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Resumen

Se determind la actividad antioxidante total de mieles producidas en el Municipio
Mara del estado Zulia empleando el método de decoloracién del catién radical
2,2’-azino-bis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid (ABTS ¢ +). El contenido de po-
lifenoles fue determinado con el reactivo de Folin Ciocalteu. Los valores obtenidos
para la caracterizacidon quimica de la miel de abejas producida en el Centro Socialis-
ta de Investigacion y Desarrollo Fruticola (CESID-Fruticola y Apicola) de CORPOZU-
LIA, se encontraron dentro del intervalo permisible por las normativas nacionales
e internacionales y lo reportado en investigaciones previas. El contenido de com-
puestos fendlicos y actividad antioxidante en la miel disminuyd significativamente
(p<0,05), en las mieles de la cosecha 1 con respecto a la cosecha 2. La correlacién
entre la actividad antioxidante y el contenido de polifenoles totales fue de 0,93618.
A partir de los resultados del presente estudio, se puede establecer que la miel es
fuente de compuestos antioxidantes aportados principalmente por los compuestos
fendlicos presentes en la misma.
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Antioxidant activity of honey produced in the municipality
Mara of Zulia state.

Abstract

The total antioxidant activity of honey produced in the Municipality Mara of Zu-
lia state was determined by the method radical cation decolourisation 2,2’-azi-
no-bis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid (ABTS**).The polyphenol content
was determined with Folin Ciocalteu reagent. The values obtained for the chemi-
cal characterization of honey produced in the Centro Socialista de Investigacién y
Desarrollo Fruticola (CESID-Fruticola y Apicola) of CORPOZULIA, were within the
permissible range by national and international regulations and the reported in
previous research. The antioxidant activity and polyphenol content in the analyzed
honeys, decreased significantly (p <0.05), in the honeys of harvest 1with respect to
harvest 2. The correlations coefficients observed between the antioxidant activity
and total polyphenol content was 0.93618. From the results of this study, it can be
established that the honey is a source of antioxidant compounds which are mainly
provided by the phenolic compounds present in it.

Keywords: Honey, antioxidant capacity, ABTS ¢+, Folin Ciocalteu.

Introduccion

La miel es la sustancia dulce elaborada a partir del néctar de las flores (secrecio-
nes o excreciones de insectos succionadores de plantas) como principal producto
natural producido por las abejas (Apis mellifera) (San José-Rodriguez y San José
de Ledn 2015). Posee sabor dulce, atractivo color, vitaminas, sales minerales y en-
zimas, es un alimento altamente energizante que actia como fuente de nutricién
directa de la sangre, el corazdn, los muisculos y el cerebro, considerandosele un
alimento funcional. Con la ventaja de ser una buena fuente de compuestos antioxi-
dantes (Cauich et al. 2015; Gasic et al. 2015; Visweswara et al. 2016).

Un alimento funcional es aquel que contiene componentes bioldgicamente ac-
tivos que ejercen efectos beneficiosos en una o varias funciones del organismo y
se traducen en una mejora de la salud o una disminucién del riesgo de sufrir enfer-
medades (Fuentes-Berrio et al. 2015). Proporcionan beneficios para la salud mas
alld de la nutricién bdsica mediante diferentes estrategias: maximizar la presencia
de un compuesto funcional en el alimento; incorporacién externa de un compo-
nente bioactivo; incremento de la biodisponibilidad del compuesto de interés, en-
tre otros (Cdmpora 2016).

Los radicales libres causan dafio oxidativo a lipidos, proteinas y acidos nuclei-
cos, pudiendo llevar las especies activas de oxigeno, como O,, OH, o radical lipidico
peroxilo (LOO") a complicaciones bioldgicas que incluyen carcinogénesis, mutagé-
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nesis, envejecimiento, y aterosclerosis. Estos radicales libres son generalmente in-
hibidos por las diversas formas de antioxidantes (Li et al. 2014).

Un antioxidante es cualquier sustancia, que cuando estd presente en concen-
traciones bajas (en comparacién a las de un sustrato oxidable), retrasa o impide
la oxidacién de ese sustrato, incluyendo todos los tipos de moléculas (Nooh y
Nour-Eldien 2016). Los fenoles, eliminan muy eficientemente radicales peroxilo,
debido a sus estructuras moleculares que incluyen anillo aromatico con grupos
hidroxilo que contienen hidrégenos mdviles. Por otra parte, la accion de los com-
puestos fendlicos se puede relacionar con su actividad para reducir el quelato de
ion férrico que catalizan la peroxidacién de lipidos (Li et al. 2014).

Dentro de los antioxidantes que presenta la miel se incluyen sustancias enzi-
maticas: catalasa, glucosa oxidasa, peroxidasa y no enzimdticas: dcido ascérbico,
a-tocoferol, carotenoides, aminodacidos, proteinas, acidos organicos, productos de
reaccién de Maillard y mds de 150 compuestos polifendlicos, incluyendo los flavo-
noides, los flavonoles, dcidos fendlicos, catequinas, y derivados de 4cido cinamico
(Buratti et al. 2007; Gheldof et al. 2002; Lachman et al. 2010).

Como efectos beneficiosos de la miel se incluyen la inhibicién de la oxidacién
de lipoproteinas, estimulacion de la liberacidn del factor de necrosis tumoral-alfa,
inhibicién de la proliferacién celular, e induccién de la apoptosis. A diferencia de la
quimioterapia convencional la miel se puede usar continuamente, al no conducir
al desarrollo de bacterias resistentes a los antibidticos. Igualmente se emplea en el
tratamiento de enfermedades respiratorias (Peng et al. 2014).

La miel, como fuente de antioxidantes, ha demostrado ser eficaz contra reac-
ciones de oxidacién de deterioro en los alimentos causados por la luz, el calory
algunos metales, como es el caso del pardeamiento enzimdtico de las frutas y hor-
talizas, la oxidacién de lipidos en la carne, e inhibir el crecimiento de patégenos y
organismos indeseables alimentos (Kus et al. 2014; Habib et al. 2014).

El estado Zulia es una zona geografica en la que se produce miel de una alta
calidad fundamentada en una flora en la que se tiene alta presencia de especies
poliniferas y meliferas de las familias Leguminosae, Rutaceae, Anacardiaceae y
Myrtaceae que incluyen Acacias, Citrus, Mango, Merey y Eucaliptus, A pesar de la
difusién de la miel en la regidn zuliana, existe poca informacién sobre su composi-
cién quimica. Diversos estudios, han evidenciado que la composicién fisicoquimi-
ca y organoléptica de la miel, asi como sus propiedades dependen de las fuentes
vegetales utilizadas por las abejas de las cuales se deriva, condiciones climaticas
y edafoldgicas de la regidn, el manejo de extraccidn y almacenamiento (Missio et
al. 2016).

La presente investigacion tiene por objeto evaluar la actividad antioxidante to-
taly el contenido de polifenoles totales de mieles producidas en el Centro Socialis-
ta de Investigacién y Desarrollo Fruticola (CESID-Fruticola y Apicola) de CORPOZU-
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LIA, estado Zulia, en diferentes temporadas de cosecha. Asi mismo, se determino
la composicién quimica (acidez, pH, humedad, proteinas) de estos productos.

Materiales y Métodos

Origen y obtencion de las mieles.

Las muestras de miel de abeja provenientes del Centro Socialista de Investiga-
cion y Desarrollo Fruticola (CESID-Fruticola y Apicola) de CORPOZULIA, ubicado en
el municipio Mara del estado Zulia, correspondian a la tltima cosecha del 2013 (Co-
secha 1) y la primera cosecha del 2014 (Cosecha 2). Se muestrearon diez panales
para cada cosecha para un total (por cosecha) de 20 kg de miel aproximadamente
(pesando cada panal 2 kilos aproximadamente).

La muestra de miel para la evaluacién del contenido de compuestos fendlicos y
actividad antioxidante, asi como los parametros fisicoquimicos estuvo constituida
por un total de veinte frascos dmbar de 120 mL: diez frascos (cosecha 1), y diez
frascos (cosecha 2). Al tener la muestra de los diez frascos de cada cosecha una
consistencia adecuada se hizo un pool y se separd en frascos ambar por lotes (lote
1, lote 2, y lote 3). Se evaluaron los parametros fisicoquimicos: humedad, acidez
total (g acido citrico/ L), acidez idnica, proteinas.

Caracterizacién fisicoquimica de la miel.

Para medir el pH se usd un potencidmetro marca Orion Instrument® modelo
420A0210N—COVENIN 1315 (COVENIN 1979); acidez total—COVENIN 2136 (COVE-
NIN 1984); para determinar la humedad se utilizé un refractémetro (Atago Hand
- Held) a temperatura constante de 20°C —COVENIN 2136 (COVENIN 1984); protei-
nas—COVENIN 1195 (COVENIN 1980).

Determinacién del contenido de polifenoles.

Se aplicd el método de Singleton et al. 1999, utilizando el reactivo Folin-Ciocal-
teu (Sigma) y se reporté como mg equivalentes de 4cido galico (99% pureza, Rie-
del de Haén, Alemania) (GAE)/100 g miel. Se midid la absorbancia a 765 nm en un
espectrofotémetro CaryUV-50 VARIAN (Mulgrave, Victoria, Australia). En cuanto
ala dilucién de la miel se pesaron exactamente (0,10+0,01) g de miel y se diluyeron
en un volumen final de 1 mL con etanol al 20% v/v.

Determinacion de la actividad antioxidante.

Se empled la metodologia descrita por Vit et al. 2008. Mezclando en una pro-
porcién de 1:1 una solucién de 7umoles de ABTS (Sigma, St. Louis, Mi, USA) y una
solucion de 4,9 pmoles de persulfato de amonio (IQE, Industrias Quimicas Erba).
Esta mezcla se dejd en reposo tapada con papel de aluminio durante un tiempo
minimo de 16 horas antes de comenzar las determinaciones.
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La solucién de ABTS se diluyé hasta alcanzar una absorbancia comprendida
entre 0,6 y 0,7 a 750nm (Abs cromdforo radical, t omin), mezclando aproxima-
damente 4opL de la solucién de ABTS y 960 pL de etanol (grado HPLC, Merck,
Darmstadt, Germany) al 20 % (v/v). Luego a esta dilucién se le agregaron 10 pL de
la solucién de miel 10% (p/v) (Re et al. 1999), se agitd rdpidamente y se midi6 el
cambio de la absorbancia a los 5 min de reaccién (Abs. Cromdéforo radical + antioxi-
dante, t smin). La curva de calibracién se preparé para las concentraciones de 0,1,
0,25, 0,5, 1Yy 2, umoles/ L con Trolox (Calbiochem, Dinamarca).

La actividad antioxidante total (TAC) de la muestra se determind de acuerdo
a la ecuacién: TAC: (AbsCroméforo radical) t - (Abs. Croméforo radical + an-
tioxidante) t

omin

5min.
Analisis estadistico de los resultados.

Se analizd la existencia de diferencias significativas de los parametros estudia-
dos empleando la prueba t-student. Se realizd un estudio de correlacidon de Pear-
son entre el contenido de polifenoles analizados y la actividad antioxidante de la
miel, para esto se empled programa estadistico SAS versién 9.1.3. El modelo esta-
distico empleado fue totalmente aleatorio con un disefio de mediciones repetidas.

Resultados
Caracterizaciéon quimica de la miel

La Tabla 1 muestra los resultados de la caracterizacion quimica de las mieles. Se
detectaron diferencias significativas en los parametros fisicoquimicos excepto en

la humedad.

Tabla 1. Caracterizacidon quimica de la miel proveniente de la cosecha 1'y cosecha 2'.

Variable Cosecha1+DE Cosecha2+DE
Ph (unidades de pH) 3,39a 0,01 3,48b + 0,01
Acidez (meg/100g) 3,47a+ 0,13 4,28b £ 0,15
Humedad (% m/m) 19,20a * 0,44 19,11a £ 0,52
Proteinas (g proteinas/ 100g miel) 0,55a * 0,01 0,47b * 0,01

DE: Desviacion Estandar. 1 Los resultados son promedio de 9 mediciones. Valores pro-
medios con letras distintas son significativamente diferentes, prueba de t (p<0,05).




Boletin del Centro de Investigaciones Bioldgicas
Vol. 52. N° 2, Mayo - Agosto 2018, Pp. 124-136 129

Evaluacion del contenido de polifenoles y actividad antioxidante
de la miel.

Los resultados obtenidos para la evaluacién del contenido de polifenoles to-
tales y actividad antioxidante de las mieles, de la cosecha 1y 2, se muestran en la
tabla 2; observando que existen diferencias significativas (p<0,05) entre las mieles
de ambas cosechas.

Tabla 2. Contenido de polifenoles totales y actividad antioxidante total de la
miel proveniente de la cosecha 1'y cosecha 2'.

Variable Cosecha1+DE  Cosecha2*DE
Polifenoles 645.8 + 1 598.46° * 0
(mg GAE/100g) 45,0° +1,95 96,46” £ 0,43
Actividad Antioxidante

a b
(meIES TI'O[OX/1OO g) 402,297 £ 5,51 129,507 = 4,52

DE: Desviacion Estandar. 'Los resultados son promedio de 9 mediciones. Valores pro-
medios con letras distintas son significativamente diferentes, prueba de t (p<0,05).

Correlacién entre el contenido de polifenoles y la actividad
antioxidante.

Los resultados del estudio de correlacién de Pearson entre el contenido de po-
lifenoles y la actividad antioxidante se muestran en la Tabla 3. Los resultados del

andlisis estadistico indicaron que existe una correlacién significativa (p<0,001) en-
tre las variables.

Tabla 3. Correlacidn entre el contenido de polifenoles y la actividad antioxidante.

Contenido de polifenoles totales (mg
GAE/100g)

Actividad antioxidante expresada en milimoles

TROLOX/ 100 g 0,93618

Numero de muestras evaluadas: 18 repeticiones, 9 para cada cosecha. (p<0,001).
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Discusion
Caracterizacién quimica de la miel

Los valores de pH en las mieles de ambas cosechas (Tabla 1), son ligeramente
inferiores a los limites establecidos (entre 3,6 y 4,2) por la norma venezolana CO-
VENIN 2136 (COVENIN 1984) y lo reportado por Corbella et al. 2006, para mieles
brasilefias (entre 3,56 y 3,82). Esta variacion se puede deber, a que no todas las
mieles poseen los mismos acidos al depender este pardmetro de la naturaleza del
néctar y/o mielato que la abeja toma para elaborar la miel (Piccirillo et al. 1998). Las
diferencias entre los valores de pH de las mieles de ambas cosechas y lo reportado
en investigaciones previas, estan igualmente relacionadas con factores agroclima-
ticos caracteristicos de las regiones de donde proviene la miel, y las condiciones
de extraccién y almacenamiento, que afectan la textura, estabilidad y vida util del
producto (Gomes et al. 2010).

La acidez de la miel se debe a la presencia de acidos organicos, principalmente
acido glucdnico, en equilibrio con sus correspondientes lactonas o ésteres inter-
nos, y alos iones inorganicos, tales como fosfato, sulfato, entre otros (Terrab et al.
2004). Los valores de acidez total en las mieles de ambas cosechas (Tabla 1), se en-
cuentra dentro del rango de 2,44-5.30 meq/100g propuesto por Ojeda et al. 2004,
para mieles venezolanas. Lo cual, es indicativo de la ausencia de fermentacién en
las mieles estudiadas, al revelar la acidez total, la posible produccidn de alcohol y
de 4cido por la fermentacién bacteriana (Ojeda et al. 2004).

Otros factores que afectan la acidez de la miel son las temporadas de cosecha
y los tipos florales (Terrab et al. 2004; Habib et al. 2014). El que el valor de la acidez
de las mieles de la cosecha 2 sea mayor al de la cosecha 1, es el resultado de las
condiciones climéticas influenciadas por las estaciones del afio. Las bajas tempe-
raturas y alta precipitacion pluvial aumenta la acidez de la miel, debido a que estas
condiciones climdticas y geogréficas afectan la flora existente y por ende el tipo de
néctar utilizado por la abeja para su conversién en miel (Ouchemoukh et al. 2007).

La humedad varia dependiendo del tipo de miel; comprendiendo en promedio
17-18% de la misma. Tanto las mieles de la cosecha 1 como las de la cosecha 2, pre-
sentaron un contenido de humedad (Tabla 1) cercano al 20%. En las zonas tropica-
les, la humedad en la miel puede ser alta; debido a que las abejas tienen dificultad
en evaporar el agua frente a la alta humedad relativa en el aire, lo que puede de-
pender del periodo de cosecha en la que fue extraida, pudiendo variar de estacion
a estacién y de afio en afo (Habib et al. 2014).

El contenido de humedad de este estudio se encuentra dentro del rango de
10,09% a 20,73% indicado por Serem y Beste (2012), para muestras de mieles de
Africa meridional, y lo establecido por Ojeda et al. 2004, quienes reportaron un
rango de valores de 17,80 a 19,64 % para mieles del estado Zulia. Siendo el con-
tenido de humedad un factor que contribuye a la estabilidad de la miel contra la
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fermentacién y granulacién, un mayor contenido de humedad puede conducir a
la fermentacién indeseable de la miel durante el almacenamiento causado por la
accion de las levaduras osmotolerantes resultantes en la formacién de alcohol eti-
licoy diéxido de carbono; el alcohol puede oxidarse hasta acido acético y agua que
resulta en un sabor agrio (Missio et al. 2016).

El contenido de proteinas en la miel es dependiente del tipo de flora, ya que
es variable. Pudiéndose atribuir a la presencia de enzimas introducidas por las
mismas abejas, y otros derivados a partir del néctar (Escuredo et al. 2013). El por-
centaje de proteinas determinado en las mieles de ambas cosechas (Tabla 1), fue
inferior al rango establecido por Rodriguez (2000), quien reporté valores para el
contenido de proteinas de mieles del Estado Zulia entre 0,60 y 0,80 mg/100 g. Por
su parte, el valor obtenido en este estudio para la miel proveniente de la cosecha
2 se encuentra en el rango indicado por El-Sherbiny y Rizk (1979), quienes sefialan
rangos para mieles de Egipto entre 0,04 y 0,48 mg/100 g. Esta diversidad de va-
lores reportados en varios paises, permiten apreciar la utilidad del contenido de
proteinas en las mieles, ya que es tan particular que lo hace un factor decisivo para
la determinacién de fraudes de este producto en el mercado nacional.

Evaluacién del contenido de polifenoles y actividad antioxidante.
de la miel.

Las mieles de la cosecha 1y la cosecha 2, presentaron un contenido de com-
puestos fendlicos (Tabla 2) superiores al rango de 47,39 a 265,49 mg GAE/ 100 g
miel reportado por Vit et al. 2008, y el valor de 86,67 mg GAE/ 100 mostrado por
Gheldof et al. 2002. Constatandose, que existe variabilidad en la composicién fend-
lica de las mieles producidas en diferentes paises (Sarmento et al. 2013).

Las abejas visitan una gran diversidad de especies vegetales, es de esperar que
muchas propiedades de la miel presenten alta variabilidad, pudiendo variar su
composicion por el origen geografico, la composicion del suelo, la especie floral
(ya que provienen del néctar de las flores, el polen y el propdleo), asi como, las
especies de las abejas productoras de miel (Visweswara et al. 2016).

Las diferencias entre el contenido de compuestos fendlicos en las mieles
de cada una de las cosechas (cosecha 1>cosecha 2), se deben a que el conteni-
do de polifenoles se afecta por las condiciones climaticas de la regién de reco-
leccién, ya que las condiciones meteoroldgicas en gran medida influenciadas por
las estaciones del afio condicionan la cantidad y variedad de flores de una regién
(Gasi¢ et al. 2014).

Las propiedades antioxidantes de la miel estdn relacionadas con el contenido de
humedad, que puede determinar el grado de acumulacién de compuestos antioxi-
dantes solubles en agua. Los valores obtenidos para la actividad antioxidante en
este estudio, se encuentran dentro de la clasificacién de las mieles de acuerdo a su
actividad antioxidante establecida por Vit et al. 2008, donde se especifica que exis-
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ten mieles pro-oxidantes con actividad antioxidante < 1 umolesTrolox/ 100g miel,
mieles con actividad antioxidante moderadamente baja de 101-150 pumolesTrolox/
100g miel (mieles de la cosecha 2), hasta mieles con actividad antioxidante muy
alta > 30oumoles Trolox/ 100 g miel (mieles de la cosecha 1).

En el estudio de mieles argentinas y uruguayas de Vit et al. 2009, la actividad an-
tioxidante fue estadisticamente mayor en las mieles argentinas (con un rango de
62,65-323,10 umoles Trolox/ 100g miel) que en las mieles paraguayas (57,81-180,35
umoles Trolox/ 100g miel), por su parte, Alvarez-Suarez et al. 2010 reportaron un
rango de 103,00- 294,00 umoles Trolox/ 100g para mieles cubanas y valores de
34,00-203,00 umoles Trolox/ 100g para mieles venezolanas. Estando los valores de
la segunda cosecha del presente estudio, dentro de los rangos descritos para la ac-
tividad antioxidante de las mieles de ambos grupos de investigacion, sin embargo,
los de la primera cosecha se encuentran por encima de lo reportado.

Las condiciones bajo las cuales se realiza la evaluacidn de las muestras, tales
como: medio de generacién del radical ABTS ¢ +, el tiempo de medicidn y la dilucién
de la muestra también pueden causar variaciones en el valor de la actividad an-
tioxidante reportada por diferentes autores, lo que limita la interpretacién y com-
parabilidad de la data. Asi mismo, no existe un método estandar o Unico para cuan-
tificar la actividad antioxidante lo que limita la comparabilidad entre métodos.

En cuanto a la composicién de la materia prima, dependiendo del tipo de flor
visitada la actividad antioxidante de una miel floral puede variar en un factor de
20. Vit et al. (2008), reportaron valores promedios de actividad antioxidante con
un amplio rango de variacién dentro de cada grupo de miel en particular: floral
(60,12-287,55), de mielada (53,71-280,04), y mixta (43,55-290,35) umolesTrolox/100
g miel.

Correlacion del contenido de polifenoles con la actividad antioxidante.

En los ultimos afios, se han descrito una serie creciente de compuestos que de-
muestran el caracter emergente del potencial antioxidante de la miel; entre éstos,
los compuestos fendlicos que también contribuyen a exaltar calidades sensoria-
les tales como su amargor. El aumento en el contenido de polifenoles supone un
aumento del nimero de hidrégenos disponibles en estas moléculas para actuar
como antioxidante. Por lo cual, como lo especifican Almeida et al. 2013, la actividad
antioxidante puede aumentarse mediante la interaccién sinérgica entre los com-
puestos que tienen la actividad de eliminar los radicales libres, tales como com-
puestos fendlicos.

Kus et al. 2014, evaluaron el contenido fendlico total, actividad antioxidante, y
caracteristicas de color de seis mieles monoflorales polacas para varios lotes de un
mismo tipo de miel. Observando que el contenido fendlico total se correlaciond
con los pardmetros de color, y la actividad antioxidante. En el caso del presente
estudio de correlacidn, se muestra al igual que lo reportado por Serem y Beste
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2012 (r=0,87); Bertoncelj et al. 2007 (r= 0,96); y Lachman et al. 2010 (r=0,85) que la
actividad antioxidante es directamente proporcional a su contenido de polifeno-
les, existiendo una fuerte correlacidn entre la actividad antioxidante y el contenido
fendlico (muestras que exhiben contenidos fendlicos totales mds altos también
evidenciaron respuestas antioxidantes mas altas) (Peng et al. 2014).

En tal sentido, los resultados indican que los polifenoles totales (mg GAE/ L)
se correlacionan con la actividad antioxidante, lo que evidencia que la fuente de
antioxidantes en la miel esta constituida principalmente por estos compuestos.

Conclusiones

La caracterizaciéon quimica de las mieles investigadas se encuentra en el ran-
go establecido por normativa nacional e internacional, y comparable a los valo-
res reportados en investigaciones previas. La alta actividad antioxidante exhibida
por estos productos esta correlacionada con el contenido de polifenoles, lo que
sugiere que las mieles estudiadas son excelentes fuentes de antioxidantes que
presentan multiples propiedades bioldgicas que pudieran actuar como captadores
de radicales libre que eviten la oxidacién de lipoproteinas de baja densidad (LDL)
relacionadas con enfermedades coronarias, entre otros efectos como antiinflama-
torio y antienvejecimiento.
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