotenoides fue determinado segun la técnica descrita por
Bueno-Costa et al (2016, pp. 333-340). Para su analisis, las soluciones de miel
se prepararon con 0.5 g de miel diluido en 0.5 mL de agua destilada. Estas
soluciones de miel fueron mezcladas con 5 mL de solucion hexano-acetona (6:4),
agitadas durante 1 minuto y luego colocadas en oscuridad durante 30 minutos.
Pasado este tiempo, se midio la absorbancia de la solucion a una longitud de
onda de 450 nm en cubetas de cuarzo. Previo a este analisis se realizo la curva
de calibracion de B-caroteno (Lobachemie) (0.25-4 ug/mL) y los resultados
obtenidos fueron expresados en miligramos de B-caroteno equivalentes por

kilogramo de miel (mg B-caroteno/Kg miel).

4.3.4. Analisis de polifenoles por HPLC-DAD
4.3.4.1. Extraccion de polifenoles de las mieles de estudio

La extraccion de polifenoles fue realizada segun la metodologia mencionada por
Alvarez-Suarez et al (20102, pp.9817-9824). Para la extraccion se utilizé 50 mL

de agua destilada pH 2 (con HCI 1M). En primer lugar, se activaron las columnas
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Sebpack (Agilent Techonolgies). Para ello, se hizo pasar por las columnas 10 mL
de metanol puro y 10 mL de agua destilada pH 2 en ese orden.

Luego de la activacion, las soluciones de mieles fueron afiadidas (10 g de miel
en 100 mL de agua destilada pH 2). Una vez que las soluciones de miel fueron
pasadas, se realizaron tres lavados de las columnas con agua destilada pH 2.
Finalmente, los polifenoles fueron obtenidos por elucion con metanol absoluto.
Una vez obtenidos, los polifenoles recogidos en metanol se llevaron al rotavapor
R210 (Buchi, USA) hasta obtener alrededor de dos mililitros de solucion. Estos
mililitros se colocaron en microtubos de 1.5 mL y se colocaron en un
concentrador al vacio SpeedVac (Genelac, USA) hasta que se haya evaporado
todo el metanol. Para finalizar, se almacend el extracto metandlico (polifenoles)
a4°C.

4.3.4.2. Determinacion de polifenoles por HPLC

El presente analisis se llevé a cabo segun la metodologia descrita por Mufoz-
Jauregui et al (2014, pp. 287-297). El equipo de Cromatografia de alta resolucion
(HPLC) empleado fue un modelo 1260 (Agilent Technologies, Waldbronn,
Alemania), el cual posee una bomba cuaternaria Agilent 1260 y un mddulo
automatico de coleccion de muetras (1260 Infinity Standard Autosampler). La
columna que se utilizé fue una columna de dimetil-n-octadecilsilano como fase
estacionaria (Eclipse Plus C18 5 ym 4.6 x 250 mm). Las longitudes de onda
elegidas para el analisis fueron 280, 330 y 360 nm. El flujo fue de 1.0 mL/min, un
volumen de inyeccién de 20 ul y un tiempo de corrida de 35 min. La fase mavil
utilizada fue de una solucién de acido fosférico 0.1% en la Linea Ay Acetonitrilo
en la Linea B. El modo de elucion fue por gradiente, es decir por mezcla de dos

lineas en distintas proporciones como se observa en la Tabla 9.
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Tabla 9.

Gradiente y modo de elucion de las lineas Ay B

Tiempo Linea A Linea B
0,0 90 10
5,0 85 15
10,0 70 30

20,0 50 50
25,0 40 60
35,0 40 60

Se pesaron 5 mg de extracto metandlico de las mieles de estudio y se aforaron
a 2 mL con metanol grado HPLC en un microtubo de 1.5 mL. Seguido, las
muestras se pasaron a través de un filtro de 0.45 pm y luego colocadas en un
vial para HPLC. Finalmente, se analizaron las muestras en el HPLC. Previo al
analisis se elaboraron las curvas de calibracién de Quercetina (Lobachemie) de
pureza 99.0% (0.05-10 mg/mL) y el mismo rango para Acido galico de pureza
99.1 %.

4.4. Determinacion de la capacidad antioxidante

4.4.1. Capacidad reductora-método FRAP (Poder Antioxidante Reductor del

Hierro)

La capacidad reductora por el método FRAP fue determinada segun la
metodologia descrita por Benzie y Strain (1996, pp. 70-76). Para este analisis, 1
g de muestra de miel fue diluida en 10 mL de agua destilada. Seguido, 100 pL
de la muestra, en otro microtubo la misma cantidad de estandar y en otro el
Blanco fueron mezcladas con 900 uL de reactivo FRAP. Luego se midi6 la
absorbancia de la solucion-reaccion a 539 nm contra el blanco en el que se utilizé

agua grado 1 en lugar de la muestra. Previamente, se realizd la curva de
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calibracion de Trolox (50-500 uM) vy los resultados fueron expresados en

equivalentes de Trolox por 100 g miel (umol Trolox/100 g miel).

4.4.2. Capacidad de captar radicales libres- Método DPPH (2,2-Difenil-1-

Picrilhidrazilo)

Para medir la actividad de inhibicién de radicales libres, se utilizé el protocolo
desarrollado por Hatano et al modificado(1988, pp. 2090-2097). En primer lugar,
las muestras de miel (1g) fueron diluidas en 10 mL de agua destilada. En
microtubos de 1.5 mL se colocaron 100 uL de la solucién de miel, 500 uL de
etanol 70% y 400 pL del reactivo DPPH y se agitaron en vértex durante 30
segundos y se incubaron durante 15 minutos. Pasado este tiempo se medi6 su
absorbancia a 517 nm. En otro microtubo de 1.5 mL, se realiz6 el blanco DPPH
que contenia 400 uL de DPPH, 500 uL de etanol 70% y 100 uL de agua destilada.
Asimismo, se elaboré otro blanco para cada muestra, que estaba compuesto por
500 pL de etanol 70%, 400 uL de metanol y 100 uL de solucién de miel. Se utilizd
un blanco DPPH por analisis completo y otro blanco por cada muestra de
estudio. Se realiz6 una curva estandar de Trolox (5-500 uM) segun el porcentaje
de actividad de captacion de radicales generado. Los resultados obtenidos
fueron expresados en equivalentes de Trolox por 100 gramos de miel (umol

trolox/100 g miel).

4.4.3. Efecto protector de la miel de abeja contra la peroxidacion lipidica-

Método TBARS (Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico)

4.4.3.1. Extraccion de sangre y preparacion de membrana celular de

glébulos rojos.

Los glébulos rojos fueron extraidos de voluntarios sanos no fumadores con
previo consentimiento informado. Los eritrocitos fueron aislados de sangre

heparinizada a través de centrifugaciones a 1000 g durante 10 minutos a 10°C.
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La capa de leucocitos y el plasma fueron eliminados y los glébulos rojos fueron
lavados con solucién NaCl 0.9% fria y, seguido se realizaron tres lavados con
PBS (NaCl 150 mM, Na2HPO4 1,9 mM y NaH2PO4 8,1 mM, pH 7,4) a 4°C.

La membrana se prepard segun la técnica descrita por Alvarez-Suéarez et al
(2012, pp.1508-1516) . Para conseguir una hemolisis completa, los globulos
rojos fueron lavados con soluciones hipoténicas a distintas concentraciones de
la siguiente forma: primero, los glébulos rojos fueron resuspendidos en 20 veces
su volumen (1:20) con 5 mM de tampédn fosfato hipotdnico (EDTA 2,2 mM, 1:20)
aunpH 7,4y se mantuvo a 4°C por 30 minutos. Después del tiempo transcurrido,
la solucion fue centrifugada a 3800x g durante 20 minutos a 8°C y se descarto el
sobrenadante. El precipitado se volvié a resuspender con tampén fosfato 2.5 mM
(1:20) pH 8. Finalmente, se realiz6 el ultimo lavado con tampdn fosfato 1.25 mM
ph 8y se centrifugdé a 13500 rpm a 8°C por 20 minutos. Tras realizar los lavados,
se cosiguieron membranas claras en el sedimento. Estas se resuspendieron en
PBS con EDTA 2.2 mM (1:5) y se almacenaron a -80°C.

4.4.3.2. Determinacion de peroxidacion lipidica en la membrana.

El siguiente ensayo fue determinado segun la metodologia de Alvarez- Suarez
et al (2012, pp.1508-1516). Previo al analisis, las membranas extraidas se
descongelaron y el tampdn de almacenamiento fue eliminado por centrifugacion
(1800 g a 8°C por 20 minutos). Los precipitados fueron lavados dos veces con
solucion de NaCl 0.9%, y luego las membranas empaquetadas se volvieron a

resuspender en NaCl 0.9% para el ensayo.

La mezcla de reaccién estuvo compuesta por: 50 ul de solucion de miel, 50 pl de
AAPH (50 mM) y 100 pl de membranas. Esta mezcla se incub6 a 37°C durante
1 hora y luego se detuvo la reaccion. La formacion de las Sustancias Reactivas

al Acido Tiobarbitrurico (TBARS) se logré determinar luego que las membranas
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fueran expuestas al oxidante y reaccionaran con el acido tiobarbiturico
modificado (TBA) (Buege & Aust, 1978). Una vez que se detuvo la reaccion, se
colocé 1 mL de solucion TBA-TCA-HCI (0.375% p/v de TBA, 15% p/v de TCA o
acido tricloroacético, 0.2 M de HCI o acido clorhidrico) a 0,5 mL de muestra con
BHT (Butilhidroxitolueno) 0.3 mM para la prevencion de una posible peroxidacion
lipidica de las membranas durante la reaccion con el TBA. Estas muestras se
calentaron a 95°C por 20 minutos y, seguido se enfriaron a temperatura
ambiente. Se centrifugaron estas muestras a 14000 rpm por 10 minutos. El
sobrenadante fue colocado en una microplaca de 96 pocillos y se midi6 la
absorbancia a 535 nm (SynergyTM Multi-Detection Microplate Reader; Bio-
Tek®, USA). Asimismo, se incluyeron dos muestras control para el ensayo: a)
para la evaluacién de la peroxidacion lipidica basal que exista en el tejido (C1),
el cual consistia en 100 pyl de membranas, y NaCl 0.9% en lugar de AAPH y
solucién de miel; b) para la estimacion de la maxima peroxidacion lipidica en las
membranas (C2), el cual contenia 100 ul de membranas, 50 ul de AAPH y 50 pl
de NaCl 0.9%. La actividad antioxidante de las muestras se expres6 como
porcentaje de inhibicion (P) de la formacion de las Sustancias reactivas al acido
tiobabiturico (TBARS) a partir de la absorbancia (Abs) con los respectivos

controles segun la siguiente ecuacion:

~ [(1 — (Abs — C1)

(€2 —C1) ] * 100

Los resultados fueron expresados como la concentracién de miel necesaria para
inhibir el 50 % (IC50) de la peroxidacion lipidica en las membranas. El disefio del

ensayo se muestra en las Tablas 10y 11.

Tabla 10.

Disefio del ensayo TBARS con el rango de concentraciones utilizadas para la
miel de aguacate.

Miel de aguacate (mg/mL)
Presecia 20 15 10 7.5 Control +

de AAPH

Ausencia

de AAPH 20 15 10 7,5 Control -
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Tabla 11.

Disefio del ensayo TBARS con el rango de concentraciones utilizadas para la
miel de eucalipto.

Miel de eucalipto (mg/mL)

Presecia
o AAPH 25 20 15 10 Control +
Ausencia 20 20 15 10 Control -
de AAPH

4.5. Capacidad antimicrobiana
4.5.1. Determinacion de Peréxido de hidréogeno en miel

El presente analisis fue llevado a cabo mediante el método FOX-1 modificado
para determinar peroxido de hidrogeno en las muestras de miel de estudio, el
cual fue descrito por Li et al (2017, pp. 225-231). Los reactivos empleados fueron
los siguientes: Solucion 1 (Sulfato ferroso de amonio 25 mM con Acido sulfurico
0,25 M), Solucién 2 (62.5 uM xileno y x150 mM sorbitol) y la solucion de trabajo
FOX-1 (solucion 1 mas solucion 2, proporcion 1:100). La concentracién utilizada
fue de 0.5 mg/ mL para la miel de aguacate y 100 mg/mL para la de eucalipto.
La reaccion consistio en la mezcla de 133,33 L de solucion de trabajo FOX -1
con 66.6 uL de muestra de miel en una placa de 96 pocillos. Las soluciones-
reaccion fueron incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente. Pasado este
tiempo, éstas se midieron en el lector de placas (Bio-Tek®, USA) a una
absorbancia de 580 nm con su respectivo blanco (agua destilada). Previamente
se realiz6 una curva estandar de Peréxido de hidrégeno 30% (0.01- 0.4 pyg/mL).
Los resultados fueron expresados en equivalentes de peroxido de hidrogeno por
kilogramo de miel (ug H202/ kg de miel).

4.5.2. Efecto antibacteriano de miel en Biopeliculas

El presente analisis se llevé a cabo segun la metodologia propuesta por Lu et al

(2014, pp. 1-25), el cual permiti6 determinar la capacidad de inhibicion de la
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formacion de biopelicuclas y la eliminacion de la misma preformada mediante la
aplicacion de miel de abeja. Las cepas bacterianas utilizadas fueron cepas gram
positivo (Staphylococcus aureus CAMP) y cepas Gram negativo (Klebsiella
pneumoniae KPC 609803). Estas fueron cultivadas en TBS (Tryptic Soy Broth) y
agitadas (90rpm) a 37°C por 18 horas.

Para determinar la inhibicién de formacion de biopeliula, se realizé una dilucion
al 0.5 en la escala Mc Farland (1.5 x 108 UFC) y se transfirieron 100 uL de la
dilucion a una placa de 96 pocillos. Se afadieron 100 pl de la dilucién de mieles
(eucalipto, aguacate y miel artificial al 10 y 20%) y se incubaron a 37°C durante
24 horas. Como controles negativos se utilizd medios con la muestra sin
inoculacion de la bacteria. Posteriormente, se llevd a cabo la eliminacion de
células plancténicas mediante tres lavados continuos con PBS. Posteriormente,
las placas se midieron en el espectrofotémetro para su cuantificacion a una
longitud de onda de 240 nm. La formacion de la biopelicula fue expresado como
el porcentaje relativo de formacion de biopelicula con respecto al control que no
fue tratado, tomando este ultimo como el 100%.

Para la determinacién de la accion de la miel para eliminar la biopelicula
preformada, se formaron primeramente biopeliculas en la placa de
microtitulacion de 96 pocillos a 37°C por 18 horas. Se realizaron tres lavados con
PBS y se midi6 la absorbancia a 240 nm para determinar la formacion inicial de
biopelicula. Seguido, se colocaron 200 ul de la solucién de miel correspondiente
(aguacate, eucalipto y miel artificial, 20 y 10%) y se incubaron por 18 horas a
37°C. Se realizaron tres lavados con PBS y se midio la absorbancia a la misma
longitud de onda. Para realizar los calculos de absorbancia final, se resto la
absorbancia inicial de la final. Este valor fue expresado como se mencioné

anteriormente.
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4.6. Analisis estadistico de resultados

Las muestras de estudio fueron analizadas por triplicado y los resultados fueron
expresados como media * desviacion estandar. Los datos resultantes se

analizaron con el Paquete Estadistico IBM SPSS 20.0.

Se llevé a cabo un andlisis multivariado (MANOVA) para las propiedades fisico-
quimicas y composicion polifendélica. Asimismo, la correccién de bonferroni fue
utilizada en ambos casos para el ajuste de analisis post hoc para comparar

grupos multiples.

Con respecto a la correlacién entre variables cuantitativas, se empled el
coeficiente de correlacion Pearson para su estudio. El nivel de confianza que se
utilizé en todos los analisis fue del 95 % y se considerd un valor p< 0.05 como

estadisticamente significativo.

5. CAPITULO V. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Caracterizacion fisico-quimica

El resultado del contenido polinico de las mieles fue expresado en porcentaje,
en donde se reportd que la miel de aguacate contenia cerca del 69,12% de polen
de Persea americana, mientras que un 83.24% de polen de Eucalyptus sp. para
la miel de eucalipto (Tabla 12). El porcentaje de polen obtenido en miel de
eucalipto se encuentra dentro del rango correspondiente a mieles monoflorales
de ecualipto segun Flores et al (2014, pp. 2177-2191). De acuerdo a Terrad y
Heredia (2004, pp. 1803-1805), el bajo porcentaje de polen encontrado en las
mieles de aguacate (5-70%) se debe posiblemente al comportamiento de
floracion de aguacate, es decir, la flor bisexual puede abrirse dos veces: en la
primera apertura puede funcionar como hembra y en la segunda (usualmente al
siguiente dia) funciona como macho, y se libera el polen. No obstante, en ambas

aperturas el néctar es secretado. Ademas varias observaciones y estudios han
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logrado demostrar que existe una tasa muy baja e ineficiente de transferencia de
polen de aguacate, a través de la colmena por el contacto fisico entre las abejas

meliferas.

Tabla 12.
Contenido de granos de polen en las mieles monoflorales en estudio.

Identificacion de granos de polen

. . Frecuencia . .
Tipo de miel de clase (% de frecugngla y género
botanico)
Miel de aguacate

P Persea americana (69.12 %)
S Brassica napus. (26.65 %)
M Poulsenia type (4.23 % )
P Eucalyptus sp. (83.24 %)
S Mimosa c.f. albida (12.63 %)
M Persea americana (4.13 %)

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%). 1 y 2 Imagenes por microscopia tomadas por el Autor: 1 grano de polen de

aguacate y 2 grano de polen de eucalipto

Los resultados obtenidos de la caracterizaciéon fisico-quimica de las mieles
monoflorales de aguacate y eucalipto (Tabla 13) muestran diferencias
significativas (p<0,05) entre ambas mieles en los parametros analizados y el

origen botanico. De tal forma, segun el analisis del color, la miel de aguacate
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puede clasificarse como ambar oscuro dentro de la escala de Pfund (mayor a
114 mmPfund), y ambar extra claro para la miel de eucalipto (valores entre 34-
50 mmPfund) como previamente se ha reportado para estas clases de mieles
por Gonzalez-Miret et al(2005, pp. 2574-2580), Delmoro et al (2010, pp. 145-
172) y Bentabol Manzanarez et al (2014). No obstante, los valores de color
obtenidos para miel de eucalipto son bajos en comparacion con mieles de
eucalipto del noroeste de la Peninsula Ibérica clasificadas como ambar claro
(Flores et al., 2014). Por otro lado, se han encontrado valores similares con

mieles de aguacate de Israel (Dag et al, 2006, pp. 387-394).

Tabla 13.

Parametros fisico-quimicos de las mieles monoflorales de estudio.

Tipo de miel monofloral/Valor

Parametros fisico-quimicos

Miel de aguacate Miel de eucalipto

Color (mm Pfund) 137.29 + 66.972 39.87+ 11.458°
Humedad (%) 16.42 + 2.532 18.62 + 1.84°
pH 5.23 £ 0.962 4.01+0.18°
H|drOX|met|IsquurgI(HMF) 27 16 + 30432 3.78 + 3.481

(mg/kg de miel)

indice de Diastasa (°Gothe) 47.65 + 34.952 32.92 + 11.35b

Conductividad eléctrica 131 +04722 0.39 + 0.032b
(mS/cm)

Contenido de cenizas (%) 1.05+0.132 0.25 £ 0.02°

Nota: Los valores representados con letras son significativamente diferentes para p <0.05.

Se ha visto que la humedad en la miel es uno de los parametros que mas afecta
a la calidad. Esta propiedad se encuentra muy relacionada con las condiciones
ambientales y la manipulacion durante la etapa de cosecha y/o almacenamiento
(Alvarez-Suarez et al., 2017b, pp. 272-279). El contenido de humedad
encontrado en los dos tipos de mieles arrojé valores similares (Tabla 13) los

cuales después de ser analizados y comparados con normas de calidad (CODEX
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STAN 12, 2001; Real Decreto 1049, 2003; EU Council, 2001) conforme al Codex
Alimentarius de la miel, determinaron que se encuentran dentro del rango
permisible para mieles producidas en regiones tropicales (£20%). Por tanto, es
posible aseverar que las mieles de nuestro estudio han sido manipuladas y

conservadas en condiciones adecuadas.

La acidez total que presenta la miel de abeja es una de las principales
propiedades que la caracteriza. Conjuntamente el pH y otros parametros
cumplen un papel muy importante en la frescura, textura, establilidad y calidad
de la misma (Alvarez-Suarez et al., 2017b, pp. 272-279). El rango de pH obtenido
en las muestras de estudio varia de 3.96-5.23, siendo la miel de aguacate la de
pH mas alto. A pesar de que no se ha establecido un rango de pH estandarizado,
se han encontrado valores similares con mieles de aguacate de la Peninsula
Ibérica (Bentabol-Manzanares et al, 2014, pp. 572-574; Terrab & Heredia, 2004,
pp. 1803-1804) y de Israel (Dag et al, 2006, pp. 387-394). Asimismo, el pH que
presentaron las mieles de eucalipto se encuentran dentro de rango de pH
reportados en estudios previos (Flores et al , 2014, pp.2177-2190; Gomez et al,
2015, pp.121-126). De acuerdo a Loépez (2014, pp.1-14), los valores de pH
pueden ser bajos cuando existe una mayor humedad, la cual puede deberse por
un aumento en la produccion de acido glucénico por accion de la enzima
glucosaoxidasa, lo cual se correlaciona con los valores de humedad y pH

obtenidos.

La frescura de la miel es posible evaluarla mediante el indice de diastasa asi
como con el contenido de hidroximetilfurfural (HMF). EI HMF es un compuesto
que puede estar ausente o en pocas cantidades de forma natural en la miel
(Alvarez-Suarez et al., 2017b, pp. 272-279). De acuerdo a Zandamela (2008,
pp.57-59), este compuesto se forma mas rapidamente en medio acido y a altas
temperaturas, por lo que esta directamente relacionado con el calor al que ha

sido sometida la miel, grado de envejecimiento y/o condiciones de
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almacenamiento. Los valores de HMF encontrados en las mieles se encuentran
dentro del rango establecido (<80 mg/Kg) (EU Council, 2001) para mieles de Apis

mellifera como se puede observar en la Tabla 13.

Como Ulloa et al (2010, pp.11-18) lo mencionaron, la diastasa es una enzima
que esta presente de forma natural en las mieles, la cual puede disminuir cuando
ha sido sometida a temperaturas altas o durante el almacenamiento de las
mieles. Los valores para el indice de diastasa obtenidos para las mieles de
aguacate y eucalipto se encuentran dentro del rango recomendado para estas
clases de mieles (>8 unidades Shade) segun estandares Internacionales (EU
Council, 2001). Por tanto, los resultados obtenidos sugieren que las muestras de
estudio han sido correctamente procesadas y/o almacenadas en buenas

condiciones permitiendo mantener la frescura de las mismas.

La conductividad eléctrica es un parametro que analiza la concentracién de sales
minerales, proteinas y acidos organicos presentes en las mieles, mediante el
cual se permite establecer el origen botanico de las mismas e incluso conocer
las caracteristicas del suelo en donde las plantas estan localizadas(Alvarez-
Suarez et al., 2017b, pp. 272-279). Ademas, puede indicar si las abejas fueron
alimentadas con azucares(Ulloa et al., 2010, pp.11-18). Segun los resultados
obtenidos (Tabla 13), la miel de aguacate presenté una alta conductividad
eléctrica en comparacion con los valores obtenidos para la miel de eucalipto la
cual se encuentra dentro del rango recomendado por el Codex Alimentarius y/o
estandares internacionales (<0,8 mS/cm) (EU Council, 2001; CODEX STAN 12-
1981, 2001). No obstante, a pesar del limite establecido por regulaciones
internacionales, se ha encontrado que algunas mieles monoflorales como la de
fresa, lima, breso, castafia y arbol de té han mostrado valores superiores a este
limite, por lo que se consideran excepciones como lo menciona el Consejo de la
Union Europea (2001). Es asi, que los datos presentados son consistentes con

valores de conductividad eléctrica de mieles de aguacate de Espafia e Israel que
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de igual manera mostraron valores superiores a 0,8 mS/cm (Bentabol
Manzanares et al., 2014; Dag et al., 2006; Terrab & Heredia, 2004), mientras que
para la miel de eucalipto se encontraron valores similares a las mieles de
eucalipto de Espana (Flores et al., 2014, pp. 2177-2191; Gomez et al., 2015, pp.
121-126). Por otro lado, de acuerdo a Zandamela (2008), el contenido de cenizas
totales en mieles se encuentra muy relacionado con la conductividad eléctrica,
lo cual se correlaciona con los resultados obtenidos (Tabla 13), pues la miel de
aguacate presentod un alto porcentaje de cenizas (p<0,01) en comparacion con
la miel de eucalipto que presenta un porcentaje dentro del rango normal para

mieles Apis mellifera (<0,6%).

5.2. Determinacién de compuestos bioactivos

El contenido de compuestos bioactivos como el contenido de fenoles,
flavonoides, carotenoides fueron determinados como se observa en la Tabla 14.
Estos resultados muestran diferencias significativas (p<0,05) entre ambos tipos
de mieles, en donde la miel de aguacate presentd los valores mas altos en
comparacion con la miel de Eucalipto para cada uno de los parametros
analizados. Los resultados son consistentes con los estudios reportados por
Alvarez-Suarez et al (2010a, pp. 9817- 9824) y Schencke et al (2016, pp.385-
395) con respecto a la alta cantidad de polifenoles, flavonoides y carotenoides
en mieles oscuras, en comparaciéon con las mieles claras. Por lo tanto, la miel de
aguacate, al haber sido clasificada como miel ambar oscuro, presenté altas
cantidades de los tres compuestos, mientras que la miel de eucalipto, clasificada
como miel ambar extra claro, presentd los mas bajos. Como Schencke et al
(2016, pp. 385-395) lo mencionaron, estos compuestos son los responsables en
su mayoria del poder antioxidante y en tanto mayor sea la cantidad de estos

compuestos, mayor poder antioxidante tendra el producto.
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Tabla 14.

Compuestos bioactivos determinados en las mieles monoflorales de studio.

Tipo de miel monofloral/Valor

Compuestos bioactivos

Miel de aguacate Miel de eucalipto
Contenido total de fenoles 68.23 + 5.792 47.71 £ 1.71b
(mg GAE/100 de miel)
Contenido total de
flavonoides (mg CE/100 g 425+ 1.222 1.09 £ 0.24°
de miel)
Contenido total de
carotenoides (mg - 2.24 + 0.67° 1.60 £ 0.33°
caroteno/kg de miel)
Contenido total de
aminoacidos libres (mg 83.46 £ 43.412 14.07 £ 3.20°
LE/100 g de miel)
Contenido de prolina total
1039.94 + 53.312 140.82 £ 40.71°

(mg Prol/100 g de miel)

Nota: Los valores representados con letras son significativamente diferentes para P <0.05

Como se puede observar, los resultados para el contenido total de aminoacidos
libres y prolina (Tabla 14), evidenciaron que la mayor cantidad de estos
compuestos estan presentes en la miel de aguacate vs. la miel de eucalipto. De
acuerdo a Alvarez-Suéarez (2017a, pp. pp. 52-53) y da Silva et al (2016, pp. 309-
323) existen tres posibles fuentes de aminoacidos en la miel: el polen (origen
floral), néctar y las abejas mismas. Por tanto, en este caso la principal causa de
la presencia de aminoacidos en las mieles podria ser el polen y néctar
proveniente de ambos tipos florales. De tal forma, esto puede explicar en gran
parte las diferencias entre los valores encontrados en ambos tipos de mieles
monoflorales. Asimismo, como Ulloa et al (2010, pp.11-18) ya lo dijeron, a pesar
de que los aminoacidos libres presentes en la miel no poseen un valor nutricional
significativo, su determinacién podria ser un parametro para la evaluacion de la
maduracion de la miel y de posibles adulteraciones con azucar. Dado que el
aminoacido que mas predomina en la miel es la prolina, su determinacion resulta
de mucho interés, en donde de igual manera la miel de aguacate fue la que

mayor cantidad de este aminoacido presentd (Tabla 14). Estudios previos han
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obtenido valores similares con respecto a estos parametros en relacién al origen
floral, en donde la miel de aguacate reporté el mayor contenido total de
aminodacidos libres y prolina total en comparacion con la miel de eucalipto
(Bentabol Manzanares et al., 2014, pp. 572-578; Flores et al., 2014, pp. 2177-
2191; Gomez et al., 2015, pp. 121-126).

5.3. Determinacién de Polifenoles por HPLC

Los distintos acidos fendlicos que poseen los dos tipos de mieles en estudio
fueron analizados e identificados por HPLC como se puede observar en las
Figuras 8 y 9 para miel de aguacate y eucalipto respectivamente. En la Tabla 15
se pueden diferenciar los picos, con su respectiva longitud de onda, que indican
la presencia de los acidos fendlicos encontrados en la miel de aguacate y miel
de eucalipto. Cabe mencionar que las condiciones de trabajo fueron adecuadas
ya que la linea base no presenté ruido y por ende se puede concluir que los
analitos estaban puros. Como se menciond anteriormente, los polifenoles son
los principales responsables de la capacidad antioxidante que posee la miel de
abeja. Como Pyrzynska y Biesaga (2009, pp.893-894) ya lo mencionaron, el
conocimiento de la composicién fendlica de la miel, viene a ser una forma muy
prometedora para el estudio del origen botanico y geografico de las mieles. De
tal manera, los resultados muestran la presencia de seis acidos fendlicos, que
también han sido previamente reportados en mieles monoflorales de Bangladesh
y otros lugares (Ciulu, Spano, Pilo, & Sanna, 2016; I. A. A. da Silva et al., 2013;
Jauregui et al, 2014; Moniruzzaman et al., 2014). Adicionalmente, se han
encontrado acidos fendlicos especificos para la miel de eucalipto tales como
acidos ferulico, acido cumarico, acido cafeico, quercetina, acido vanilico, acido
siringico (Ciulu et al., 2016; Pyrzynska & Biesaga, 2009) los cuales se han
identificado igualmente en el presente estudio. Por otro lado, para la miel de
aguacate no hay suficientes estudios que reporten acidos fendlicos, aun asi se
ha encontrado el acido cumarico (Marshall, 2013), el mismo que se ha reportado

en el presente estudio. Por consiguiente, como Ciulu et al(2016, p.10) ya lo
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dijeron, el perfil fendlico constituiria una herramienta muy importante para la

autenticacion y clasificacion de las mieles.
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Figura 8. Andlisis de la composicion de acidos fendlicos por HPLC de la miel de

aguacate. Los picos indican los distintos acidos fendlicos encontrados en este
tipo de miel.
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Figura 9. Andlisis de la composicion de acidos fendlicos por HPLC de la miel de

eucalipto. Los picos indican los distintos acidos fendlicos encontrados en este
tipo de miel.

Tabla 15.

Interpretacibon de los numeros sefialados en los cromatogramas
correspondientes a los picos de los acidos fendlicos encontrados en las mieles
de estudio.

Pico Uv (nm) Compuesto
1 255 Floroglucinol
2 260, 294 Acido vanilico

3 298,324 Acido cafeico
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4 274 Acido Siringico
5 232,310 Acido p-cumarico
6 296,322 Acido fertlico

5.4. Determinacion de la capacidad antioxidante total

Se conoce que los compuestos fendlicos son los principales responsables de la
actividad antioxidante de la miel, ya que estos compuestos han presentado
efectos preventivos contra una variedad de enfermedades como cancer,
desodrdenes inflamatorios o cardiovasculares y envejecimiento, entre otras
(Alvarez-Suarez, 2017a, pp.83-84; Schencke et al, 2016, pp.385-386).
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Aguacate Eucalipto
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Figura 10. Capacidad antioxidante total; DPPH (umol Trolox/ 100 g de miel) y
FRAP) (umol de trolox / 100 g de miel).

Nota: Las barras de error se refieren a la variabilidad bioldgica representada como desviacion
estandar, en donde * p<0,005 significativamente diferente entre ambos tipos de mieles y **

p<0,001 altamente signficativo entre ambos tipos de mieles.
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En la Figura 10, se puede observar la capacidad antioxidante que poseen la miel
de aguacate y miel de eucalipto. Para determinar la actividad antioxidante de
estos productos se realiz6 dos ensayos: capacidad reductora del hierro (Fe)
(FRAP) y capacidad de captar radicales libres DPPH*. Se tomé en cuenta una
solucion de miel artificial con el fin de evaluar la contribucion que puedan tener
los principales azucares presentes en la miel en la capacidad antioxidante y
posteriormente en la capacidad antimicrobiana. La miel artificial mostré una baja
actividad de proteccion y/o actividad antioxidante lo que sugirioé que los azucares
que predominan en la miel no contribuyen de forma significativa en la actividad
bioldgica de las mieles, lo cual es consistente con lo previamente reportado por
Gorjanovic et al (2013, pp.15-17).

Por otro lado, ambas mieles lograron reducir Fe3* a Fe?* y atrapar el radical
DPPH. Aun asi, la miel de aguacate presento diferencias significativas en cuanto
al poder antioxidante (p<0,05) en comparacion con la miel de eucalipto. Esto es
posible corroborar con estudios previos, en donde se ha demostrado que las
mieles oscuras son las que mayor actividad antioxidante poseen, en
comparacion con mieles claras (Alvarez-Suarez, 2017a; Maurya et al, 2014;
Oryan et al., 2016; Schencke et al, 2016). Valores similares se encontraron en
mieles de aguacate analizadas por Rodriguez-Carpenat et al (2011) y mieles de
eucalipto por Ciappini et al (2013). Asimismo, estos resultados se correlacionan
con el contenido polifendlico previamente expuesto, en donde la miel de
aguacate presentd mayor contenido polifendlico y por ende mayor poder
antioxidante. Adicionalmente, como Oryan et al (2016, pp.106-107) ya lo
mencionaron, el origen botanico tiene un papel muy importante en la actividad
antioxidante, en donde las proteinas y azucares que contenga la miel pueden
dar lugar a melanoidinas de alto peso molecular que son uno de los principales

responsables de la capacidad de captacion de radicales.
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5.5. Capacidad de proteccion de la miel contra la peroxidacion lipidica

Las mieles de estudio también fueron capaces de proteger a membranas de
gldbulos rojos contra la peroxidacion lipidica (Figura 11). Como se menciond
anteriormente, la miel artificial no contribuyd de forma significativa a la actividad
biolégica de la miel. La miel de aguacate (IC50 de 6.77 mg/mL) mostré una
mayor capacidad para proteger las membranas de globulos rojos contra la
peroxidacion lipidica en comparacion con la miel de eucalipto (IC50 de 16.13
mg/mL). Estos resultados son consistentes con investigaciones previas en donde
se demuestra el efecto protector de la miel frente a la peroxidacion de lipidos
(Alvarez-Suarez et al., 2012b; Jubri, Rahim, & Aan, 2013; McKibben & Engeseth,
2002), en donde segun Alvarez-Suarez et al (2012b, p.1508), la miel por medio
de los compuestos bioactivos, sobretodo polifendlicos, contribuye a la
estabilizacion de las paredes de la membrana celular, logrando reducir la
peroxidacion lipidica y con ello también la captura de los radicales libres

presentes.

Adicionalmente, se ha demostrado que las mieles oscuras son las que mayor
proteccién brindan a las membranas por las razones previamente expuestas
(Alvarez-Suarez, Giampieri, Damiani, et al., 2012a; Alvarez-Suarez, Giampieri,
Gonzalez-Paramas, et al., 2012b). Por consiguiente, se evidencia que existe una
correlacion entre el contenido polifendlico (flavonoides, caroteoides, etc.) vs
capacidad antioxidante vs color y por ende también con el origen floral de las
mieles (Vallianou, 2014; Oryan et al., 2016).
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Figura 11. Efecto protector de la miel frente a la peroxidacion lipidica-TBARS -
IC50 (mg/mL).

Nota: Las barras de error se refieren a la variabilidad biolégica representada como desviacion
estandar, en donde ** p<0,001 significativamente diferente con respecto a la miel artificial y #

p<0,005 signficativamente diferente entre ambos tipos de mieles.

5.6. Capacidad antimicrobiana de la miel

Se realiz6 un estudio in vitro de la capacidad de la miel para inhibir biopelicula
preformadas y de inhibir la formacién de las mismas usando dos cepas
bacterianas: una gram-positiva (Staphylococcus aureus CAMP) y una gram-
negativa (Klebsiella pneumoniae KPC 609803) (Figura 12 y 13) teniendo como
referencia a la miel artificial por lo previamente expuesto. Dado que muchas
biopeliculas bacterianas se establecen en heridas abiertas y crénicas y al
presentar una organizacion estructural que les confiere resistencia a los
mecanismos de defensa del huésped e incluso a ciertos antiobiéticos (Nazar,
2009, pp.61-72), resulta de mucha prioridad su estudio. Los resultados obtenidos
demostraron la efectividad de ambas mieles, siendo la miel de aguacate la que
mayor inhibicion presenté en ambos casos con repecto a la miel de eucalipto.

Aun asi, se observé que la miel fue mas efectiva inhibiendo la formacion de la
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biopelicula que inhibiendo la biopelicula preformada con las cepas bacterianas
de prueba. La miel de aguacate y la miel de eucalipto fueron mucho mas
eficientes en la inhibicion empleando una concentracion del 20 % p/v (Figura 12
y 13). Estos resultados pueden ser corroborados por estudios realizados por Lu
et al(2014), Nassar et al(2012), Maddocks et al(2012) y Alandejani et al (2009),
los cuales confirman el efecto de la miel contra las biopeliculas. Como Alvarez-
Suarez (2017, pp.86-88) ya lo menciond, el poder antibiopelicula/ antibacteriano
puede variar segun el origen floral, condiciones de almacenamiento o especies
de abejas. La actividad antimicrobiana de la miel se debe a varios mecanismos
como la presencia de peroxido de hidrégeno como producto de la accién de la
enzima glucosa oxidasa en la glucosa; ciertas propiedades fisico-quimicas como
el bajo pH y acidez que posee la miel o el alto contenido en azucares provocando
un efecto osmdético; y también se incluyen ciertos componentes como los
polifenoles que también tienen un efecto antimicrobiano (Cortés et al., 2011,
pp.303-317; Ulloa et al., 2010, pp.11-18). Por tanto, estos resultados sugieren
una alternativa efectiva para el tratamiento de infecciones en donde se producen
biopelicula e incluso combatir la conocida “resistencia bacteriana” ocasionada

muchas veces por las formaciones de biopelicula.
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Figura 12. Porcentaje de inhibicién de biopelicula preformada.

Nota: Las barras de error se refieren a la variabilidad bioldgica representada como desviacion
estandar. * p<0,005, # p<0,005 significativamente diferente de la miel artificial y ** p<0,001, #

p<0,001 altamente signficativo en comparacion con la miel artificial.
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estandar. * p<0,005, # p<0,005 significativamente diferente de la miel artificial y ** p<0,001, #
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Figura 14. Contenido de Perdxido de hidrogeno en las mieles de aguacate y
eucalipto.

Nota: Las barras de error se refieren a la variabilidad bioldgica representada como desviacion
estandar, en donde * p<0,005 significativamente diferente entre ambos tipos de mieles y **
p<0,001 altamente signficativo entre ambos tipos de mieles.
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Los resultados obtenidos (Figura 14) mostraron que la miel de aguacate presenté
un alto contenido de H202 en comparacion con la miel de eucalipto. No obstante,
la miel de eucalipto obtuvo un valor dentro del rango en reportes previos de
mieles monoflorales de China (Lietal., 2017). Como ya se menciono el peréxido
de hidrégeno viene a ser uno de los compuestos mas influyentes en la capacidad
antimicrobiana de la miel. El contenido de perdéxido de hidrogeno en miel
depende de algunos factores que pueden estar involucrados en la produccién o
neutralizacién del mismo, como aquellos que puedan afectar a la enzima que lo
produce (origen floral, temperatura y salud de las abejas), la catalasa derivada
del polen que en efecto puede hidrolizar este compuesto en oxigeno y agua y la
auto-oxidacién de los polifenoles que pueden inactivar el H202 en la miel (Li et
al., 2017, pp. 225-231; Oryan et al., 2016, p.102). De esta forma, estos
resultados pueden estar influenciados por los distintos factores anteriormente
mencionados sobretodo el origen floral, lo cual explicaria las diferencias entre

ambos tipos de mieles.

Por otro lado, segun Oryan et al(2016, pp.99-102) la presencia de acido
ascorbico en la miel puede promover la actividad antibacteriana del peroxido de
hidrégeno, lo cual puede ser un factor que esté relacionado con la alta actividad
antibiofilm que presento la miel de aguacate al poseer una mayor cantidad de
H20:2.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
6.1. Conclusiones

El presente estudio permitié afirmar que existe una estrecha relacion entre el
origen floral vs. color vs. composicidn vs. capacidad antioxidante vs. capacidad
antimicrobiana de la miel de abeja, donde las mieles mas oscuras son las que
reflejan mayor contenido de compuestos bioactivos y por ende mayor actividad
biolégica. Por otra parte, se pudo verificar que las mieles monoflorales
producidas en el Ecuador cumplen con los paramentros de calidad establecidos

por la Comision Internacional de Miel de Abeja (IHC).

Las propiedades antimicrobianas que posee la miel resultan ser superiores y mas
efectivas que la mayoria de los antimicrobianos comunes. La miel es capaz de
reducir la formacion de biopelicula e incluso matar células bacterianas adheridas
en la matriz. Estas observaciones pueden tener una gran importancia en
implicaciones clinicas pues podrian llevar a un nuevo enfoque en el tratamiento

de biopeliculas relacionadas con infecciones.

6.2. Recomendaciones

Puede realizarse un estudio mas amplio de otros tipos de mieles monoflorales
de Ecuador asi como su respectivo analisis de composiciéon quimica y poder
antioxidante, tomando en cuenta la regidén geografica. Por otro lado, es posible
realizar estudios complementarios para la determinacion de acido ascorbico con
el fin de analizar su influencia en el peroxido de hidrogeno /actividad
antimicrobiana. Asimismo, se pueden realizar pruebas in vitro de las mieles de
estudio en células dérmicas humanas frente a la oxidacion inducida por algun

oxidante como AAPH, para verificar su efecto antioxidante.

Es importante que en cada ensayo se lleve a cabo bajo las mismas condiciones

con su respectiva curva de calibracion al mismo tiempo de su ejecucion.
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