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I. INTRODUCCION

La apicultura es una actividad productiva y Gltimamente ha tomado especial
importancia a nivel mundial, por diferentes motivos, entre ellos se menciona,
economicas que a traves de la diversificacion de la misma ha concedido una gama
de productos derivados de la colmena como lo son la miel, el polen, los propéleos,
cera, apitoxina, etc., la importancia que tiene en el ambiente con la polinizacion
participando en el trasporte de material genético lo cual ha permitido la generacion
de poblaciones botanicas en diferentes regiones del mundo, ademas de su uso en
la produccion de medicamentos alternativos para el tratamiento de diversas
enfermedades, también posee diferentes propiedades, entre las que se puede
mencionar antibacterianas, antiinflamatoria, cicatrizante y antioxidante. (Vit P. et
al. 2008)

Los radicales libres pueden producir alteraciones genéticas sobre las células que se dividen
continuamente, contribuyendo a aumentar el riesgo de cancer por mutaciones genéticas y a la
aparicién de enfermedades asociadas con el proceso de envejecimiento tales como el Alzheimer,
trastornos cardiovasculares, cataratas y otras alteraciones. Hay muchas teorias distintas para
explicar el envejecimiento de los érganos y entre ellas la mas convincente en la actualidad es la de
los radicales libres. (Frankel, S; Robinson, GE; Berenbaum, MR. 1998). Por lo cual es de suma

importancia conocer la accién que ejercen los antioxidantes sobre los radicales.

La naturaleza ofrece una gran oportunidad para el descubrimiento de
nuevos compuestos organicos, indicando que se pueden obtener antioxidantes de

una manera natural que se encuentran en el medio.

Con base en lo anterior, se identifico la actividad antioxidante que posee la
miel, recolectada en cinco diferentes areas apicolas de la Republica de

Guatemala.



Il. HIPOTESIS

Existe diferencia en la actividad antioxidante de las mieles obtenidas de cinco
regiones apicolas de Guatemala. (Petén, San Marcos, Chiquimula,

Sacatepéquez y Santa Rosa).



lll. OBJETIVOS

3.1.General

e Generar informacion sobre las propiedades antioxidantes de la miel de abeja

melifera (Apis mellifera).

3.2.Especificos

e I|dentificar la actividad antioxidante de las mieles poliflorares provenientes de
los departamentos de Petén, San Marcos, Chiquimula, Sacatepéquez y Santa

Rosa.

e Comparar la capacidad antioxidante de las muestras de miel colectadas en las

cinco regiones apicolas seleccionadas.



V. REVISION DE LITERATURA

4.1. Antioxidante

En el organismo humano existen sistemas biol6gicamente activos
conocidos como antioxidantes cuyo mecanismo consiste en proteger y contribuir al
equilibrio fisioldgico, es decir, que para mantener este equilibrio del organismo los
sistemas de oxidacion y los de proteccién antioxidante deben actuar de forma
controlada sobre los substratos susceptibles a una oxidacion, asi con esto
tratando de prologar la vida. Estudios epidemiolégicos, experimentales y clinicos
gue se han realizado a nivel latinoamericano (Atalah E, y col 2001) han demostrado
gue los antioxidantes proveen una eficacia biologica en la prevencion y en la
disminucién de los efectos negativos tales como la degeneracion celular, que
producen al alterar la permeabilidad de la membrana, produciendo edema y
muerte celular, esto origina la formacion de enfermedades producidas por el
estrés oxidativo (Rodriguez P, 2001.). Estas sustancias deben estar presentes
en el organismo en una concentracion suficiente que permita prevenir la
acumulacion de elementos prooxidantes, estado conocido como estrés oxidativo.
(Avello M; Suwalsky M, 2006)

4.2. Clasificacion

Las células disponen de complejos sistemas antioxidantes que previenen el
dafo oxidativo originado por las altas concentraciones de radicales libres. Estos
sistemas de defensa se dividen en Antioxidantes Endogenos y Antioxidantes
Exogenos. (Duthie GG, 2000).



3.5. Sistema antioxidante enddégeno

El sistema antioxidante enddgeno estd compuesto por diversas proteinas,
enzimas y algunos cofactores. Que acttan sinérgicamente para disminuir la carga
de radicales libres en el organismo y de esta manera, reducir o evitar las
enfermedades asociadas al estrés oxidativo. Una variedad de proteinas y de
enzimas sintetizadas en el cuerpo pueden funcionar como antioxidantes. Los
niveles de estos compuestos estan determinados por su velocidad de sintesis y

por lo tanto, no pueden ser manipulados facilmente.

3.6. Sistema antioxidante exdgeno

Son antioxidantes que ingresan al organismo a través de los alimentos.
Entre los cuales se destacan: Vitamina E, C, B-caroteno (pro-vitamina A),
Polifenoles y flavonoides. (Combs GF, 2001; Halliwell B, 1994).

3.7. Radicales libres (RL)

Un radical (RL) es una especie quimica que contiene uno o mas electrones
no pareados, ya sea por la pérdida o ganancia de uno de ellos. Tales electrones
modifican la reactividad quimica de un atomo o de una molécula y la hacen mas

reactiva que su forma no radical. (Hicks, JJ. 2007).

El organismo esta luchando contra los radicales libres constantemente. El
problema para la salud se produce cuando el organismo tiene que soportar un
exceso de RL durante afios, producidos en su mayoria por los contaminantes
externos gque penetran en el organismo. Las reacciones quimicas de los radicales
libres se dan constantemente en las células del cuerpo y son necesarias para la
salud. Pero, el proceso debe ser controlado con una adecuada proteccion

antioxidante.



Existen diversas causas para la producciéon de radicales libres. En algunos

casos intervienen factores internos, y en otros casos, factores externos.

3.8. Factores externos

Pueden ser producto de la contaminacion atmosférica, el humo del cigarrillo
gue contiene hidrocarburos aromaticos polinucleares, asi como aldehidos que
producen distintos tipos de radicales libres en el organismo. El consumo de aceites
vegetales hidrogenados tales como la margarina y el consumo de acidos grasos
trans como los de las grasas de la carne y de la leche también contribuye al

aumento de los radicales libres.

3.9. Factores internos

El mismo cuerpo humano fabrica los radicales libres por el contacto con el
oxigeno (respiracion). También se producen radicales libres por la accién de las
enzimas oxidantes y las células fagocitarias. Los radicales libres producidos por el
cuerpo para llevar a cabo determinadas funciones son neutralizados facilmente
por el propio sistema. Con este fin, el cuerpo produce enzimas (como
la catalasa, peroxidasas, y superoxido dismutasas) que son las encargadas de
neutralizarlos. Estas enzimas tienen la capacidad de desarmar los radicales libres

sin desestabilizar su propio estado.

3.10. Mecanismo de accidn

Los radicales libres acttan en el organismo alterando a las

membranas celulares y atacando las proteinas, los lipidos o grasas ("oxidacion')

y material genético de las células, como el ADN. (Hicks, JJ. 2007).
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En el transcurso de los afios, los radicales libres pueden producir una alteracion
genética sobre las células que se dividen continuamente contribuyendo a

aumentar el riesgo de cancer por mutaciones genéticas o bien, disminuyen la

funcionalidad de las células que no se dividen tanto, disminuyendo el nimero de

mitocondrias, que es caracteristico del envejecimiento. En los lipidos y proteinas

de la membrana celular los radicales libres producen dafio al tomar sus electrones,
por lo tanto no podran cumplir sus funciones como el intercambio de nutrientes y
descartar los materiales de desecho celular, haciendo imposible el proceso de
regeneracion y reproduccién celular. (Hicks, JJ. 2007).

3.11. Definiciéon de miel

La definicion de la miel de acuerdo a la Norma del Codex para la Miel
(CODEX STAN 12-1981, Rev. 2001), dice: “Sustancia producida por las abejas
obreras a partir del néctar de las flores, de secreciones de partes vivas de las
plantas o de excreciones de insectos succionadores de plantas que las abejas
recogen, transforman y combinan con sustancias especificas propias, almacenan y
dejan en el panal para que madure y afeje” (CODEX STAN 12-1981 Rev. 2001).

Las caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas de la miel estan muy

asociadas con su origen geografico y botanico.

3.12. Clasificaciéon de la miel

La miel se origina a partir de las flores (néctar de las flores), y puede
provenir de una especie y debe contener un minimo de un 51 por ciento del néctar
de una flor en particular para que se pueda considerar miel monofloral, o puede

provenir de varias especies de flores, miel polifloral. (Bogdanov, S. 2003).
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3.13. Composicion de la miel

La composicion de la miel depende de dos factores principales; (1) de la
composicion del néctar o néctares y (2) de factores externos. La primera va a
depender principalmente de la especie o conglomerado de especies de plantas
gue producen el néctar. Factores externos, ajenos a la especie apibotanica o
factores secundarios como: tipo y quimica del suelo, clima, manejo apicola y
manejo de la miel una vez cosechada por apicultor. (Kushnir. 2000) (Ver cuadro
No.1).

Cuadro 1. Composicion quimica de la miel

Elementos Unidades Rango
Glucosa % 22.0 - 40.7
Fructosa % 27.2-443
Maltosa % 2.7-16.0
Sacarosa % 0.2-7.6

pH 35-45

Acido total Meqg/kg | 0.17-1.17
Cenizas % 0.02 - 0.028
Nitrogeno % 0.00 -0.133
Humedad % 14 - 22

Aminoacidos % 0.44%

Minerales % 05-15

Vitaminas, enzimas % 05-1

(Fuente: Gomez D. et al. 2004; Bogdanov, S. et al. 2003, Kushnir. 2000.)
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3.14. Propiedades de la miel

Entre las aplicaciones medicinales de la miel de abejas, resaltan sus
cualidades antigripales y bucofaringeas, su accién cicatrizante, laxante, sedativa,
antibidtica, antidiarréica, para tratar gastritis, Ulceras y afecciones oftalmolégicas.
Estas propiedades son utilizadas en diferentes formas farmacéuticantias a base de
miel de abejas, como jarabes, infusiones, cremas, pastillas, etc. Y recientemente
se caracteriza por sus propiedades antibacterianas, inmunomoduladoras, anti-
inflamatorias, estimulantes del crecimiento celular y antioxidantes. (Jean-Prost, P;
Medori, P; Le Conte, Y. 2006).

3.15. Actividad antioxidante de la miel

Los polifenoles, los flavonoides y los acidos fendlicos participan en el
sistema antioxidante de la miel, junto con una variedad de compuestos
nitrogenados (alcaloides, derivados de la clorofila, aminoacidos y aminas),
carotenoides y vitamina C, que son ampliamente conocidos por su actividad

antioxidante. (Frankel y col., 1998).

La miel de abejas contiene antioxidantes y su actividad antioxidante ha sido
comparada con la del acido urico, potente antioxidante en los seres vivos. El
néctar de las flores contiene polifenoles, flavonoides y &cidos fendlicos que
participan en el sistema antioxidante de la miel de abejas. Ademas de esto, la miel
presenta una variedad de compuestos nitrogenados (alcaloides, derivados de la
clorofila, aminoacidos y aminas), carotenoides y vitamina C, que son ampliamente

conocidos por su actividad antioxidante. (Pérez E; 2006; Koracevic D. et al. 2001).

Entre otras de las cualidades antioxidantes que resaltan de la miel es el

13



Cierto porcentaje de vitamina C (&cido ascoérbico) que posee. La propiedad
guimica mas importante del acido ascérbico es su oxidacién, por la transferencia
de uno o dos electrones; debido a esto ayuda a prevenir la oxidacién de las
moléculas solubles en agua. También, indirectamente, protege a las vitaminas A y
E de la oxidacién, asi como a algunas vitaminas del grupo B; tales como la
riboflavina, tiamina, &cido félico, y &acido pantoténico. Actia como un
desintoxicante y puede reducir los efectos colaterales de drogas como la
cortisona, aspirina e insulina y puede reducir la toxicidad de metales pesados

como el plomo, mercurio y arsénico.

3.16. Polifenoles:

Los polifenoles han ganado mucha atencién recientemente debido a sus
propiedades antioxidantes y a sus posibles beneficios en la salud humana como
el tratamiento y prevencion del cancer, la enfermedad cardiovascular y otras

patologias. (Tomas, F. 2003).

La funcién principal de los polifenoles se encuentra asociada a la
prevencion de enfermedades asociadas con el estrés oxidativo, como son los
procesos degenerativos de la memoria. El grupo de polifenoles incluye los fenoles
simples, acidos fendlicos, &cidos hidroxicinamicos, estilbenos, flavonoides y

proantocianidinas.

Dentro de los polifenoles, uno de los grupos mas estudiado ha sido el de los
flavonoides, por su gran capacidad antioxidante. Se han descrito numerosas
acciones terapéuticas para un gran numero de ellos, tales como efectos
antivirales,  antiinflamatorios,  antiateroescleroticos,  anticancerigenos 'y
antialérgicos (Wollgast J, 2000).
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3.17. Flavonoides

La accion mejor caracterizada de los flavonoides es la de actuar como
antioxidante. Los favonoides son eficientes captadores de radicales libres de
oxigeno, protegen al ADN del dafio oxidativo y ademas evitan la oxidacion de la
vitamina E y la vitamina C. (Bravo L. 1998. Duthie G, 2000).

Los flavonoides contienen en su estructura quimica un namero variable de
grupos hidroxilo fendlicos y excelentes propiedades de quelacién del hierro y otros
metales de transicion, o que les confiere una gran capacidad antioxidante por ello,
desempeiian un papel esencial en la proteccion frente a los fenomenos de dafio
oxidativo, y tienen efectos terapéuticos en un elevado numero de patologias,
incluyendo la cardiopatia isquémica, la aterosclerosis o el cancer. (Delgado O. et
al. 2010).

3.18. Tipos y fuentes de flavonoides

Los flavonoides se encuentran en frutas, verduras, semillas y flores, asi
como en cerveza, miel de abeja, vino, té verde, té negro y soja, los cuales son
consumidos en la dieta humana de forma habitual y también pueden utilizarse en
forma de suplementos nutricionales, junto con ciertas vitaminas y minerales. Los
flavonoides se encuentran también en extractos de plantas como arandano.
Desempefian un papel importante en la biologia vegetal; asi, responden a la luz y
controlan los niveles de las auxinas reguladoras del crecimiento y diferenciacion
de las plantas. Otras funciones incluyen un papel antifangico y bactericida,
confieren coloracién, lo que puede contribuir a los fendmenos de polinizacion y

tienen una importante capacidad para fijar metales como el hierro y el cobre.
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Los flavonoides se ubican principalmente en las hojas y en el exterior de las
plantas, apareciendo solo rastros de ellos en las partes de la planta por encima de
la superficie del suelo.

La actividad antioxidante de los flavonoides resulta de una combinacién de
sus propiedades quelatantes de hierro y ademas captura radicales libres (RL).
(Bohm H, 1998). Los flavonoides inhiben también los efectos degenerativos provocados por el

perdxido de hidrogeno (H,0,).

Los flavonoides pueden aumentar la disponibilidad de antioxidantes
enddgenos, asi como la actividad de enzimas antioxidantes. Al mismo tiempo que
son capaces de inhibir enzimas involucradas en la generaciéon de Especies
Reactivas de Oxigeno (ERO). (ADAM-VIZI, V. 2005).

3.19. Estudios realizados sobre el poder antioxidante de la miel

Mufioz, O. et al. en el afio 2007, realizaron un estudio para medir el contenido de
flavonoides y compuestos fendlicos de mieles chilenas e indice antioxidante, el estudio se llevé a
cabo en diferentes regiones del pais (del norte, centro y sur), y el analisis fue por Cromatografia
liquida de alta eficacia (HPLC). Y a la conclusién que llegaron fue, que los niveles de fendlicos y de
flavonoides en estas mieles chilenas, es relativamente alta respecto a otras mieles, y por otra
parte, debido a la compleja composicidn de la miel, la capacidad antioxidante es el resultado de la
actividad y de la interaccién combinadas de una amplia gama de los compuestos (fendlicos,

péptidos, acido organico y otros componentes minoritarios).
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1.Materiales y equipo

5.1.1. Recursos humanos

o Investigadora

J Asesores

5.1.2. Material y equipo para recoleccion de muestra.

o Frascos ambar con tapon de rosca de 100 ml

o Etiquetas para la identificacion de las muestras.
o Miel de abeja

o Hielera.

o Lapiceros

. Cuaderno para apuntes

o Céamara fotogréfica.

. Vehiculo.

5.1.3. Equipo para andlisis de muestras en laboratorio.

o Sonicador

o Balanza Analitica

o Bafio de maria

o Refrigeradora a 5°C.

o Vortex

o Micropipetas Automaticas
o Campana de Extraccion.
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Espectrofotometro.

5.1.4. Material y equipo miscelaneo

Papel aluminio

Papel mayordomo

Pizetas con agua destilada
Gradilla para tubos de ensayo
Espétulas

Cromatoplaca de silica gel.
Papel encerado

Cronometro

5.1.5. Cristaleria

Pipetas automaticas de volumen variable
Tubos de ensayo con sus respectivos tapones.
Beakers

Pipetas aforadas

Pipetas graduadas

Varilla de agitacion

Embudo

Cémara de vidrio

Tubos capilares

Erlenmeyer de 25 ml.

Probeta graduada 10 ml.

Asperjadores

Tubos con tapén de rosca 15 ml.
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5.1.6. Reactivos

o DPPH(1,1-difenil-2 picrilhidrazina)
o Metanol 95%
o Estandares antioxidantes comparativos
- Terc-butil-hidroquinona (TBHQ)
- Quercitina
- Vitamina C
- Vitamina E
- Trolox
- Fase Movil
- Acetato de etilo
- Acido acético
- Acido férmico

- Agua desmineralizada
5.2. Metodologia
5.2.1. Localizacion y descripcion del area
La miel que se utilizé para llevar a cabo este estudio, fue recolectada de los
centros de acopio en Petén, Chiquimula, San Marcos, Santa Rosa Yy

Sacatepéquez. (Cuadro No. 2).

Cuadro 2. Lugares de recoleccién de la muestra, regiones y departamento.

REGION | DEPARTAMENTO ACOPIO

[l Chiquimula Asociacion de Apicultores de Chiguimula

Asociacion de Apicultores de Santa Rosa
(APIROSA)

v Santa Rosa
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Vv Sacatepéquez Asociacion de Apicultores Sacatepéquez

Cooperativa de produccion Integral Apicultores del

VI San Marcos _
Suroccidente (COPIASURO)

] Cooperativa Agricola de Apicultore de Petén R.L.

VI Petén

(COADAP).
(Fuente: Elaboracion Propia.)
Figura 1. Regiones de Guatemala
(Fuente: Hurtarte E, et
al.)

Las regiones apicolas bajo estudio abarcan diferentes zonas de vida, altitudes y

condiciones climaticas (Cuadro. No. 3).

Cuadro 3. Condiciones Climaticas de Guatemala.

San Marcos

Zona de vida

Bosques muy humedos subtropicales célidos (bmn-s(c))

Altitud

500 a 3000 msnm.

Precipitacion

pluvial | 1000 a 4327 mm.

Temperatura

1l1a27°C

Petén

Zona de vida

Bosque muy humedo subtropical calido (bmh s-(c))
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Bosque humedo subtropical calido (bhs-(bhs-(c)).

Altitud

127 msnm

Precipitacion pluvial

215 mm

Temperatura 22.3a29.76 °C
Santa Rosa
_ Bosque muy humedo subtropical calido (bmhs.(c))
Zona de vida ) _ N
Bosque humedo subtropical calido (bhs-(c)).
Altitudes 214 a 1330 msnm.

Precipitacion pluvia

1000 a 1499 mm.

Temperatura 25a27°C

Chiguimula
Zona de vida Bosque humedo subtropical calido (bhs-(bhs-(c)).
Altitudes 80 a 1600 msnm.

Precipitacion pluvial

2,136 a 4,327 mm.

Temperatura

21a?25

Sacatepéquez

Zona de vida

Bosque muy humedo Montano Bajo Subtropical (bmh-MB)

Altitudes

1,800 a 3,000 msnm.

Precipitacion

2,065 a 3,900 mm.

Temperatura

12.5a18.6

(Fuente: De La Cruz S.)

5.2.2. Manejo del estudio

Para la realizacion del presente estudio, fue dividié en tres fases:
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5.2.3. FASE |. Recolecciéon de muestras.

Las muestras de miel fueron recolectadas durante la época de cosecha, en
el transcurso de los meses de Diciembre 2011 a Febrero 2012, en cada centro de
acopio. Para la recoleccion de las muestras se utilizaron frascos estériles,
debidamente identificados con fecha, nombre del centro de acopio, nimero de

muestra etc.

Se tomaron cinco muestras de 100 ml. de cada region apicola, estas fueron
trasladadas al laboratorio en una hielera a temperatura ambiente, cada muestra se
cubrié con papel mayordomo y se colocaron en una bolsa color negro, con el
proposito de evitar cambios en las caracteristicas fisicas y quimicas de la miel a
causa de factores externos, como la luz y calor durante el periodo de transporte

hacia el laboratorio.

5.2.4. FASE Il. Analisis de laboratorio.

5.2.4.1. Ubicacion del area de trabajo

El estudio se llevo a cabo en el LIPRONAT (Laboratorio de Investigacion de
Productos Naturales), ubicado en el edificio T10 de la Facultad de Ciencias

Quimicas y Farmacia, de la Universidad de San Carlos de Guatemala.

5.2.4.2. Método utilizado

El método que se utiliz6 para ejecutar este estudio fue el Test con 1,1-
difenil-2-picrilhidrazina (DPPH). Este método de DPPH es un ensayo colorimétrico
simple basado en la capacidad de absorbancia de la luz UV-Visible del radical
DPPH (purpura profundo) después de la adicién de un compuesto antioxidante, el

rango de evaluacion de la solucion es a 490 nm. La adicidon de un antioxidante
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determina el debilitamiento de este color, y la proporcion se relaciona con la

eficacia neutralizadora del radical.

5.2.4.3. Procedimiento para determinacion de la actividad

antioxidante.

o Identificacion de muestras: Cada tubo de ensayo se rotuldé indicando la
regién de cada muestra de miel.

o Determinacion de la actividad antioxidante por cromatografia en capa fina
(CCF) por muestra de cada departamento (Ensayo Macrometrico)

o Se peso6 1.0 g de miel, y se agregé 1 ml de metanol al 95%, se calent6é en
bafo de Maria durante 25 minutos aproximadamente.

o Se aplicé 10uL de la muestra preparada en el paso anterior, y 5uL del
estandar antioxidante (Terc-Butil-Hidroquinona (TBHQ), Rutina, Quercitina,
Vitamina C, Vitamina E y Trolox) en una placa cromatografica de silica gel
60F254.

o Se coloco la placa en una camara de vidrio saturada previamente con
acetato de etilo (ml): acido acético (ml): acido férmico (ml): agua (ml)
(33.3:3.6:3.6:8.6), durante aproximadamente 30 minutos.

o Se asperjo con DPPH (1mg/ml en metanol).

o Y se observé la reaccion.*

o Se utilizé un medidor de color. (LIPRONAT, 2005)

5.2.5. Determinacién de la actividad antioxidante total por medio del

reactivo de DPPH (Ensayo Micrométrico)

Se prepard la muestra pesando aproximadamente 2.5 g de miel, luego se

procedio a diluirlo en 5 ml de metanol, y finalmente se agité vigorosamente hasta

! Se observé cambio en la coloracién de la placa.
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diluir completamente la miel. (muestra madre). (LIPRONAT, 2005)

5.2.6. Preparacion de 1,1-difenil-2-picrilhidrazina (DPPH)

Se pes6, 5.5 mg de DPPH y en un bal6n se aforé hasta 25 ml con metanol,
el reactivo se prepar6 el mismo dia de su utilizacion se mantuvo aislado de la luz

cubriendo el recipiente con papel aluminio.

5.2.7. Buffer de acetatos:

o En un balon aforado de 250 ml se agrego 2.72 g de acetato de sodio
anhidro en 100 ml de agua destilada.

o Se agrego6 2.4 ml de acido acético a 47.5 ml de la solucion de acetato de
sodio.
o Se ajusto la solucién a un pH 6.0 con una solucion de NaOH (se disolvio 24

g de NaOH en 100 ml de agua destilada) y se afor6 con agua destilada
hasta 250 ml. (LIPRONAT, 2005).

5.2.8. Preparacion de los tubos de reaccion:

o Se utilizaron tubos de ensayo con capacidad de 10 ml, en los cuales se
lavaron correctamente agregando agua desmineralizada después de su
lavado para evitar que interfieran otras sustancias ajenas.

o Los tubos se recubrieron completamente con papel aluminio para proteger
la reaccion de la luz, la cual puede degradar la vitamina C. (LIPRONAT,
2005).
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5.2.9. Medicién de la actividad antioxidante

Se realiz6 una prueba preliminar de la actividad antioxidante total de la
muestra. Para ello se preparé un blanco, el tubo control, el blanco de
muestra. Se incub6 a temperatura ambiente por 30 min, en oscuridad. Se
leyé la absorbancia del extracto a 517 nm. Y se calcul6 el porcentaje de
disminucion de la absorbancia causada por la muestra. Con este resultado
se establecio las diluciones de trabajo.

Se rotul6 los tubos de ensayo y se midi6 las cantidades de los reactivos que
se indican en el Cuadro No. 5.

Para cada muestra se realiz6 un blanco de muestra, y se trabajo las
muestras por triplicado. Se repitio el ensayo con diluciones de la muestra de
1:5, 2:5, 3:5, 4:5. Las diluciones se realizaron con metanol absoluto.

Luego de haber medido las sustancias anteriormente descritas, se agitd en
un vortex por 30 seg.

Luego se incubd a temperatura ambiente por 30 min, protegiéndolas de la
luz.

Posteriormente se realiz6 la medicion de absorbancia en espectrofotometro
a 517 nm contra el blanco respectivo.

Se tomo el tiempo (min), durante se llevaba a cabo la reaccién del DPPH
con la muestra. (LIPRONAT, 2005)

Cuadro 4. Estandar para medicion de la capacidad antioxidante

Blanco Control | Control | Blanco Ensayo | Ensayo

Buffer de acetatos 1ml 1ml 1ml 1ml
Metanol 2 ml 1.5 ml 1.9 mi 1.4 ml
Solucién de DPPH 0.5 ml 0.5 ml
Muestra 0.1 ml 0.1 ml

LIPRONAT, 2005)
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5.3.  FASEll. Interpretacion de resultados.

Los resultados obtenidos en el laboratorio, fueron analizados y comparados,
para determinar la diferencia estadistica en la actividad antioxidante de las
muestras provenientes de los cinco departamentos, utilizando la prueba de t de
Student.

26



VI. RESULTADOS Y DISCUSION

El principal objetivo del presente trabajo de investigacion fue determinar la
actividad antioxidante de la miel, esto con la finalidad de resaltar otra de las
cualidades que posee la miel de abeja Apis mellifera, y asi lograr obtener de una
manera facil y sencilla una alternativa de antioxidantes en alimentos naturales

para el consumo humano.

En el Cuadro 6, se detallan los resultados de la cromatografia de capa fina,
evaluando cualitativamente la actividad antioxidante, donde se observa el color
inicial del radical liore DPPH (puarpura) y la decoloracion final, en las bandas
respectivas. Tomando como muestra positiva, la que disminuye en mayor cantidad
la tonalidad del DPPH y tomando como negativa la muestra en la cual no varia de
tonalidad. (LIPRONAT, 2005).

Cuadro 5 Determinacién de Actividad Antioxidante por medio de

Cromatografia en Capa Fina (Ensayo Macromeétrico)

Departamento Decoloracion Variacion de color
] Disminucion de -
Sacatepéquez +++ . . Muestra positiva
intensidad
Disminucion de o
Santa Rosa ++ . . Muestra positiva
intensidad
Petén + Sin variacion Muestra negativa
Chiquimula + Sin variacion Muestra negativa
San Marcos + Sin variacion Muestra negativa

Elaboracion Propia.
Fuente: Datos experimentales.
Nota: +: Bajo ; ++: Medio; +++: Fuerte
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Los resultados en la tabla 4, se muestran en orden descendente segun la
intensidad de decoloracion de la banda. Sacatepéquez mostré una decoloracion
fuerte (+++), Santa Rosa decoloracion media (++), Petén, Chiquimula y San

Marcos mostr6 una decoloracion baja (+).

Las muestras de miel, de los departamentos de Sacatepéquez y Santa
Rosa, presentaron mayor intensidad en la decoloracién del DPPH?, lo cual indica
una mayor capacidad para absorber los radicales libres, Las muestras de los
departamentos de Petén, Chiquimula, San Marcos no presentaron una
decoloracion significativa en las bandas, por lo tanto demuestra que los
antioxidantes presentes en las diversas mieles analizadas, no operan de la misma

manera inhibiendo al radical DPPH.

Para esta prueba se utilizaron como estandares comparativos, el Terc-butil-
hidroquinona (TBHQ), Quercitina, Vitamina C, Vitamina E y Trolox debido a que

estos compuestos poseen actividad antioxidante conocida.

Asi mismo, se procedid a realizar un ensayo micromeétrico, este se basa en
la utilizacion de un espectrofotometro que mide las variaciones de color y
determina valores de absorbancia, dirigiendo el haz de luz de forma horizontal, el
cual atraviesa una celda individual, y ademas el equipo permite establecer la
longitud de onda especifica a la cual se realizaron las determinaciones. (Olave D.
2007).

Los valores de la concentracién aproximada de la Actividad Antioxidante

Total (AAT) se obtuvieron por medio de un analisis de regresion lineal.

? DPPH (1,1-difenil-2 picrilhidrazina), radical libre utilizado en el estudio.
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Cuadro 6. Resultados de la Actividad Antioxidante Total (mg), (Ensayo

Micrométrico)

Actividad Antioxidante Total Expresada como (IC)®
Departamento
Promedio (mg.) Valor Min Valor Max
Sacatepéquez 1.0768 0.702 1.913
Santa Rosa 0.952 0.873 0.997

Elaboracién propia.

Fuente: Datos experimentales.

Figura 2 Resultados de la Actividad Antioxidante Total (mg).

o 1.1
g 1.08
% 1.06
o 1.04

1.0768

Concentracién de la Actividad Anioxidante Total
(mg).

0.952

Sacatepéquez

Santa Rosa

Elaboracion propia.

Fuente: Datos experimentales.

Para este método los resultados fueron expresados en base al valor de IC
(porcentaje de inhibicidn), el cual indica la cantidad de antioxidantes que puede
disminuir el porcentaje del color de una solucién del radical libre DPPH. En base a

lo anterior, en el Cuadro 6, se observa que el departamento de Sacatepéquez

*|C: Porcentaje de inhibicion.
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presentd mayor actividad antioxidante total debido a que poseen valores de IC

mas alto.

Estas diferencias en los departamentos pueden ser causadas por las
variaciones propias de cada muestra de miel, entre los factores que pudieron
influir esta: la diversidad de especies vegetales y florales de las cuales las abejas
obtienen el néctar. (Gutiérrez MG; Rodriguez A; Vit P. 2008)

Entre otros factores que influyen en la actividad antioxidante de las mieles
de abeja se encuentran: la humedad, condiciones climaticas, azUcares presentes
en la miel (fructosa) y color. Este ultimo esta relacionado con el contenido de
minerales, polen y compuesto fendlicos. Un estudio realizado en México,
menciona que las mieles oscuras tienen un alto contenido de fenoles y

consecuentemente una alta capacidad antioxidante. (Ulloa JA. et al. 2010).

Segun un estudio similar realizado por (Frankel, et al. 1998), se comprobo
actividad antioxidante en miel de abeja Apis mellifera, explicando que la
composicion quimica de la miel, varia segun la especie floral que se utiliza como
fuente del néctar, sugiriendo que las propiedades antioxidantes de la miel estan
relacionadas con su color. Cabe resaltar que las mieles de los departamentos de
Sacatepéquez y Santa Rosa mostraron tener una coloracion mas oscura que las
mieles de los departamentos de Chiquimula, San Marcos y Petén. Los pigmentos
gue contiene la miel (carotenoides y flavonoides), pueden ser los factores
responsables de las variaciones en la actividad antioxidante total encontradas

dentro de cada grupo botanico. (Gutiérrez MA, 2008).

Por su origen vegetal la miel contiene flavonoides y polifenoles muy
diversos segun las condiciones climaticas de cada departamento (Ulloa JA. et al.
2010). En general en el departamento de Santa Rosa existen diferentes zonas de

vida vegetal, segun, De la Cruz basado en el sistema Holdridge, en donde
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predomina Bosque Muy Himedo Subtropical Templado bmh - S (t). Al igual que el
departamento de Sacatepéquez, presenta diferentes zonas de vida en la cual
predomina Bosque muy hamedo Montano Bajo Subtropical templado (bmh-MB),
por lo tanto la vegetacién de estos departamentos es muy variada, a continuacion
se mencionan los arboles frutales, cultivos y arboles mas predominantes de cada

departamento.

Cuadro 7. Identificacion botanica de los departamentos de Sacatepéquez y

Santa Rosa.
Variedad
Botanica Sacatepéquez Santa Rosa
e Corozo (Acrocomia aculeata | Predominando Coniferas y
(Jacq.) Lodd. ex Mart.) Encinas:
¢ Ceiba (Ceiba pentandra), ¢ Pino (Pinus psedustrobus).
e Conacaste (Enterolubium e Ciprés (Cupressu L.)
cyclocarpum.) e Conacaste (Enterolubium
¢ Pino ocote (Pinus Cyclocarpum.)
Arboles psedustrobus) ¢ Ceiba (Ceiba pentandra.)
Comunes | ePinabete (Abies ¢ Cushin (Inga paterno harms).
guatemalensis) e Guachipilin (Rhynchosia
e Ciprés comun (Cupressus discolor M. Martens &
lusitanica) Galeotti)
e Cedro blanco (Cupressus ¢ Roble (Nothofagus obliqua
lusitanica) (Mirb.) Oerst).
e Gravilea (Gravillea robusta) ¢ Pito (Erythrina berteroana
Urb).
Erutales e Banano (Musa paradisiaca L). | e Mango (Mangifera indica L).
e Naranja (Citrus sinensis) e Manzana rosa (Syzygium
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e Limon (Citrus limon). jambos)
eFresa (Fragaria vesca.) e Jocote (Spondias purpurea).
eDurazno (Prunus persica L.) | ¢Paterna (Inga paterno).
e Manzana (Malus domestica). | eAguacate (Persea americana
e Aguacate (Persea americana | Mill).

Mill.) e Limon (Citrus limon).
e Naranja (Citrus sinensis).

e Banano (Musa paradisiaca L).

e Café (Coffea arabica L.)
e Maiz (Zea mays L).
e Cacao (Theobroma cacao L.) Friiol (P | \garis L)
. e Frijo aseolus vulgaris L).
Cultivos e Maiz (Zea mays L.) _
e Hortensia (Hydrangea).

e Frijol (Phaseolus vulgaris L.)

Fuente: (Rivera WD; Vasquez JF. 2004; Alvarado AJ. 2011)

Las abejas recolectan usualmente materiales lipofilicos, como gomas y
resinas que producen muchos arboles, generalmente en heridas de las planta.
Segun estudio realizado por Calderon en el afio 2009, sucede en propodleos, en el
gue las abejas recolectan resinas de arboles de climas templados, particularmente
los arboles del tipo conifera, por tal razén, se ha comprobado que el propdleo
contiene flavonoides del tipo flavonas, flavanonas y acidos fendlicos. En el tropico
este tipo de arboles es menos comun, por lo que las abejas han tenido que buscar
otras fuentes de resinas, de tipo florales, con lo cual, se comprueba que hay
mayor capacidad antioxidantes en propoéleos recolectados en climas templados
(Calderon RA, 2009). Asi mismo, en las zonas templadas de Guatemala se
observa en los apiarios mayor cantidad de propdleos, que en apiarios de la costa
Sur. * Por tal razén, concuerda con los resultados obtenidos en el presente
estudio, donde se comprueba que hay mayor actividad antioxidante en mieles

recolectadas en los departamentos con una condicion climatica mas templada.

* Garcia E. 2014. Comunicacién Personal.
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Una de las caracteristica que presentan los departamentos de
Sacatepéquez y Santa Rosa, donde se obtuvieron las muestras de mayor
actividad antioxidante es que ambos departamentos poseen clima templado,
prevaleciendo en su vegetacion los &rboles coniferos, asi como los citricos,
cultivos de café, entre otros, de acuerdo a los resultados se encuentra una

relacion similar al estudio realizado con otro producto de la colmena.

Analisis estadistico

Se realiz6 un andlisis estadistico de prueba de t de Student para las
muestras. Con un 95% de confianza, encontrando una diferencia estadisticamente
significativa al 5%, en la cual, las muestras de miel del departamento de
Sacatepéquez presentaron mayor actividad antioxidante frente a las mieles del
departamento de Santa Rosa, con una diferencia de las medias de 0.1248 mg a

favor de las mieles de Sacatepéquez.
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VII. CONCLUSIONES

Bajo las condiciones del presente estudio se concluye:

Las muestras de miel recolectadas en regiones de clima templado, presentaron
actividad antioxidante, mientras que en las mieles de clima calido no se detecto

actividad antioxidante.

Las mieles provenientes del departamento de Sacatepéquez presentaron
mayor actividad antioxidante, frente a las mieles de Santa Rosa, tanto en
ensayos macrométricos como micromeétricos, mientras que en las de

Chiquimula, Petén y San Marcos no se detecto actividad antioxidante.
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VIL. RECOMENDACIONES

e Determinar la actividad antioxidante de otros productos que recolecta o
produce la abeja Apis mellifera, como posible fuente alternativa de

antioxidantes.
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VIII. RESUMEN

La apicultura es una actividad productiva y ultimamente ha tomado especial
importancia a nivel mundial, por diferentes motivos, entre ellos se menciona,
economicos debido a los productos derivados de la colmena, la importancia en el
ambiente con la polinizacion, ademas como medicamento alternativo para el
tratamiento de diversas enfermedades, entre las que se puede mencionar

antibacterianas, antiinflamatoria, cicatrizante y antioxidante.

La miel de abeja, posee diversas propiedades que ayudan a los seres humanos, a
contrarrestar dafios que factores externos ocasionan, es habitual que en la actualidad se
mencionen los dafios que provocan los radicales libres, produciendo alteraciones genéticas sobre
las células que se dividen continuamente, contribuyendo a aumentar el riesgo de cancer, a la
aparicién de enfermedades asociadas con el proceso de envejecimiento como el Alzheimer,

trastornos cardiovasculares, cataratas y otras alteraciones.

Con base a lo anterior, el proposito de este estudio fue identificar la
actividad antioxidante que posee la miel de abeja, recolectada en cinco diferentes
areas apicolas de la Republica de Guatemala, (San Marcos, Petén, Santa Rosa,
Chiquimula; Sacatepéquez). El estudio se dividio en tres fases: 1. Recolecciéon de

muestra, 2. Analisis de laboratorio, 3. Interpretacion de resultados.

Conforme a los resultados obtenidos, las mieles de climas templados como
Sacatepéquez y Santa Rosa poseen mayor actividad antioxidante, que las mieles
de clima célido como Chiquimula, Petén y San Marcos, asi mismo, las mieles
recolectadas de Sacatepéquez presentaron mayor actividad antioxidante, frente a
las mieles de Santa Rosa tanto en ensayos macromeétricos como micrometricos,
mientras que en las de Chiquimula, Petén y San Marcos no se detectd actividad

antioxidante.
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SUMMARY

Beekeeping is a productive activity and has recently taken special
importance worldwide, for various reasons, including mentions, economic because
the products of the hive, the importance in the environment with pollination, as well
as alternative medicine for treatment of various diseases, among which can be

mentioned antibacterial, anti-inflammatory, healing and antioxidant.

The honey bee, has several properties that help humans to counteract
external factors cause damage, it is common today for damage caused by free
radicals are mentioned, producing genetic changes on cells continually divide,
contributing to increased cancer risk, the onset of diseases associated with aging
such as Alzheimer's, cardiovascular disease, cataracts and other disorders

diseases.

Based on the above, the purpose of this study was to identify the antioxidant
activity that has the honey, bee collected in five different areas of the Republic of
Guatemala (San Marcos, Petén, Santa Rosa, Chiquimula, Sacatepéquez). The
study was divided into three phases: 1. Sample collection, 2. Laboratory analysis

3.Interpretation of results.

According to the results, the honey temperate as Sacatepéquez and Santa
Rosa have greater antioxidant activity than honey warm weather as Chiquimula,
Petén and San Marcos, also, the honey collected from Sacatepéquez showed
higher antioxidant activity against honeys Santa Rosa macrometer both trials as
micrometer, while the Chiquimula, Petén and San Marcos antioxidant activity is not

detected.
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Figura 3. FASE I. Recoleccién de la muestra

Muestras recolectadas en
Centros de Acopio, durante la
época de cosecha
Diciembre 2011-febrero 2012

Figura 4. Analisis de laboratorio

Analisis realizados en

Aglitc,anddo los Aspersion con LIPRONAT, de la Facultad de

standares fanci imi i

Comparativos Radical DPPH. Ciencias Quimicas y Farmacia.
USAC.
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Figura 5. Determinaciéon de Actividad Antioxidante por medio de
Cromatografia en Capa Fina (Ensayo Macrométrico)

SAC SR.
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