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RESUMEN

La miel es uno de los productos mas
comercializados y falsificados, por lo que es
importante establecer estdndares de calidad y
autenticidad. En el presente estudio se evalud la
calidad nutracéutica y autenticidad de la miel con
base a parametros bioquimicos (polifenoles,
flavonoides y proteinas) y capacidad antioxidante.
Se seleccionaron 8 mieles comercializadas en el
Mercado Periférico de Meérida (Venezuela)
(muestras C), asi como 8 muestras auténticas (A) y
una miel artificial (AR). A todas las muestras se les
midio la concentracién de proteinas, polifenoles y
flavonoides; y se determiné la capacidad
antioxidante de las mieles empleando los métodos
capacidad antioxidante total (CAT), % de
inhibicion del radical hidroxilo (RH) y actividad
antioxidante (AOA). Se encontrd una importante
correlacion entre la concentracion de fenoles y
flavonoides y la capacidad antioxidante para cada
uno de los métodos usados. Se elabord un
dendograma utilizando el método cldster, lo que
permitié agrupar a las mieles por propiedades
comunes. El andlisis de cluster permitié determinar

gue la concentracion de flavonoides y polifenoles,
asi como la capacidad antioxidante determinada a
través de los métodos CAT y AOA son parametros
Gtiles para determinar la calidad nutracéutica y
autenticidad de las muestras de miel. No son Utiles
en este sentido la concentracion de proteinas y la
actividad antioxidante medida por el método de
inhibicion del radical hidroxilo. En resumen, estos
parametros podrian ser incluidos en los estandares
de calidad de las muestras de miel, valorizando este
tipo de productos como alimentos nutracéuticos.
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ABSTRACT

Honey is considered one of the most
commercialized products, therefore it’s important
an authentic product with high quality
characteristics. The objective of this study was to
assess the nutraceutical quality and authenticity of
honey based on biochemical parameters
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(polyphenols, flavonoids and proteins) and
antioxidant capacity. Eight honeys marketed in the
Peripheral Market of Merida (Venezuela) (samples
C) were selected, as well as 8 authentic samples (A)
and an artificial honey (AR). The concentration of
proteins, polyphenols and flavonoids was
measured in all the samples; and the antioxidant
capacity of the honeys was determined using total
antioxidant capacity (TAC) method, % inhibition
of the hydroxyl radical (RH) and antioxidant
activity method (AOA). An important correlation
was found between the concentration of phenols
and flavonoids and the antioxidant capacity for
each of the methods used. A dendogram was
prepared using the cluster method, which allowed
the honeys to be grouped by common properties.
The cluster analysis allowed determining that the
concentration of flavonoids and polyphenols, as
well as the antioxidant capacity determined
through the CAT and AOA methods, are useful
parameters to determine the nutraceutical quality
and authenticity of the honey samples. Protein
concentration and antioxidant activity as measured
by the hydroxyl radical inhibition method are not
useful in this regard. In summary, these parameters
could be included in the quality standards of honey
samples, valuing this type of product as
nutraceutical foods.

KEY WORDS

Honey, Apis mellifera, antioxidant capacity,
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INTRODUCCION

La miel es una sustancia natural producida por
una amplia variedad de especies de abejas. Es un
fluido dulce y viscoso, producido por las abejas
Apis mellifera o por diferentes subespecies, a partir
del néctar de las flores o plantas, y de otras
secreciones extra florales que las abejas liban,
transportan, transforman combindndolas con
sustancias especificas propias, deshidratan vy
almacenan en panales. Constituye uno de los
alimentos mas primitivos que el hombre ha

aprovechado para nutrirse. Su composicion es
compleja y los carbohidratos representan la mayor
proporcion, dentro de los que destacan la fructosa
y glucosa; contiene ademas una gran variedad de
sustancias menores dentro de las que se encuentran
enzimas, aminoacidos, 4&cidos  organicos,
antioxidantes, vitaminas 'y minerales. La
composicion de la miel depende de diversos
factores tales como la contribucion de la planta,
suelo, clima y condiciones ambientales,
principalmente [1]. El principal uso de la miel es
gastronémico, empleandose en la elaboracion de
alimentos y bebidas, esto debido a su alto valor
nutritivo. También se han asociado a la miel otras
funciones ademas de alimenticias, principalmente
se le atribuyen propiedades medicinales basadas en
observaciones empiricas, sin conocimiento preciso
de los componentes que la convierten en un
excelente agente terapéutico. Sin embargo, se
contindan realizando estudios cuyo objetivo
principal es determinar la relacion existente entre
los componentes de la miel y sus propiedades
terapéuticas [2,3].

La literatura disponible referente a la miel se
enfoca principalmente en la apicultura y sus
productos, estudios sobre la problematica regional
de la apicultura, la bioactividad de los productos de
la colmena [4], y los problemas en la productividad
asociados a la africanizacién de las colmenas [5].
Sin embargo, hay una dimension menos explorada
y que amplia cada dia, el inconveniente de la
adulteracion de la miel. La miel es frecuentemente
sujeta a préacticas fraudulentas que incluyen una
falsa identidad acerca de su origen floral y/o
geogréafico, asi como la mezcla con azlcares de
menor calidad. Es por esto que la autenticacion de
la miel se ha hecho més importante y necesaria para
los productores, consumidores y expendedores
[6,7.8].

A nivel mundial, el Codex Alimentarius
Commission establece como criterios de calidad de
la miel los limites de ciertos parametros
fisicoquimicos, dentro de los que destacan el
contenido aparente de azlcares reductores y los
contenidos de sacarosa, glucosa, humedad, sélidos
insolubles  en agua, cenizas, acidez,
hidroximetilfurfural, y el indice de diastasa [9,10].
En este sentido, algunos paises o gobiernos
regionales, tales como Estados Unidos y Argentina,
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emiten estandares que exigen que se mencionen las
sustancias agregadas a la miel. Otros no tienen
ninguna ley en cuanto a la pureza de la miel o
simplemente emiten pautas voluntarias sin poder
hacerlas cumplir, entre los que se pueden
mencionar Venezuela y Colombia. Por ejemplo, la
legislacion establece que todos los productos que
se venden como miel en la Unién Europea no deben
contener ningun aditivo, incluidos los antibidticos
gue se usan para tratar las enfermedades de las
abejas, y toda miel que presente defectos que
afecten considerablemente el sabor debe venderse
como “miel de panadero” para que se utilicen en la
fabricacion de alimentos procesados. Por su parte,
el gobierno de Estados Unidos no analiza la pureza
de la miel y permite trazas de antibiéticos, siendo
Florida el dnico estado que exige que la miel
enumere todos los aditivos que contenga siempre
que haya sido fabricada y se venda dentro de ese
estado [11].

Segln las normas de la Comision Venezolana
de Normas Industriales, COVENIN (2191-84), la
miel se puede definir como la sustancia dulce sin
fermentar, producida por abejas obreras, a partir del
néctar de las flores o de exudacion de otras partes
vivas de las plantas, que las abejas recogen,
transforman 'y combinan con  sustancias
especificas, almacenan y maduran en los panales.
La miel no deberd absorber sabor, aroma o color,
adquirir materias extrafias durante su elaboracién y
conservacion, ni contener toxinas naturales de
plantas, en cantidades que puedan constituir un
peligro para la salud [12].

Recientemente, se han desarrollado métodos de
vanguardia para la deteccion de mieles
fraudulentas, especialmente para detectar la
adulteracion mas comdn: la adicién de azdcar. La
técnica méas aceptable utilizada es el perfil por
resonancia magnética nuclear (RMN) de alta
resolucion [7], y también técnicas como la
espectroscopia de ruptura inducida por laser [13],
Raman, infrarrojo cercano e infrarrojo medio [14].
A pesar de la excelencia de estos métodos de
reciente aplicacion en la apicultura, los mismos son
extremadamente costosos y dependen de equipos
altamente especializados, siendo muy poco
accesibles para los pequefios productores [15].

Es por lo antes mencionado que algunos autores
proponen el uso de nuevos parametros de calidad

para mieles, de mas facil desarrollo y accesibilidad.
Entre los propuestos se encuentra el analisis de los
compuestos fendlicos y capacidad antioxidante
para evaluar la calidad nutracéutica y autenticidad
de la miel. Los compuestos fendlicos constituyen
un grupo muy amplio de més de 500 sustancias
vegetales repartidas en 5 clases y 31 subclases.
Ademés de su impacto organoléptico (color,
astringencia, aroma, amargor), sus propiedades
antioxidantes aportan un beneficio potencial para la
salud. Algunos de ellos, como los antocianos o los
glicésidos flavonoides son muy especificos de
algunas plantas, y sus perfiles pueden utilizarse en
el marco de controles de autenticidad de productos
procesados y no procesados. Para ello, se utilizan
métodos no especificos que miden el contenido
global de compuestos fendlicos, expresado en
forma de indice, es decir, equivalentes de acido
gélico, acido clorogénico o catéquino. Un enfoque
mas detallado que reside en la cromatografia
permite cuantificar especificamente algunos
compuestos de interés. Asimismo, un analisis
adicional permite identificar y cuantificar otros
compuestos que pertenecen a esta amplia familia
[11].

De lo antes sefialado, esta investigacion tiene
como objetivo establecer si las caracteristicas
bioguimicas tales como contenido de polifenoles,
flavonoides y proteinas, y actividad antioxidante
pueden utilizarse como indicadores de la calidad
nutracéutica y autenticidad de mieles comerciales
de Mérida (Venezuela).

MATERIALES Y METODOS

Poblacion y Muestra: La muestra fue
seleccionada al azar, entre diversas mieles que se
comercializan en el Mercado Periférico del estado
Mérida (Venezuela), considerandose ocho mieles
(Tabla 1). Ademas, estas mieles comerciales fueron
comparadas con ocho mieles auténticas
conservadas en el Laboratorio de Andlisis
Biotecnol6gico y Molecular (ANBIOMOL) “Prof.
Guillermo Lépez Corcuera” de la Facultad de
Farmacia y Bioandlisis de la Universidad de Los
Andes (Mérida, Venezuela); y con una muestra de
miel artificial que fue procesada en el mismo
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laboratorio con fines investigativos del trabajo en

cuestion.
TABLA 1.
Muestras de miel usadas en el presente estudio.

Lugar de

Muestra 4 Descripcion
origen
Mieles comerciales adquiridas en el Mercado
Periférico de Mérida
C1l Venezuela Fabricacion 04/2014
C2 Venezuela Fabricacion 09/2015
C3 Venezuela Fabricacion 02/2014
C4 Venezuela Fabricacion 07/2014
C5 Venezuela Fabricacion 08/2014
C6 Venezuela Fabricacion12/2015
C7 Venezuela Fabricacion 11/2015
C8 Venezuela Fabricacion 10/2015
Mieles auténticas
Mérida, . .
A9 Venezuela No disponible
Moromoro, . .
Al2 Ecuador No disponible
Esmeralda, . .
Al3 Ecuador No disponible
Meérida, . .
Al5 Venezuela No disponible
Mérida, . .
Al8 Venezuela No disponible
Coro, . .
A22 Venezuela No disponible
Meérida, . .
A27 Venezuela No disponible
Barinas, . .
A3l Venezuela No disponible
Miel Artificial
AR10 ANBIOMOL Fabricacion 05/2016

Preparacion de las muestras de miel: A cada
tubo de eppendorf se le afiadi6 un total de 100 + 10
mg de cada muestra de miel, fueron colocados en
un homogeneizador de vidrio (Thomas No. A3528,
USA), se les agreg6 1 mL de etanol 95% (v/v), y se
homogenizaron en bafio de hielo. Los homogenatos
fueron centrifugados en una centrifuga BHG
Optima Il a 3000 rpm por 10 min, y los
sobrenadantes fueron usados para los ensayos
biogquimicos.

Preparacion de la miel artificial (AR10): La
miel artificial se utiliz6 como control y se prepard
con 40 g de fructosa, 30 g de glucosa, 8 g de
maltosa y 2 g de sacarosa, disueltos en 100 ml de
agua estéril. La disolucion se esterilizé por 30 min
a 15 psi y 100 °C, y se llevo a cabo el
procedimiento de extraccion descrito
anteriormente [16].

Determinacion de la Concentracion de
Grupos Fendlicos: El contenido total de
polifenoles fue determinado por espectrofotometria

a 765 nm usando el reactivo de Folin-Ciocalteu
[17], y una solucién de 0,1 g/L de &cido gélico
como estandar (diluido a 0, 0,25, 0,05y 0,1 g/L).

Determinacion del contenido de flavonoides:
El método colorimétrico del cloruro de aluminio
fue modificado del procedimiento reportado por
Woisky y Salatino [18]. Fue usada la quercitina
como estdndar para construir una curva de
calibracion. Se disolvieron 10 mg de quercitina en
etanol al 80% (v/v), y entonces diluidos hasta
concentraciones de 25, 50 y 100 pg/mL. Las
soluciones estandar diluidas (0,5 mL) fueron
mezcladas por separado con 1,5 mL de etanol al
95% (v/v), 0,1 mL de cloruro de aluminio al 10%
(p/v), 0,1 mL de acetato de potasio 1 My 2,8 mL
de agua destilada. Después de la incubacion
durante 30 min a temperatura ambiente, fue medida
la absorbancia de la mezcla de reaccion a 415 nm.
La cantidad de cloruro de aluminio fue sustituida
por agua destilada en el blanco. De modo similar,
0,5 mL de extractos etanolicos de las muestras en
estudio se dejaron reaccionar con el cloruro de
aluminio para la determinacion del contenido de
flavonoides.

Determinacion de la concentracion de
proteinas: La determinacion de proteinas consistié
en una técnica colorimétrica basada en el método
de Lowry y cols. [19], usando alblmina bovina
como esténdar.

Estudio de la Capacidad Antioxidante sobre
el Radical Hidroxilo (RH): Se utiliz6 el método
de la desoxirribosa descrito por Halliwell y cols.
[20], reportando el porcentaje de inhibicion de
formacion del radical hidroxilo por cada 100 g de
miel.

Método de la actividad antioxidante (AOA):
El valor de la AOA fue determinado por el método
de Koracevic y cols. [21], en comparacién con
acido urico como estandar.

Método de la capacidad antioxidante total
(CAT): Se usé el método desarrollado por Re y
cols. [22], usando una solucién de 8 mM de Trolox,
la cual se diluyo para obtener concentraciones
finales de 1, 2, 4 y 8 uM, en buffer PBS 5 mM (pH
7,4). Se calcul6 el porcentaje de disminucién de
color (o de secuestro del cation radical ABTS) a
734 nm después de 6 min de reaccion, y se reporto
el valor de capacidad antioxidante total (CAT)
como el equivalente en concentracion de Trolox
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que produce el mismo porcentaje de disminucion
de color.

Andlisis estadistico: Los experimentos se
llevaron a cabo por triplicado aplicando los test o
pruebas paramétricas, para el analisis de
distribucion normal o diferencias significativas
entre los grupos de muestra. Se empleg el sistema
cuantitativo mediante el uso de técnicas
estadisticas, empleandose el analisis de la varianza
por medio de la prueba ANOVA post hoc Scheffé
[23, 24].

Método de claster: EI método de clister fue
utilizado para obtener grupos de mieles que sean
semejantes entre si, es decir, que el grupo esté
unido en cuanto al parentesco de sus caracteristicas
bioquimicas, y por otro lado a su capacidad
antioxidante. Si en los grupos formados se
encuentran al mismo tiempo mieles comerciales y
auténticas, se puede decir que ambas comparten
caracteristicas similares, y son por ende
semejantes, por lo que las mieles comerciales
serian ademds mieles auténticas. Ademas, se
comparan las caracteristicas bioquimicas Yy
actividad antioxidante de las muestras en estudio
con una miel artificial fabricada con una mezcla de
azUcares, con la hipdtesis de que la miel artificial
forme un grupo independiente y Unico, si es que
ninguna de las muestras usadas en este trabajo es
una miel artificial constituida por una mezcla de
azUcares. Esto permite discernir si existen mieles
comerciales consideradas fraudes o que no son
mieles genuinas.

RESULTADOS Y DISCUSION

de proteinas la muestra A22 (Coro, Venezuela) fue
la que presentd el menor valor de concentracion de
proteinas (56,4+1,1 mg de proteina/100 g de miel)
y la muestra de miel artificial AR10 la que presento
el mayor valor de concentracion de proteinas
(450,8 + 3,3 mg de proteina/100 g de miel). Un
hecho interesante fue que la muestra de miel
artificial presenté el mayor valor de concentracion
de proteinas, caso contrario a lo observado en las
determinaciones  de  concentraciones  de
compuestos fenolicos y flavonoides. Para los tres
parametros bioquimicos descritos anteriormente se
observan valores estadisticamente similares entre
mieles comerciales y auténticas, siendo diferente la
muestra de miel artificial (Tabla 2).

TABLA 2.
Caracterizacion quimica de las mieles en estudio.

Muestra | Flavonoides™ | Polifenoles™ |Proteinas™
C1 201,9+0,3" 602,7 + 0,3 131,4+0,2¢
C2 157,6 + 1,4 806,5 + 0,4" 383,2+0,39
C3 187,9+2,49 702,2 +2,69 136,0 £0,7¢
C4 155,2 + 2,6 952,1+3,3' 190,6 + 1,1
C5 127,3+0,9¢ 1036,8 + 7,4 57,3+1,6%
C6 302,1+1,1 813,3+9,3" 80,5+ 1,6°
Cc7 183,2 +2,39 721,5+249 96,2 +2,44
C8 85,3+24° 610,0 + 2,9 106,4 + 3,69
A9 201,9+0,3" 362,1 +3,3¢ 86,0 +2,5¢
Al2 111,0+0,4¢ 268,2 +0,3° 61,0 £0,5°
Al13 66,7 +0,7° 447,1 0,99 62,9 £0,5°
A15 2415+ 1,4 427,5+1,19 65,6 +0,8°
Al8 176,2 £ 2,29 10179 +45 63,8+22°
A22 113,3+2,3° 602,7 + 3,8 56,4 +1,12
A27 276,5+0,6' 298,7 +2,9° 95,3+ 1,69
A3l 97,0+0,8¢ 5819 +2,7¢ 94,4 +1,39
AR10 0,002+ 0,0017 59,6 £1,12 450,8 +3,3

En la Tabla 2 se presentan los resultados de la
concentracion de flavonoides, polifenoles vy
proteinas de cada una de las muestras de miel
usadas en este estudio. Los valores de
concentracion de flavonoides se encontraron entre
66,7 y 302,1 mg EQ/100 g de miel.

Por otra parte, las concentraciones de
polifenoles se encontraron entre 268,2 y 1036,8 mg
EAG/100 g, siendo la muestra Al2 (Moromoro,
Ecuador) la que presentd el menor valor de
concentracion de polifenoles y la muestra C5 de
miel comercial la que present6 el mayor contenido
de polifenoles; mientras que para la concentracion

Los datos se presentan como media + Error Estandar (n=3). Las columnas
gue comparten la misma letra son estadisticamente iguales de acuerdo a la
prueba ANOVA post hoc Scheffé (P <0.05). *mg equivalentes
guercetina/100g de miel (mg EQ/100 g); ** mg equivalentes &cido
gélico/100g de miel (mg EAG/100 g); ***mg proteinas/100 g de miel.

Los valores de actividad antioxidante determinados
por 3 métodos diferentes para las muestras de miel
en estudio se presentan en la Tabla 3, asi como la
comparacion con antioxidantes comerciales usados
a una concentracion de 1 uM. Los valores de AOA
variaron entre 0,52 y 1,73 EAU/100 g, siendo la
muestra Al8 la que presentd el mayor valor de
AOA (1,73 + 0,06 mM EAU/100 g), y la que
presentd el menor valor fue la muestra de miel
artificial AR10. No se encontrd correlacion lineal
entre el contenido de flavonoides (R2 = 0,170) y
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concentracion de proteinas (R2 = 0,126) con la
actividad antioxidante medida por el método del
AOA; mientras que se observa una fuerte
correlaciéon positiva entre el contenido de
polifenoles y el valor de AOA (R2 = 0,843) (Tabla
4).
TABLA 3.
Actividad antioxidante de las mieles en estudio.

Los datos se presentan como media = Error Estandar (n=3). Las
columnas que comparten la misma letra son estadisticamente iguales de
acuerdo a la prueba ANOVA post hoc Scheffé (P <0.05). *mM
equivalentes de 4&cido (rico/100g de miel (mM EAU/100 g);
**9%inhibicion/100g de miel; *** [ Imoles equivalentes de Trolox/100 g
de miel ([Imoles ET/100 g); +, antioxidantes comerciales usados a 1
[IM de concentracion. AR, miel artificial.

TABLA 4
Correlacion entre la actividad antioxidante y los parametros
fisicoquimicos.

reportd el menor % de inhibicion. Contrariamente
a lo ocurrido con el método del AOA, la muestra de
miel artificial fue estadisticamente similar a las
mieles auténticas A9, Al12, A13 y A31 (Tabla 3).
No se encontrd correlacion entre la concentracion
de proteinas (R2 = 0,105) y el contenido de
flavonoides (R2 = 0,065) con la actividad
antioxidante sobre el radical hidroxilo; pero si

VEs i AOA* RH™ CAT™ existe una fuerte correlacion entre el contenido de
CL 12810089 | 76.2%05° | 1614« 14" polifenoles y la capacidad de inhibicion del radical
c2 1,25+0,06° | 353x1,3" | 137,1%2,6° hidroxilo (Tabla 4).
c3 1:241002: 50,9+04° | 1434 13,4: Para finalizar, los valores de CAT variaron
C4 153+0,01" | 77,9%06° | 300,35, .
o 1662005 | 648213 | 3001257 desde 53,4 ha§ta 309,-3 -pmoles ET/100 g, 5|end? la
C6 155+0,06" | 37,140,7° | 163,0=4.8" muestra de miel artificial AR10 la que presentd el
C7 1610,03' | 69,2405° | 1683+ 15" menor valor, y las muestras C4 y C5 las del mayor
c8 170£005 | 493+22° | 146,4%0,9° valor de CAT. La muestra de miel artificial AR10
A9 1,41+0,059 | 89,1#35" | 107,758 .
AL2 1712007 | 906+L5" | 1231263 es completamente diferente a todas las muestras de
Al3 1,310,047 | 86,240,67 | 127,8%2,6° mieles comerciales y auténticas, presentando el
AlS 1,41£0,069 | 233%13" | 1280+38° menor valor de CAT de todo el ensayo (Tabla 3).
Y] c b P -z
AL8 1,73£006 | 437x27° | 114231 Nuevamente, no se encontré correlacion entre la
A22 1,14x0,089 | 46,1x3,3° | 103,2%4,6° o X
AZ7 144%0,019 | 57.8242° | 1089237 concentracion de proteinas (R2 = 0,096) y el
A3l 1,24+0,05° | 83,7+0,47 | 2064 %33 contenido de flavonoides (R2 = 0,043) con los
AR10 052:003" | 89,7+09° 53409 valores de CAT, pero si con el contenido de
Quercitina+ 0,86+0,03° 53,0+1,1° 100,6+1,7 . . _
Meiatoninar | 0.83200%F | 539210° | 9762500 polifenoles de las muestras de miel (R2 = 0,921)
Rci Tabla 4).
Acido 07120070 | 27,9409% | 124,7#3,1° ( . ) .
Lipoico+ Si se comparan los valores de actividad

antioxidante, por cualquiera de los métodos usados
en este trabajo, de las mieles comerciales con las
auténticas, se observa que muchas de ellas
comparten la misma letra lo que significa que son
estadisticamente iguales. Por ejemplo, si se
compara la capacidad de inhibicion de la formacion
del radical hidroxilo de las mieles comerciales,
auténticas y artificial se puede observar que existen

Parametro Pro Fla Pol AOA RH CAT muesfra_s de _ml_el ComerCI?I que, -SOH
estadisticamente similares a las mieles auténticas,
Pro 1 | 0056 | 0029 | 0126 | 0,105 | 0,096

| . oot om0 Tooms Tooms tal es el caso de las muestras C3, C8, Al18, A22 y

Fla : : : : .
A27 (Tabla 3). Al comparar la actividad
Pol ! 0843 | 0802 | 0921 antioxidante de las muestras de miel con la de
AOA 1031920098 antioxidantes comerciales, se observa que la
RH 1 10154 mayoria de las muestras de miel presentaron
CAT 1 valores superiores a los reportados para los

En cuanto al efecto de las muestras sobre el
radical hidroxilo, los valores de porcentaje de
inhibicion de la formacion del radical hidroxilo
variaron entre 23,3 y 90,6 % de inhibicion/100 g de
miel, siendo la muestra A12 la que presentd mayor
porcentaje de inhibicién, y la muestra A15 la que

antioxidantes comerciales usados en este estudio
(Tabla 3).

Con las concentraciones de flavonoides,
polifenoles y proteinas, se agruparon las mieles de
acuerdo a la similitud de las concentraciones de los
parametros determinados, dando como resultado la
Figuralyla Tabla 5.
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Se observa que las muestras quedaron
distribuidas en 6 grupos, siendo el Grupo 1 el
conformado por las muestras C3, C4, C5, C7, y
Al8; el Grupo 2 conformada por la muestra C6; el
Grupo 3, constituido Unicamente por la muestra de
miel artificial AR10; el Grupo 4, lo conforman las
muestras C1, A9, A15 y A27; el Grupo 5 por la
muestra C2 como miembro Unico del grupo; y
finalmente el Grupo 6, en donde se encuentran las
muestras C8, Al12, A13y A22.

Es de gran importancia destacar que la muestra
de miel artificial (AR10) present6 concentraciones
de polifenoles y flavonoides completamente
diferentes a las muestras de mieles auténticas y

g e
14

1 H

Fig. 1. Dendograma de agrupamiento de los pardmetros
fisicoquimicos de las muestras de miel por el método
Cluster.
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También fue llevado a cabo el analisis de
cluster tomando como base los valores de actividad
antioxidante, y los resultados se presentan en la
Figura 2 y Tabla 6. Al igual que en el caso de las
caracteristicas bioquimicas, se formaron 6 grupos
distintos de acuerdo a semejanzas en los valores de
actividad antioxidante: Grupo 1, mieles C1, C7 y
A31; Grupo 2, donde podemos encontrar las
muestras C2, C3, Al15 y A22; Grupo 3 cuyos
integrantes son A9, Al2 y Al3; Grupo 4
conformado por la muestra AR10; Grupo 5, en
donde se agruparon las mieles C4 y C5; y el Grupo
6, con las mieles C6, C8, A18 y A27.

Al igual que en el anélisis de cllster de las
caracteristicas bioquimicas, la muestra de miel
artificial AR10 forma un grupo independiente de
miembro Unico; y existen grupos en los cuales se

comerciales, resultando en un grupo Unico en
respuesta a su comportamiento biogquimico; es
decir, la muestra AR10, no guarda ninguna
semejanza en cuanto a estos parametros
bioquimicos con respecto a las muestras
comerciales y auténticas. Ademas, se observa en el
analisis de cluster de las variables bioquimicas que
existen grupos conformados tanto por mieles
auténticas como por mieles comerciales, por
ejemplo, los grupos 1 (C3, C4, C5, C7, A18) y 4
(C1, A9, Al15, A27), lo que sugiere ciertas
semejanzas entre estas muestras de miel (Figura 1,
Tabla 5).

TABLAS.
Valores medios resultantes del Analisis Clister de las
caracteristicas bioquimicas.

Grupo | Muestras |Flavonoides™ |Polifenoles™ | Proteinas™

C3, C4,

1 C5, C7, 165,960 886,10 108,780

Al8

2 C6 302,100 813,30 80,500

3 AR10 0,002 59,60 450,800
C1, A9,

4 AL5, A27 230,450 422,75 94,575

5 Cc2 157,600 806,50 383,200
C8, Al12,

6 A13, A22 94,660 501,98 76,220

*mg equivalentes quercetina/100g de miel (mg EQ/100 g); ** mg
equivalentes acido galico/100g de miel (mg EAG/100 g); ***mg
proteinas/100 g de miel.

pueden encontrar tanto mieles auténticas como
mieles comerciales, tal es el caso del Grupo 6 (con
las muestras C6, C8, A18 y A27), y todos los demés
grupos formados a excepcion de los Grupos 4y 5
(Figura 2, Tabla 6).

Al analizar en detalle los grupos formados en
cuanto a las semejanzas en los valores de actividad
antioxidante, fue posible construir 5 categorias que
caracterizan a las mieles en cuanto a su efectividad
como antioxidantes, escala que va desde actividad
antioxidante muy baja hasta muy alta, pasando por
los valores bajo, medio y alto (Tabla 7). En este
sentido, para el método de la capacidad
antioxidante total (CAT) usando Trolox como
patrén, la mayoria de las muestras de miel tiene
valores de actividad antioxidante bajos, y pocas

40



Pérez-Pérez y cols. / Rev Fac Farm. 2021; 63(1): 34-51

muestras tienen actividad antioxidante Media (3),
Alta (2) o Muy alta (1); mientras que para el
método del radical hidroxilo la mayoria de las
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Fig. 2. Dendograma de agrupamiento de los valores de
actividad antioxidante de las muestras de miel por el
método Cluster.

Se puede observar en la Tabla 7 que la muestra
de miel artificial presenta valores muy bajos para
los métodos CAT y AOA, mientras que para el
radical hidroxilo puede ser incluida en la categoria
Alta. En segundo lugar, la calidad en capacidad
antioxidante de las muestras depende del método
utilizado, por ejemplo, la muestra C2 presenta
capacidad antioxidante baja medida con el método

muestras presenta valores considerados Muy Altos
(7) y para el método del AOA la mayor parte de
las muestras entran en la categoria de Altos (10).

TABLAG.
Valores medios resultantes del Andlisis Cluster de la
actividad antioxidante.

Grupo | Muestras AOA" RH™ CAT™
C1,C7,

1 A3l 1,260 38,900 127,925
C2,C3,

2 AL5, A22 1,504 82,260 137,660
A9, Al12,

3 Al3 1,605 46,975 133,125

4 AR10 1,595 71,350 300,200

5 C4,C5 1,240 83,700 206,400
C6, C8,

6 A18, A27 0,520 89,700 53,400

*mM equivalentes de &cido Urico/100g de miel; **%inhibicion/100g
de miel; ***umoles equivalentes de Trolox/100 g de miel.

CAT, pero media y alta con los métodos de radical
hidroxilo y AOA, respectivamente. De manera
similar ocurre con la muestra A12, la cual tiene una
actividad antioxidante baja con el método CAT,
pero muy alta con los otros dos métodos ensayados
en este trabajo. Este comportamiento se repite con
algunas variaciones en todas las muestras utilizadas
en este estudio.

TABLA7.
Muestras de miel pertenecientes a cada una de las categorias de actividad antioxidante generadas en este estudio.
Rando CAT" RH™ AOA***

9 Valor Frec Valor Frec Valor Frec
Muy <60 AR10 <1 0 <0,50 ARL0
Baja

C2,C3,C8, A9, 1.00-
Baja 61-150 Al2, A13, Al5, ’25 A15 0,51-0,80 0
Al8, A22, A27
. C2, C6, C8,
Media 151-200 C1, C6, C7 26-50 A8, A22 0,81-1,20 A22
C1, C2, C3, C4,
Alta 201-300 A3l 51-75 i;CZRCl?() 1,21-1,60 C6, A9, A13,
' A15, A27, A3l
C1, C4, A9,
XI‘:;’ >300 C4,C5 76-100 | Al12, A13, | 1,61-1,90 C:i?Af; '
A31, AR10 '

*umoles equivalentes de Trolox/100 g de miel.; **%inhibicion/100g de miel; ***mM equivalentes de &cido Urico/100g

de miel
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Se reportaron valores de concentracion de
polifenoles que variaron entre 268,2 y 1036,8 mg
equivalentes de é&cido galico/100 g de miel,
mientras que la concentracién de flavonoides se
encontré entre 0,002 y 302,1 mg equivalentes de
quercitina/100 g de miel, para las muestras de miel
artificial y la miel comercial C6, respectivamente
(Tabla 3). Estos valores son mucho mayores a los
reportados en la bibliografia. Por ejemplo, Sosa y
cols. [25] determinaron la concentracion de
polifenoles y flavonoides de diferentes mieles de la
especie Apis mellifera provenientes de diversos
apiarios y latitudes de la region central de la
provincia de Villa Clara-Cuba, reportando valores
medios de polifenoles comprendidos entre 6,1 y
44,0 mg EAG/100 g de miel, mientras que los
valores de concentracion de flavonoides se
encontraron entre 1,17 y 2,39 mg EQ/100 g de miel.
También son mucho mayores a los reportados por
Fernandes y cols. [26] quienes obtuvieron
concentraciones de flavonoides de 28,27+9,40 mg
EQ/100 g y de polifenoles de 92,34+13,55 mg
EAG/100 g en muestras de miel de A. mellifera
procedentes del estado de Alagoas en el noreste de
Brasil; y que los resultados de Liberato y cols. [27]
en los que el contenido de polifenoles de miel A.
mellifera de diferentes origenes botanicos fue de
108,50+3,52 mg EAG/100 g miel.

En lo que se refiere a la concentracion de
proteinas, estos valores variaron entre 56,4
(muestra A22, Coro-Venezuela) y 450,8 mg de
proteina/100 g de miel (muestra AR10) (Tabla 3).
Al comparar estos resultados con los reportados por
Moniruzzaman y cols. [28], se observa que los
resultados de esta investigacién son superiores a los
encontrados por los autores antes mencionados,
quienes obtuvieron concentraciones de proteinas
entre 20,4 y 48,3 mg/100 g de miel, para mieles
elaboradas en Malasia por A. mellifera, A. dorsata
y A. cerana. Por otra parte, Hira y cols. [29]
realizaron un analisis fisicoquimico y determinaron
el potencial antimicrobiano de muestras de mieles
provenientes de Pakistdn conocidas como miel
pequefia (A. mellifera), miel grande (A. dorsata) y
miel siddar (Ziziphus jujube), reportando valores de
concentracion de proteinas entre 571,272 y
777,598 mg/100 g de miel. Los resultados de
concentracion de proteinas reportados por estos

autores son superiores a los obtenidos en esta
investigacion.

El analisis fisicoquimico de muestras de miel,
especialmente la determinacion de su contenido de
polifenoles, flavonoides y proteinas, es de vital
importancia para establecer el valor nutracéutico de
una miel, ya que a estos compuestos se les
atribuyen una gran variedad de actividades
biolégicas relacionadas con la prevencion de
diversos procesos patolégicos. Desde el punto de
vista de su actividad biolégica, muchos polifenoles
y flavonoides tienen propiedades captadoras de
radicales libres, lo que les confiere actividad
antioxidante que podria estar relacionada con la
prevencion de enfermedades cardiovasculares y de
algunos tipos de cancer [30].

La muestra de miel artificial (AR10) presento
una concentracion de flavonoides de 0,002+0,001
mg EQ/100 g, y una concentracion de polifenoles
de 59,6+1,1 mg EAG/100 g, las cuales fueron
estadisticamente diferentes al resto de las muestras
de miel usadas en este estudio (Tabla 3). Son muy
pocos los estudios en la literatura en los que se lleva
a cabo una comparaciéon de muestras de miel
auténticas con muestras de miel artificial. Uno de
ellos es el trabajo de Blasa y cols. [31], quienes
midieron la concentracion de flavonoides y
polifenoles de las dos variedades de miel mas
comunes en Italia, Millefiori y Acacia, y la
compararon con una muestra de miel artificial,
encontrando una diferencia de méas de 10 mg
EQ/100 g y de 12 mg EAG/100 g para las
concentraciones de flavonoides y polifenoles,
respectivamente. Las diferencias en cuanto a la
concentracion de flavonoides y polifenoles de la
miel artificial en comparacién con las mieles
comerciales (serie C) y auténticas (serie A) son
superiores a 60 mg EQ/100 g para la concentracion
de flavonoides, y 200 mg EAG/100 g para la
concentracion de polifenoles (Tabla 4). Es
importante destacar que el valor de concentracion
de polifenoles de la AR10 no es nulo, posiblemente
debido a que a pesar de que el método utilizado es
muy preciso Yy sensible, pueden encontrarse
numerosas Vvariaciones relacionadas a los
volimenes utilizados de la muestra a analizar, las
concentraciones de los reactivos y el tiempo de
reaccion [32].
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En cuanto a la concentracion de proteinas
medida para la muestra AR10, la misma fue de
450,8+3,3 mg proteinas/100 g de miel, el cual es el
valor méas alto reportado para las muestras
analizadas en este estudio, resultado interesante al
tratarse de una miel artificial, fabricada
principalmente con azucares que no deberian emitir
sefial positiva con el reactivo de Folin usado en este
método (Tabla 7). No existen reportes en la
literatura en los que se haya realizado la medicion
de la concentracion de proteinas de muestras de
miel artificial. Sin embargo, Mahre y cols. [33]
aclararon algunas de las fallas que se pueden
presentar cuando se utiliza el método de Lowry y
cols. [19] para la determinacion de proteinas. En
este sentido los autores exponen que a pesar de que
el método es sensible, especifico, y facil de adaptar
al andlisis en pequefias escalas; la cantidad del
color producido varia con diferentes proteinas, y en
algunos casos el color no es estrictamente
proporcional a las concentraciones de proteinas
presentes en la muestra. También pueden interferir
otros macrocomponentes como lipidos vy
carbohidratos; y se ha demostrado que la
prolongacion de los tiempos para efectuar la
medida también es un factor que interfiere en los
resultados. Es posible que algunos de los
carbohidratos presentes en la muestra AR10
interfieran con la técnica de Lowry para llevar a
cabo la determinacién de proteinas, por lo que seria
recomendable realizar la medicion de este
parametro usando otra técnica.

En cuanto a la capacidad antioxidante en
método del AOA, el valor mas bajo pertenece a la
muestra A22 (1,14 + 0,08 mM equivalentes de
acido Urico/100 g de miel), mientras que el valor
maés alto corresponde a la muestra A18 (1,73 + 0,06
mM equivalentes de &cido Urico/100 g de miel)
(Tabla 3). Varias muestras de la serie C presentan
valores de AOA estadisticamente similares a los
reportados por la serie A, por ejemplo, C1ly A9, o
C8 y A18. Mondragon y Ulloa [34] determinaron
la capacidad antioxidante de mieles comerciales,
auténticas y miel artificial, estableciendo la
relacion entre las variables estudiadas y tomando
en consideracion el color de la miel. Rodriguez y
cols. [35] encontraron resultados que oscilaban
entre 0,26 y 2,73 mM equivalentes de &cido
Grico/100 g de miel, determinando que los valores

mas bajos de AOA corresponden a las mieles mas
claras (entre 0,07 y 0,09 mM equivalentes de &cido
Urico/100 g de miel), mientras que los valores mas
altos se encontraron en las mieles més oscuras
(oscilando entre 1,51 y 3,01 mM equivalentes de
acido Urico/100 g de miel). Los resultados de este
trabajo son superiores a los reportados por
Rodriguez vy cols. [35] quienes reportan valores de
AOA entre 0,64 y 0,74 mM equivalentes de &cido
Urico/100 g de miel. Lo mismo ocurre para las
mieles de Mérida (Venezuela) estudiadas por Pérez
y cols. [36] con valores de AOA de 0,69 +£ 0,01 mM
equivalentes de &cido Urico/100 g. Otro ejemplo del
comportamiento descrito anteriormente se puede
observar al comparar con el trabajo de Colmenares
y Carrefio [37] quienes encontraron valores de
AOA entre 0,85y 1,12 mM equivalentes de &cido
Urico/100 g en diferentes muestras de miel
producidas por A. mellifera provenientes de
Malasia, Grecia y Australia. También son
superiores a los reportados por Steinbriick [38] para
muestras de miel producidas por tres especies del
género Apis (A. mellifera, A. dorsata y A. cerana)
provenientes de Asia y Europa, con valores de
AOA que oscilaron entre 0,89 y 0,92 mM
equivalentes de acido Urico/100 g.

El segundo método utilizado fue el efecto en la
formacion del radical hidroxilo, encontrando
valores entre 23,3 + 1,3 (muestra A15) y 90,6 £ 1,5
(muestra A12) % de inhibicion/100 g (Tabla 3). Al
igual que en el AOA, existen muestras entre las
series A'y C que comparten la misma letra, es decir
gue son estadisticamente similares, como lo son C8
y Al8 y A22. Estos resultados se asemejan a los
reportados por Rodriguez y cols. [35] donde
encontramos % de inhibicién/100 g entre 62,73 y
77,77, siendo estos mayores a la melatonina, acido
lipoico y quercetina. También son similares a los
reportados por Colmenares y Carrefio [37] para
mieles fabricadas por A. mellifera de Malasia,
Grecia y Australia (entre 36,7 y 68,3% de
inhibicion/100 g), y que los de Steinbriick [38] con
muestras de miel de tres especies del género Apis
(A. mellifera, A. dorsata y A. cerana) provenientes
de Asia y Europa (entre 52,7 y 75,4% de
inhibicion/100 g). Es importante destacar que
varias de las muestras procesadas en este estudio
presentan valores de inhibicién del radical
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hidroxilo superior a los reportados en los trabajos
citados anteriormente.

Las muestras analizadas en este estudio
reportaron valores de CAT entre 107,7 y 300,3
pmol equivalentes de Trolox/100 g, siendo en
todos los casos superiores a los encontrados para la
melatonina y quercitina, y en algunos casos para el
acido lipoico (Tabla 3). Estos valores son
superiores a los reportados por Mufioz y cols., [39]
quienes determinaron la capacidad antioxidante de
18 tipos de mieles colectadas en supermercados de
Per(, encontrando valores entre 28,75 (miel de
zapote) y 68,45 (miel de eucalipto) CAT/100 g de
miel. Lo mismo ocurre con los resultados de
Ciappini y cols. [40] quienes indican valores de
CAT de 102,02 + 44,69 TEAC/100 g de miel. Sin
embargo, son inferiores a los encontrados por
Colmenares y Carrefio [37] con rangos de CAT de
309,5y 563,1 umol equivalente de Trolox/100 g; 0
los encontrados por Steinbriick [38] cuyos valores
de CAT variaron entre 319,5 y 5450 pmol
equivalente de Trolox/100 g.

En lo que se refiere a la actividad antioxidante
de la miel artificial (AR10), se observan los valores
mas bajos de actividad antioxidante medidos por
los métodos de AOA (0,52 + 0,03 mM equivalente
de acido tirico/100 g) y del cation radical ABTSe+
(53,4 + 0,9 umol equivalente de Trolox/100 g)
valores que son estadisticamente diferentes a todas
las muestras analizadas en este trabajo, incluso
menores a los reportados para la melatonina,
guercetina y acido lipoico. Sin embargo, para el
porcentaje de inhibicion del radical hidroxilo se
registrd un valor de 89,7 £+ 0,9 % de inhibicién/100
g, el cual es estadisticamente similar a varias de las
muestras de las mieles auténticas (Serie A, A9,
Al2, A13 y A31), y superior a los reportados para
los antioxidantes comerciales usados como control
en este trabajo (Tabla 3). Los valores observados
para la miel artificial en cuanto a la inhibicion del
radical hidroxilo son similares a los reportados por
Pérez y cols. [36] quienes midieron 40% de
inhibicion del anién super6xido/100 g de miel y
28,8% de inhibicion del radical hidroxilo/100 g de
miel, y un valor de AOA 0,35 mM equivalente de
Trolox/100 g de miel. Este estudio in vitro en el que
se utiliza como control una miel artificial elaborada
con 40 g de fructosa, 30 g de glucosa, 8 g de
maltosa y 2 g de sacarosa, composicion de azlcares

sugerida por Taormina y cols. [16], se encontr6 que
la miel artificial posee entre 40 y casi 60% de la
actividad antioxidante de la miel de abejas
evaluada con tres métodos (porcentaje de
inhibicion del anién superéxido y del radical
hidroxilo, y degradacion del benzoato) [35]. Con
estas observaciones, parece necesario considerar
que ademas de las correlaciones positivas entre la
actividad antioxidante de la miel de abejas con su
contenido de flavonoides y de polifenoles, existe
un componente de base, conferido por los azlcares
que representan aproximadamente el 80% de la
miel, y el 20% de agua donde se disuelven.

En la Tabla 4 se evidencia una clara correlacion
positiva entre la actividad antioxidante medida por
los 3 métodos usados en este trabajo y la
concentracion de polifenoles (p > 0,500); mas no se
observa la misma correlacion entre la actividad
antioxidante y la concentracién de proteinas y
contenido de flavonoides (p < 0,500). Estos
resultados concuerdan con el paradigma en el que
se establece que la capacidad antioxidante esta
positivamente correlacionada con la concentracion
de polifenoles, del cual existen multiples reportes
en la literatura. Por ejemplo, Vit y cols. [41]
evaluaron la actividad antioxidante total (AAT) de
50 mieles enviadas al servicio de Analisis Quimico
del Instituto de Investigaciones Apicolas en Dol,
Republica Checa, con el método del cation radical
ABTSe«+, encontrando que la CAT no varid
significativamente segln el origen botanico de las
mieles, pero fue directamente proporcional al color
y al contenido de flavonoides y de polifenoles. Otro
ejemplo lo constituye el trabajo de Pérez-Pérez y
cols. [42] en el que se midi6 la actividad
antioxidante de productos de la colmena de
Tetragonisca angustula de Mérida (Venezuela),
encontrando una fuerte correlacién entre la
concentracion de polifenoles y la actividad
antioxidante. Durante muchos afios ha sido
demostrada una correlacion positiva entre la
actividad antioxidante de la miel y su contenido de
polifenoles en mieles de diferentes origenes
florales, geograficos y entomoldgicos tales como
Espafia [43], Australia [44], Perd [45] y México
[46]. Todos estos autores proponen un efecto
sinérgico entre los polifenoles de la miel y los méas
de 181 compuestos presentes en una muestra de
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miel, tales como azlcares, aminoacidos Yy
proteinas, carotenos, entre otros [47].

Los compuestos fendlicos de la miel actlan
como antioxidantes naturales y se ha incrementado
su uso debido a la contribucion a la salud humana.
En la miel se encuentran un amplio rango de
polifenoles tales como &cido cafeico, quercetina,
kaemferol,  galangina, crisina,  acacetina,
pinocembrina, apigenina, entre otros. En general, la
mayoria de los compuestos fendlicos que se
encuentran en la miel se presentan en la forma de
flavonoides y acidos fendlicos [30, 48, 49, 50]. Las
concentraciones de estos compuestos dependen de
varios factores, incluyendo la especie de planta
usada por las abejas, la salud de la planta, la
estacion, y factores ambientales [51].

En lo que se refiere al andlisis de cluster, se
puede observar la formacién de grupos claramente
diferenciados, en los que destaca que la miel
artificial forma grupos Gnicos ya que no comparte
caracteristicas similares al resto de las muestras
analizadas en este trabajo (Figuras 1y 2, Tablas 5
y 6). El método de analisis de clister ha sido
empleado por otros autores para evaluar diferencias
entre muestras de miel. Por ejemplo, Diaz [52]
empled el método claster para la diferenciacion
fisica y quimica de las muestras de mieles de
acuerdo con el origen floral, pudiendo clasificarlas
en un dendograma segun el analisis polinico. En
esta investigacion, las mieles lograron ser
clasificadas en grupos de acuerdo con sus
caracteristicas bioquimicas a través del cluster, con
informacién arrojada en un previo andlisis de
laboratorio.

Muchos autores han propuesto que los
parametros bioguimicos, tales como concentracion
de polifenoles, flavonoides y proteinas, asi como la
capacidad antioxidante, deberian ser incluidos
dentro de los estdndares de calidad para mieles
nacionales (Normas COVENIN en Venezuela), e
internacionales. Los autores sugieren que a través
de estos pardmetros se puede determinar la
autenticidad de una muestra de miel, y se puede
valorizar el producto incrementando su calidad
nutracéutica. En concordancia con lo anterior, Vit
y cols. [41] proponen que el estudio de la actividad
antioxidante de las muestras de miel es de gran
utilidad, y que podria en un futuro muy cercano
servir como pardmetro complementario para

caracterizar las mieles y detectar sus fraudes.
Ademas, afirman que los valores bioquimicos y de
capacidad antioxidante podrian indicarse en la
etiqueta de la miel para informar al consumidor, al
menos en mieles con uso medicinal.

En el caso de la presente investigacion, se
confirmé la autenticidad de la miel mediante la
determinacion de la concentracion de polifenoles y
flavonoides (Figura 1, Tabla 5), y la actividad
antioxidante medida a través de los métodos CAT
y AOA (Figura 2, Tabla 6), esta autenticidad esta
basada en que ninguna de las muestras de miel
analizadas en este trabajo se agrupa con la muestra
de miel artificial para estos parametros, pudiendo
afirmar que los mismos son de gran utilidad para
determinar la autenticidad de una muestra de miel
si se compara con una miel fraude elaborada con
una mezcla de azucares, la cual es la forma mas
comun de fraude encontrada en el mercado. En el
caso de la concentracién de proteinas y la actividad
antioxidante medida a través del radical hidroxilo
no se observa este comportamiento, ya que existen
muestras de miel auténticas y comerciales que se
asemejan a la miel artificial en estos parametros
(Tablas 2 y 3, respectivamente).

En lo que se refiere a la calidad nutracéutica, la
misma puede evidenciarse de acuerdo a los
resultados obtenidos en la Tabla 7, en la que se
establecieron categorias de capacidad antioxidante,
especificamente las categorias Muy baja, Baja,
Media, Alta y Muy alta. Nuevamente queda
demostrado que el método del RH no es viable para
establecer la calidad de las muestras de miel ya que
la miel artificial presenta valores similares a las
mieles comerciales y auténticas, como por ejemplo
dentro de los rangos altos se encuentra acompafiada
en el mismo grupo por las muestras C3, C5 y A27.
Esto puede deberse a fallas o desventajas presentes
en el método radical hidroxilo descrito por
Halliwell y cols. [20], siendo la més resaltante que
el efecto del secuestro de radicales se determina no
solo por la reactividad del antioxidante con el
radical, sino también por su concentracion. Aunque
muchos antioxidantes reaccionan rapidamente con
el radical hidroxilo, muchas moléculas bioldgicas,
que son mas abundantes que los antioxidantes,
reaccionan rapidamente con ese radical. Por eso, es
practicamente imposible para algin antioxidante
secuestrar el radical hidroxilo efectivamente. Otro
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punto importante es saber dénde se producen los
radicales libres, y si el antioxidante es capaz de
alcanzarlos. Por ejemplo, la vitamina C es un
potente secuestrador para radicales hidroxilos, pero
pobre frente a otros radicales [53].

En lineas generales, se encuentra mayor
frecuencia de mieles en el rango Bajo (10/16) en el
caso del método CAT, mientas que son mayores en
los rangos Muy alto (7/16) y Alto (10/16) para los
métodos RH y AOA, respectivamente (Tabla 7). Lo
anterior indica que la respuesta de cada miel a un
método de determinacidn de actividad antioxidante
es diferente, lo que hace suponer que cada muestra
de miel posee mecanismos diferentes de accion
frente a distintos radicales libres. En este sentido,
el método CAT mide la capacidad de una muestra
de revertir la formacion de un radical que se ha
generado previamente, de modo que mientras mas
se revierta el radical a su forma no radical, mas
antioxidante es esa muestra; mientras que en los
métodos RH y AOA se mide la capacidad que tiene
una muestra dada de inhibir la formacion del
radical hidroxilo.

Se puede observar en la Tabla 7 que, en lineas
generales, las muestras de miel analizadas en este
estudio tienen mas capacidad de inhibicién de la
formacion del radical hidroxilo que de revertir el
radical ABTS, lo que se observa con las muestras
Al5, C1, C4, A9, A12, y A13, las cuales presentan
una baja capacidad de reversion del radical ABTS
y una alta capacidad de inhibicién del radical
hidroxilo. Pérez [43] y Cefali y cols. [53]
mencionan que tales capacidades de inhibicién y de
reversién vienen dadas por accién del componente
de mayor proporcion en la miel, en este caso los
polifenoles y flavonoides. La muestra A31 posee
caracteristicas de importancia en cuanto a su
comportamiento en los tres métodos usados en este
estudio, ya que se considera una muestra con buena
capacidad de reversién y al mismo tiempo de
inhibicion, encontrandose en la categoria alta para
los métodos CAT y AOA, y muy alta con respecto
al RH (Tabla 7). Esto significa que es una muestra
altamente versatil para inhibir y revertir un radical
libre.

Existen una gran cantidad de mecanismos por
los que los antioxidantes alimentarios pueden
ejercer su accion, entre las que se tienen aquellos
compuestos que reaccionan directamente con los

radicales libres, como pueden ser los polifenoles,
deteniendo el proceso en cadena de oxidacién
lipidica. Esta reaccion se puede llevar a cabo por
dos posibles vias: reacciones de transferencia de un
atomo de H (Hidrogen Atom Transfer, HAT) o de
transferencia de un electrén (Single Electron
Transfer, SET) aspectos que se deben tener en
cuenta al seleccionar los métodos de medida de
capacidad antioxidante [54].

El mecanismo mas conocido, aunque no
necesariamente el mas relevante a la accion, se
refiere a la capacidad que tienen muchos
antioxidantes para actuar como “estabilizadores o
apagadores de diversas especies reactivas”. Esto
Gltimo supone la conocida actividad secuestradora
de radicales libres que tienen muchas moléculas
antioxidantes. En el caso de los radicales libres, tal
accion implica su estabilizacion a través de la
cesion de un electrén a dichas especies reactivas.
Tal mecanismo, definido como SET, permite que
el radical libre pierda su condicion por
“pareamiento” de su electron desapareado. Una
consecuencia para el antioxidante es que, como
resultado de ceder un electron, éste se convierte en
un radical libre y termina oxidandose bajo una
forma que es de baja o nula reactividad hacia su
entorno [55].

Junto al mecanismo SET, muchos antioxidantes
pueden estabilizar radicales libres a través de un
mecanismo que implica la transferencia directa de
un 4tomo de hidrégeno (esto es un electrén con su
proton), definido como HAT. En este Gltimo caso,
el radical libre también queda estabilizado
electrénicamente [55].

Los antioxidantes cuya accién es promovida a
través de mecanismos SET y/o HAT son
mayoritariamente  los  antioxidantes  no-
enzimaticos, sean estos normalmente
biosintetizados por el organismo humano, o bien
que ingresen al organismo a través de la dieta. La
mayor parte de los antioxidantes que actlan a
través de estos mecanismos presentan en su
estructura quimica, como grupos funcionales,
hidroxilos fenolicos (ejemplo, todos los polifenoles
y los tocoferoles). No obstante, otros antioxidantes,
no fendlicos, como el glutation, la melatonina, y los
acidos ascorbico, dihidro-lipoico y drico, son
también ejemplos de moléculas cuya accion es
promovida por mecanismos SET y/o HAT [56].
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Junto a los mecanismos SET y HAT, ciertos
antioxidantes pueden actuar también estabilizando
especies reactivas a través de un mecanismo que
implica la adicion directa del radical a su
estructura. Ejemplo de este tipo de accién
antioxidante es la promovida por carotenos como
beta-caroteno. Como resultado de tal reaccion, el
radical libre, por ejemplo, peroxilo, pierde su
condicion, y el caroteno es modificado
covalentemente, convirtiéndose en un radical libre
gue a través de reacciones sucesivas es oxidado y
convertido en derivados epdxido y carbonilos de
notablemente menor reactividad. Como es de
esperar, la interaccidn directa entre un antioxidante
y una especie reactiva prevendra ya sea el inicio y/o
la propagacion de procesos oxidativos que afectan
a los sustratos biolégicos [56].

De este modo, por la via SET el antioxidante
transfiere un electron para reducir un compuesto,
incluyendo metales, carbonilos y radicales. El
método CAT, a pesar de ser métodos HAT es
dependiente del pH. Son métodos muy sensibles al
acido ascorbico y al acido Urico, que juegan un
papel importante en el mantenimiento del status
redox. Algunos elementos trazas y contaminantes
(sobre todo metales) pueden interferir con estos
métodos, resultando en una alta variabilidad y una
baja reproducibilidad y consistencia de los
resultados [55].

La presencia de una variedad de mecanismos en
una misma muestra de miel puede deberse a su
misma naturaleza, ya que es importante recordar
gue las mieles estdn compuestas por una amplia
variedad de moléculas, entre los que podemos
contar proteinas, enzimas (catalasa, glucosa
oxidasa), aminoacidos, metales, azlcares, acido
ascorbico, acidos organicos, entre otros. Cada uno
de estos compuestos puede contribuir en cierta
medida a la capacidad antioxidante de una muestra
de miel. Esto pone en evidencia la necesidad de
escoger de manera eficiente el método a utilizar de
modo de poder medir de la mejor manera posible la
contribucion de cada elemento a la capacidad
antioxidante total de la miel. Los resultados
presentados en este trabajo hacen evidente que un
porcentaje alto de la capacidad antioxidante se debe
a la presencia de polifenoles y flavonoides, ya que
se observa una correlacion positiva entre las
concentraciones de polifenoles y la actividad

antioxidante medida por los 3 métodos (Tabla 4),
pero esto es evidente ya que los polifenoles y
flavonoides se encuentran en grandes cantidades,
mas no son los Unicos responsables de la actividad
antioxidante de una muestra de miel. Se ha
determinado que la cantidad y naturaleza de los
polifenoles y flavonoides de una muestra de miel
dependen de la fuente floral, el area geografica,
condiciones ambientales, origen botanico, e incluso
zona geogréfica, este tltimo debido a que el suelo
y el clima determinan el tipo de flora de una regién
determinada [57]. En este sentido, seria interesante
conocer la composicion de los diferentes elementos
que conforman una muestra de miel y determinar
en qué porcentaje contribuye cada componente a su
capacidad antioxidante. Teniendo claro el
enunciado anterior, se puede inferir que cada miel
se comporta de una manera distinta, cada miel tiene
su propia identidad, definida por una composicion
quimica Unica, lo que hace que se comporten de
manera diferente una de las otras.

En virtud de que la determinacion de
autenticidad de las muestras de miel comparando
con una miel artificial constituida por una mezcla
de azlcares no fue posible a través del método RH,
se propone utilizar otros métodos alternativos, tales
como el método DPPH (radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil), en este método se sitla el radical
orgénico en presencia del antioxidante, y se ve en
qué grado es capturado, lo que produce un descenso
de la absorbancia a 515 nm [58]. EI mecanismo de
reaccion de este método no estd aun totalmente
claro. Se pensaba que era un mecanismo
simultaneamente SET y HAT; sin embargo, un
trabajo ha sugerido que el mecanismo fundamental
es SET, y que la reaccion de tipo HAT tendria una
escasa contribucion, dado que se produce
lentamente en disolventes que son fuertes
aceptadores de H, como el metanol o el etanol [59].

CONCLUSIONES

En lineas generales, el andlisis de cluster
permiti6  concluir que los  parametros
fisicoquimicos tales como concentracién de
polifenoles y flavonoides, asi como la actividad
antioxidante medida a través de los métodos del
AOA y CAT son (tiles para determinar la
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autenticidad de una muestra miel, siempre y
cuando se trate de una miel fraude consistente de
una mezcla de azlcares. No son Utiles para
determinar la autenticidad la concentracién de
proteinas medida por medio del método de Lowry
y la capacidad antioxidante medida a través de la
capacidad de inhibicién del radical hidroxilo. En lo
que se refiere a la calidad nutracéutica, todos los
pardmetros medidos en este estudio resaltan el
valor nutracéutico de las muestras de miel, incluso
logrando establecer categorias de Muy Bajo a Muy
alto de la capacidad antioxidante medida por los
tres métodos distintos empleados en este estudio.
Se sugiere que los valores de concentracion de
polifenoles y flavonoides, asi como la capacidad
antioxidante sean incluidos en los estdndares de
calidad nacionales e internacionales, valorizando
de este modo la miel comercializada y permitiendo
distinguirla de mieles fraude consistentes de
mezclas de azUcares.
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