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1. RESUMEN

Las composiciones quimicas de la miel y el propéleo varian de acuerdo a la
especie de abeja, origen, clima, regidon geografica y flora alrededor de la colmena,
por esa razon, es importante efectuar el estudio de estos productos de la colmena
en diferentes regiones del departamento del Cauca. En el presente estudio se
realizdé un analisis de los perfiles fendlicos de muestras comerciales de miel, miel
propolizada y propdleo provenientes de zonas de Santander de Quilichao y Tunia
en el departamento del Cauca, mediante el uso de espectrometria de masas con
ionizacion por electrospray, ademas se evaluaron y se estimaron estadisticamente
los parametros fisicoquimicos, contenidos fendlicos totales y flavonoides totales,
asi como sus actividades antioxidantes por los métodos DPPH y ABTS.

La espectrometria de masas hizo posible la identificacion cualitativa de 12

compuestos fendlicos: 6 acidos fendlicos y 6 flavonoides.

Los parametros fisicoquimicos se encontraron dentro de los rangos establecidos
por el INVIMA para las mieles, mostrando algunas caracteristicas distintivas entre
ellas, como su conductividad y actividad de diastasa. El extracto de propéleo de
Santander mostré los valores mas altos de actividad antioxidante por DPPH
(Cls50=0,244+0,006 y mg/mL) y ABTS (Cls0=0,771+0,015 mg/mL), contenido total
de fenoles (890,206+6,108 mg AG/g muestra) y flavonoides (15,237+0,102 mg
CAT/g muestra) por lo que se puede considerar como un producto de calidad para
la industria alimentaria y farmacéutica, mientras que la miel de Tunia presento los
valores mas bajos de actividad antioxidante por DPPH (Clsp=197,400+1,446
mg/mL) y ABTS (Clsp=230,200+5,434 mg/mL), contenido total de fenoles
(0,775%£0,010 mg AG/g muestra) y flavonoides (0,035+0,003 mg Cat/g muestra).
Una correlacion (r=0,610) se observé entre el contenido de fenoles totales y la

actividad antioxidante por ABTS.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los seres humanos consumen medicamentos para tratar las enfermedades
producidas por el estrés oxidativo, sin embargo, los medicamentos sintéticos
usados en los ultimos afios pueden ocasionar efectos adversos sobre la salud
humana y es por esto, que actualmente se recurre a la medicina tradicional y al
tratamiento y prevencion de enfermedades con productos naturales que en teoria
presentan propiedades antioxidantes. Entre estos productos se encuentran la miel
y el propéleo, los cuales han sido usados por los humanos desde sus inicios,

principalmente en medicina alternativa.

En el departamento del Cauca se comercializa un nuevo producto conocido como
miel propolizada, el cual es obtenido mediante la combinacién de miel y extracto
de propodleo, con la idea de que el producto tenga mejores propiedades que sus
productos puros, sin embargo, el problema radica en que estos articulos
comerciales no presentan estudios de calidad y actividad biolégica; es por esto
que se plantea realizar el estudio fisicoquimico exigido por el INVIMA, para
observar la calidad de la miel de origen y como varian estos parametros en la miel
propolizada. Se busca también, examinar y comparar la actividad biol6gica a
través del analisis del contenido de compuestos con actividad antioxidante en miel
propolizada, miel y propéleo producidos en dos apicolas del departamento del
Cauca con el fin de llevar a cabo una comprobacion cientifica del potencial con el

cual se comercializan dichos productos.



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

3.1.1 Evaluar la capacidad antioxidante, composicién de acidos fendlicos y
flavonoides en dos muestras de miel propolizada disponibles comercialmente en la

ciudad de Popayan-Cauca.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Determinar el contenido total de polifenoles y flavonoides mediante los
métodos colorimétricos de Folin-Ciocalteu y tricloruro de aluminio

respectivamente.

3.2.2 Determinar la capacidad antioxidante total mediante los métodos DPPH vy
ABTS.

3.2.3 Aplicar un método estadistico para el andlisis de resultados sobre la
extraccion y determinacion de &cidos fendlicos y flavonoides.



4. FUNDAMENTO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

4.1 MIEL

La miel es una solucién sobresaturada de azlcares, de los cuales la fructosa y la
glucosa son los principales componentes junto con el agua. Otros azucares,
proteinas, enzimas, carotenoides, compuestos fendlicos, aminoacidos libres,
acidos organicos, vitaminas y minerales también se encuentran en ella. Puede
originarse a partir de especies de plantas Unicas o mdultiples, y su composicién
bioquimica se ve afectada por la fuente floral’. Adicionalmente, es considerada
como un alimento de alta calidad, al que se le atribuye propiedades funcionales,
las cuales han sido investigadas desde hace muchos afos, demostrando
propiedades beneficiosas asociadas a los niveles de compuestos bioactivos,

principalmente fenélicos?.

4.2 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LA MIEL

Las caracteristicas fisicoquimicas de la miel se deben evaluar para conocer su
calidad e identificar si se presentan adulteraciones en su composicion; de igual
modo, indica los procesos quimicos que estos hayan podido sufrir debido a una
mala manipulacion. En consecuencia, se cred la Resolucion 1057 del INVIMA
(Colombia 2010) la cual establece el reglamento técnico sobre los requisitos
sanitarios que debe cumplir la miel para consumo humano y define las
caracteristicas fisicoquimicas que debe contener para su comercializacién®. Los

parametros a evaluar son los siguientes:

Solidos insolubles: La extraccion de la miel se realiza por diferentes métodos

como la centrifugaciéon de los panales desoperculados sin larvas. Otra de las



técnicas de obtencion de miel es por compresion de los panales, sin larvas, con o
sin la aplicacion de calor moderado; y, un tercer método, es mediante el drenaje
de los panales desoperculados sin larvas. Estos procesos buscan una extraccion
efectiva de la miel de los panales y eliminar material grueso contaminante, tales
COMo insectos o0 sus restos, larvas o granos de arena, o del mismo polen, material
definido como insoluble, representado en impurezas que deterioran la calidad del
producto final y cuyos valores maximos permitidos son reportados por la norma
mundial y definidos segun el tipo de extraccibn empleada; asi, para mieles
prensadas se exige no mas del 0,5 % y para las mieles extraidas por otros

métodos no méas del 0,1 % de contenido total de soélidos insolubles?®.

Contenido de humedad: El grado de humedad en la miel es empleado como
parametro para determinar el momento de la cosecha; los valores permitidos no
deben superar el 20%. Un alto contenido de humedad favorece los procesos de
fermentacién por levaduras, lo que conlleva a la contaminacion del producto y a su

rapida degradacion®.

Contenido aparente de azucar reductor: La miel es una mezcla compuesta
principalmente en un 70 % por los carbohidratos glucosa y fructosa. Su tercer
componente mayoritario es el agua. También contiene otros tipos de azlcares
minoritarios. Los azlcares reductores son aquellos que poseen un grupo carbonilo
intacto y que, a través del mismo, pueden reaccionar con otras moléculas, lo que
provoca la alteracion de las proteinas mediante la reaccion de glucosilacién no

enzimatica, también denominada reaccion de Maillard?®.

Contenido aparente de sacarosa: La enzima mas importante de la miel es la a-
glucosidasa, ya que es la responsable de muchos de los cambios que ocurren en
la miel; también se conoce como invertasa 0 sucrasa y convierte el disacarido
sacarosa de la miel en sus constituyentes monosacaridos fructosa y glucosa. Es

por esto, que las mieles maduradas deben presentar un contenido minimo de



sacarosa. El reglamento exige un porcentaje menor a 10*,

Contenido de sustancias minerales (cenizas): Los minerales que contiene la
miel son: fésforo, magnesio, calcio, hierro, sodio y potasio. En la evaluacién del
contenido de cenizas de productos apicolas como la miel, la magnitud del
contenido de cenizas es una variable, el cual se puede utilizar para diferenciar
tipos de miel o reconocer alguna adulteracion de las mismas. En el caso de las
mieles florales, el contenido de cenizas es bajo comparado con el de mieles de
mielada, mientras que en el caso de adulteraciones con melaza, su alto contenido

de cenizas (alrededor de 10 %) conlleva a un marcado incremento de estas®.

Conductividad eléctrica: La conductividad eléctrica se define como la capacidad
de una solucion acuosa para conducir una corriente eléctrica, la cual depende de
la presencia de iones, de su concentracion, movilidad y temperatura. En muestras
de miel, la conductividad eléctrica se define como 1 mL de una solucion de 20 g de
miel en base seca, en 100 mL de agua, medida a 20 °C (68 °F)>.

Acidez: La acidez libre esta relacionada con las sustancias acidas valorables por
titulacion directa con hidroxido de sodio hasta un pH menor a 8,5. La acidez
lacténica se determina mediante la adicion de hidroxido de sodio hasta alcanzar
un pH superior a 9.5 y permite la cuantificacion de estructuras condensadas
conocidas como lactonas, mediante la valoracion del hidroxido de sodio que no es
consumido en la hidrdlisis de dichas estructuras. La acidez total corresponde a la
suma de los valores de acidez libre y lactonica. La acidez de una muestra de miel
es una caracteristica que eventualmente se puede emplear como parametro de

diferenciacién entre muestras de miel de diferentes regiones u origenes®.

indice de la diastasa: La diastasa en una enzima presente naturalmente en
mieles frescas, cuyos niveles disminuyen durante el almacenamiento o

calentamiento. Su activad es un indicador de la calidad de la miel, que guarda una



estrecha relacién con la frescura y su manipulacién® y tiene como funcién principal
la conversion de azucares complejos en simples. La actividad diastasa de la miel
se mide como el tiempo de reaccion, en el cual una masa definida de miel degrada
una cantidad dada de almidén hasta un punto final preestablecido. Se indica como

namero de diastasa (ND).

Numero diastasa: cantidad de enzima en 1 g de miel que degrada a 0,01 g de
almiddn en el punto final preestablecido, en 1 hora a 40 °C, bajo las condiciones
indicadas en este método. Los resultados son expresados en unidades Gothe (o

unidades Schade) por gramo de miel®.

4.3 PROPOLEO

El propdleo es una sustancia resinosa, de color oscuro, recolectada por abejas de
brotes de hoja, flor, tallos y grietas en la corteza de muchas especies de arboles.
Este material se transporta a la colmena y se mezcla con cera de abejas,
produciendo una sustancia fuertemente adhesiva, que durante siglos se ha
utilizado en todo el mundo en la medicina tradicional. Las abejas (Apis mellifera)
usan el propdleo como sellador para proteger sus colmenas de los invasores, el
calor, la humedad y el viento. Generan este producto al recolectar sustancias
resinosas de los exudados de ciertas plantas que se modifican al mezclarse con
enzimas, polen y cera; generalmente estd compuesto de resinas (50%), ceras
(30%), aceites esenciales (10%), polen (5%) y otras sustancias organicas y
minerales (5%)°. El propéleo se ha usado tradicionalmente por sus propiedades
antioxidantes y medicinales (antimicrobiana, antiviral, antiinflamatoria, antitumoral,
hepatoprotectora e inmunomoduladora). Entre los compuestos identificados en
este producto, se deben destacar los compuestos fendlicos, puesto que son los
principales responsables de su actividad farmacolégica y biolégica®. La presencia

de estos compuestos bioactivos en el propdleo, esta fuertemente influenciada por



la vegetacion y el clima en la regién donde se encuentran las abejas®.

4.4 MIEL PROPOLIZADA

La miel con propdéleo, conocida comercialmente como miel propolizada es un
nuevo producto alimenticio preparado con miel y extracto de propdleo en
proporciones establecidas por cada comercializador, que presenta mejores
propiedades funcionales que la miel pura, ya que a las cualidades de la miel se le
afaden las propiedades presentes en el propdleo; existen productos con distintos
grados de contenido de propdleo y estos dependen del gusto del consumidor,
debido a que el propdleo presenta un caracter amargo, lo cual hace que no sea
apetecido como producto puro, por tanto, se ha creado este nuevo producto con

mejores caracteristicas organolépticas para el consumidor®.

45 LA APICULTURA EN COLOMBIA

La apicultura en Colombia ha tenido avances significativos en aspectos cientificos
y tecnoldgicos que son relevantes para la modernizacion e industrializacion del
sector en el pais. A través de cooperativas, asociaciones y de la misma Cadena
Productiva de las Abejas y Apicultura (CPAA) se ha impulsado el consumo de
productos como la miel, polen y propdleo a razén de sus bondades nutricionales y

nutracéuticas®.

Actualmente la apicultura puede ser desarrollada en la mayor parte del territorio
nacional, se excluyen areas con climas selvaticos, en los cuales la humedad y
diversidad de depredadores no lo permiten. La produccion de miel se da
principalmente en areas por debajo de los 1.000 msnm. La Costa Caribe se
destaca por ser tradicionalmente la de mayor produccion de miel y los promedios

reportados para la regién son de 35 kg/colmena/afio®.



Por su parte, el departamento del Cauca ocupa el séptimo puesto en produccion

de miel y otros productos de colmena a nivel nacional (178 Toneladas en 2014)°.

4.6 ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO Y RADICALES LIBRES

Los radicales libres son especies quimicas reactivas que tienen un unico electron
desapareado en sus orbitales mas externos. Esta configuracion electrénica es
altamente energética, lo que hace que los radicales libres sean quimicamente
inestables y muy reactivos. Cuando se producen en alimentos o tejidos biolégicos,
reaccionan facilmente con moléculas cercanas, como lipidos, carbohidratos,
proteinas y &cidos nucleicos, produciendo diferentes especies radicales y no

radicales que, en la mayoria de los casos, son perjudiciales para los humanos’.

El oxigeno molecular es un radical libre estable pero también un compuesto
esencial para la vida y la funcion celular. En los sistemas vivos, la metabolizacion
del oxigeno molecular produce radicales centrados en oxigeno, a través de una
variedad de procesos fisiologicos. Las especies reactivas de oxigeno (ERO) se
encuentran entre las clases mas importantes de especies radicales en los
sistemas alimentarios y en los alimentos basados en lipidos e incluyen especies
cargadas y neutras como los radicales de aniones superdxido (O;°), peroxido de
hidrégeno (H20,), radical hidroxilo (OH"), radicales alcoxilo (RO-) y radicales
peroxilo (ROO). Sin embargo, no son las Uunicas especies de radicales
involucrados, las especies reactivas de nitrogeno (ERN), por ejemplo, peroxinitrito

(ONOO) y 6xido nitrico (‘NO), también son relevantes’.

4.7 COMPUESTOS CON ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Los antioxidantes son sustancias quimicas que inhiben la reaccién de oxidacion de

los radicales libres, mediante el intercambio de uno de sus propios electrones con
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las moléculas de radicales libres para estabilizarlos. La mayoria de los
antioxidantes se clasifican de acuerdo con sus caracteristicas estructurales, pero
también pueden clasificarse segun su origen en el cuerpo humano como
endégeno o exdgeno. El cuerpo humano produce moléculas antioxidantes
(enddgenas) pero también puede obtenerlas de fuentes externas (exdgenas) como
alimentos y/o suplementos. Los antioxidantes enddgenos incluyen antioxidantes
enzimaticos tales como superéxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasas,
que previenen la formacion de ERO. Los antioxidantes enddgenos también
incluyen algunos eliminadores de radicales para suprimir o romper las reacciones
en cadena, como el acido ascoérbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E),
bilirrubina, acido urico, etc. Los alimentos, las hierbas y las especias son la
principal fuente de antioxidantes polifendlicos exdgenos como los acidos fendlicos,

flavonoides, isoflavonas, flavonas, antocianinas y cumarinas’.

Una ingesta de alimentos ricos en antioxidantes dentro de los cuales se
encuentran la miel y el propéleo, por su contenido de polifenoles y vitaminas, es
una terapia eficaz para mantener la salud de los seres vivos, previniendo el ataque
de ERO y ERN, ademéas de ser una estrategia para el tratamiento de

enfermedades degenerativas’.

4.8 COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fendlicos son compuestos organicos cuyas estructuras
moleculares contienen al menos un grupo fenol. Estan contenidos principalmente
en plantas y alimentos y son un grupo heterogéneo de productos de unos 10.000
compuestos: algunos son solubles en solventes organicos, otros son glucésidos o
acidos carboxilicos solubles en agua, mientras que otros son polimeros muy

grandes e insolubles®.
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Estructuralmente, los &cidos fendlicos son fenoles que poseen un resto acido
carboxilico que puede unirse directamente al anillo aroméatico (derivados del acido
benzoico) o unirse a un residuo alquilo (derivados del acido hidroxicinamico). Las
variaciones en la posicion y naturaleza de los sustituyentes en este esqueleto
basico conducen a una variedad de antioxidantes. Los derivados benzoicos como
los acidos protocatecuicos, vanilicos y galicos y los derivados hidroxicinamicos
como los acidos p-cumarico, caféico , ferulico y sinapico se encuentran entre los
antioxidantes mas comunes y potentes®. La figura 1 muestra las estructuras

basicas de los acidos fendlicos.

H H
Acidos p-hidroxibenzoicos  Acidos p-hidroxicinamicos
Figura 1. Estructura basica de las clases de acidos fendlicos.

Cuando el anillo fendlico se une a través de enlaces éster, éter o acetal, se
obtiene una amplia gama de polifenoles mas complejos. Los flavonoides
comprenden la clase mas abundante de polifenoles vegetales con varios miles de
estructuras quimicas identificadas. Ellos comparten un esqueleto de carbono de
difenilo propano, dos anillos de benceno (A y B, figura 2) unidos por una cadena
de tres carbonos lineal, esta cadena central generalmente forma un anillo de

pirano cerrado (C) con uno de los anillos de benceno.

o L]
06

o

Figura 2. Estructura basica de un flavonoide.

Los flavonoides han adquirido notoriedad debido a su interesante actividad

biolégica, dentro de las cuales se pueden destacar: propiedades antimicrobianas,
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anticancerigenas, disminucién del riesgo de enfermedades cardiacas, entre otros

efectos®.

Los flavonoides se pueden clasificar en las subclases flavanonoles, flavonas,
flavonoles, flavanonas, antocianinas y taninos condensados (figura 3). Esta
subdivision se basa principalmente en la presencia (0 ausencia) de un doble

enlace del anillo C (medio) y grupos hidroxilo en los anillos A y B®.

O OH

o

Flavanonoles Flavonoles

Figura 3. Estructuras basicas de las clases de flavonoides.

49 METODOS DE EXTRACCION DE COMPUESTOS FENOLICOS EN
PRODUCTOS DE COLMENA

En la literatura se reportan diversos métodos para extraer compuestos fendlicos
en miel y propdleo. A continuacion se describen algunos de estos métodos de
extraccion:

Extraccién en fase sélida

La extraccion en fase solida (EFS) es una técnica preparativa para limpiar la

muestra previamente a la cuantificacion y/o futura concentracién del analito que
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esta presente en la muestra. El término “extraccion en fase sélida” es debido a que
el material de soporte utilizado es un sélido, a través del cual pasa un liquido o un
gas. Los analitos son absorbidos en el soporte y luego eluidos de acuerdo a sus
diferentes afinidades entre el material absorbente y la fase movil utilizada.

Para la extraccion de compuestos fendlicos en miel se utilizan generalmente como
fase estacionaria resinas como Amberlite XAD-2 o C18°. En el caso del propéleo,
este tipo de extraccion no es adecuado, debido a la presencia de material

resinoso, que imposibilita la separacion.

Extraccion liquido-liquido

La extraccion liquido-liquido es una técnica de uso frecuente para aislar
compuestos organicos a partir de su fuente natural. Se basa en las propiedades
de solubilidad de la sustancia a extraer y del solvente utilizado®. En el caso de la
miel, los solventes a usar para la extraccibn de compuestos fenodlicos por lo
general son los solventes en los que los carbohidratos presentan insolubilidad

como los éteres, ésteres y algunos alcoholes.

Extraccion sélido-liquido

La extraccidn sélido-liquido es una operacion basica o unitaria mediante la cual se
separan uno 0 varios constituyentes solubles contenidos en un soélido inerte

mediante la utilizacién de un disolvente adecuado. Las operaciones implicadas
9

son”:
- Cambio de fase del soluto. Esta etapa se considera practicamente
instantanea.

- Difusién del soluto a través del disolvente contenido en los poros del solido
inerte.

- Transferencia del soluto desde las inmediaciones de la interfase soélido-
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liquido hasta el seno de la masa principal de disolvente®.

El propdleo para fines comerciales se extrae generalmente mediante maceracion
del producto con adicién de solvente, el cual permite extraer los polifenoles con el

uso de una mezcla de solventes etanol-agua en diferentes proporciones.

4.10 DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS

El ensayo Folin-Ciocalteu se utiliza como medida del contenido de compuestos
fendlicos totales en productos vegetales y alimentos. Se basa en que los
compuestos fendlicos reaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteu, a pH basico,
dando lugar a una coloracibn azul susceptible de ser determinada
espectrofotométricamente a 765 nm. Este reactivo contiene una mezcla de
wolframato sodico y molibdato sédico en acido fosférico (HsM01,040P y Hz [P
(W3010)4] y reacciona con los compuestos fendlicos presentes en la muestra. El
acido fosfomolibdotungstico (formado por las dos sales en el medio &cido), de
color amarillo, al ser reducido por los grupos fendlicos da lugar a un complejo de
color azul intenso (WsO13 ¥ M0gO33), cuya intensidad es la que medimos para
evaluar el contenido en polifenoles. EI mecanismo de reaccion es una reaccion
redox, por lo que ademdas puede considerarse también, como un método de
medida de la actividad antioxidante total; por tal razon, el reactivo de Folin-
Ciocalteu, puede reaccionar con compuestos no fendlicos, como son el acido
ascorbico, los azucares y los aminoacidos, produciéndose asi una sobrevaloracion

del contenido fenélico™.
La medida de polifenoles por el ensayo de Folin-Ciocalteu se cuantifica por

espectrofotometria con base a una recta patrén de acido galico™. La reacci6n

patrén se puede observar en la figura 4:
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HO OH O OH

H

Figura 4. Reaccién patron de &cido galico con reactivo Folin-Ciocalteu™®.

4.11 DETERMINACION DE FLAVONOIDES

El ensayo de determinacion de flavonoides por el método de tricloruro de aluminio
se fundamenta en la capacidad del cation aluminio para formar complejos estables
con flavonoides en metanol, que producen un desplazamiento hacia longitudes de
onda mayores y una intensificacibn de la absorcion en el andlisis
espectrofotométrico. Asi, es posible determinar la cantidad de flavonoides,
evitando la interferencia con otras sustancias fendlicas, especialmente acidos
fendlicos, que invariablemente acompafan a los flavonoides en los tejidos
vegetales. Este método se cuantifica por espectrofotometria a una longitud de
onda de 510 nm con base a una recta patrén de catequina o quercetina'’. La

figura 5 presenta la reaccion de un flavonoide con el cloruro de aluminio.

OH Q,
HO (0] \\©: q A|3+
: OH ac, HO O w y

O
OH Base
H H

OH

Figura 5. Formacion del complejo catequina-Al*.

4.12 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
En la evaluacion de la actividad antioxidante se han utilizado alrededor de 11

métodos in vitro en materiales biolégicos. Los métodos mas comunmente usados

para medir la actividad antioxidante en plantas y alimentos son aquellos que
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involucran compuestos cromoégenos de naturaleza radical que estimulan las

especies reductoras de oxigeno, por ejemplo, los métodos ABTS y DPPH*2.

4.12.1 Determinacion de la actividad antioxidante por el método DPPH

El ensayo DPPH se basa en la desaparicion del radical cromogeno purpura 1,1-
difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH) por la accion de los antioxidantes, lo cual produce
una disminucion de la absorbancia a 515 nm. Cuando una solucién de DPPH se
mezcla con una sustancia que puede donar un atomo de hidrégeno (HAT), la
forma reducida del radical se acompafa de pérdida de color. La actividad se
expresa como concentracion inhibidora media Clso. Se refiere a la cantidad de
antioxidante necesaria para disminuir en un 50% la concentracién inicial de DPPH.
Por lo tanto, un Clso inferior significa una mejor actividad de los radicales de
barrido o actividad antioxidante'?. La figura 6 presenta la reaccién entre un

compuesto antioxidante con el radical DPPH.

NO, NO,
. ArOH ©\ H
N %, N
% O,N NO, Ar0o* f OzN NO,

DPPH’ (violeta) DPPH (H) (amarillo)

Figura 6. Reaccién del DPPH radical con el compuesto antioxidante™?.

4.12.2 Determinacién de la actividad antioxidante por el método ABTS

El ensayo ABTS fue reportado por primera vez por Miller y Rice-Evans en 1993.
Se basa en la desaparicion del catién radical ABTS™ [acido 2,2 '-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico)] por la accion de los antioxidantes. EI ABTS es

oxidado por los radicales peroxilo u otros oxidantes a su forma de cation radical
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ABTS™, el cual es de color intenso, y la capacidad antioxidante de los compuestos
de prueba se mide como inhibicion Optica complementaria a la absorbancia
(disminucién del color), al reaccionar directamente con el radical ABTS™. La
capacidad relativa de los antioxidantes donantes de hidrogeno para eliminar

ABTS™, se puede medir espectrofotométricamente a 734 nm*?

El cation radical (ABTS™), se genera por la oxidacion de ABTS con persulfato de
potasio y se reduce en presencia de antioxidantes donadores de hidrégeno. La
oxidacion con persulfato potasico se lleva a cabo a temperatura ambiente, en
ausencia de luz, en un tiempo de 12 a 16 h. El persulfato potasico y el ABTS
reaccionan estequiométricamente (1:0.5). Una vez generado el radical la medida
se realiza mediante un ensayo de post adicién'’. La figura 7 muestra la reaccion

de un compuesto antioxidante con el radical ABTS:

‘035 S H,C AI’OH
o -
NN f
v sg SOy
CH, AroH \cH, Q/

ABTS™ (verde) ABTS (H) (incoloro)
Figura 7. Reaccién del ABTS radical con el compuesto antioxidante'?

4.13 ESTUDIOS PREVIOS

La miel y el propoleo han sido alimentos a los que se les han realizado multiples
estudios a nivel mundial, debido a los diferentes resultados obtenidos que estan
relacionados directamente con su composicion, clima y ubicacion geogréfica de la

zona.
Mouhoubi-Tafinine, Ouchemoukh y Tamendjari (2016)*3, realizaron estudios en 4
muestras de miel y 3 muestras de propdleo recolectados en Argelia; optimizaron la

extraccion de compuestos fendlicos probando cuatro solventes distintos (agua,
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etanol 50%, etanol 85% y metanol 50%), y determinaron como mejor solvente de
extraccién agua para la miel y etanol 85% para el propéleo, mediante el andlisis

del contenido de fenoles, flavonoides, carotenoides y acido ascérbico.

Mariela Patrignani y colaboradores (2018), correlacionaron el contenido de
componentes  volatiles, con el origen botanico, mediante andlisis
melisopalinolégico en 25 muestras de miel de varias regiones de Argentina.
Encontraron como compuestos comunes en la mayoria de las muestras: 3,8-p-
mentatrieno, ciclopropilidenmetilbenceno, 1,2,4-trimetilbenceno y a-pineno y 7
compuestos mas que pueden estar relacionados con el origen botanico de las

muestras.

En Colombia también se han realizado varios estudios en productos de colmena,
entre ellos se encuentra el trabajo de Rossana Palomino y colaboradores (2010)*°,
quienes realizaron el estudio antimicrobiano en una muestra de propdleo del
municipio de La Union (Antioguia). Las evaluaciones contra los hongos
Colletotrichum gloeosporioides, C. acutatum, Aspergillus sp. y Penicillium sp., y de
actividad antibacteriana, contra Bacillus subtilis (esporulada), Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Salmonella tiphy, demostrando un efecto del propéleo en
la inhibicion del crecimiento en todos los casos.

Otro estudio colombiano de estos productos es el de Urrego J. (2017)*, en donde
realiz6 la caracterizacion fisicoquimica de 10 muestras miel de dos regiones del
departamento de Antioquia, analizando los parametros fisicoquimicos
contemplados por la normativa colombiana. Urrego concluyo que todas las mieles
cumplian con los parametros normativos para la comercializaciéon, ademas
recomendl establecer criterios de seleccibn de muestras por época de
produccion, para abarcar el afio calendario, lo que permitira conocer las distintas

caracteristicas de las mieles producidas en el afo.
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En el departamento del Cauca, especialmente en el grupo de investigacion en
Quimica de Productos Naturales, se han realizado investigaciones relacionadas
con miel express, es decir, miel producida por la alimentacién de abejas con jugos
de frutas o diversas plantas, entre ellos, se encuentra el trabajo realizado por
Benitez, R., Tandioy, A. & Astaiza (2004)*’, denominado: Incremento del nivel
proteico de la miel express, alimentando a las abejas (Apis mellifera) con jarabe a
partir de leche de soya (Glycine max). En este estudio, se realiz6 la investigacion
del contenido proteico y nivel de aminoacidos, con particular interés en
aminoacidos esenciales, cuando se alimentan las abejas con un jarabe de leche
de soya. Concluyeron que la concentracion de proteina en las mieles express es

mayor que en la miel natural.

Escanddn, S., (2006)'" en el trabajo titulado: Determinacién y cuantificacién del
eucaliptol (1,8-Cineol) en miel express de eucalipto (Eucaliptus sp.) mediante
cromatografia de gases; jarabes con extracto de eucalipto para alimentar abejas y
obtener mieles con el principio activo de esta planta conocida como eucaliptol (1,8-
cineol), realizando inicialmente en la miel extracciones por ultrasonido con
mezclas de solventes organicos y su posterior andlisis por cromatografia de gases
con detector de ionizacion de llama, se logro enriquecer las mieles con el principio

activo.

Otro trabajo es el de Lenis, L., Ruales, C. & Benitez (2007)8, titulado:
Determinacion y cuantificacién de esteviésido y rebaudidsido A, presentes en la
miel express de Stevia (Stevia rebaudiana bertoni) por cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC). En el desarrollo de este trabajo, se alimentaron las abejas
mediante el suministro de jarabes preparados a base de extracto de stevia para la
obtencion de un producto denominado miel express de stevia, también se
cuantificaron esteviodsidos y rebaudiosidos, obteniendo concentraciones de
estevidsido en un rango de 0,97-2,8 mg/g y de rebaudiésido A en un rango de 3,0

- 6,0 mg/g.
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5. METODOLOGIA

A continuacion se presenta la metodologia empleada en la realizacion del trabajo.

5.1 ADQUISICION DE MUESTRAS

Se analizaron dos muestras comerciales de miel, dos muestras de miel
propolizada y dos del extracto etandlico de propdleo, adquiridas de la apicola El
Ventanal localizada en el corregimiento de Tunia, municipio de Piendamo-Cauca y
las otras de Agroindustrias Savia localizada en el municipio de Santander de
Quilichao-Cauca. Las muestras se adquirieron pocos dias después de ser
producidas por las apicolas y se conservaron en sus recipientes comerciales a
temperatura ambiente, sin incidencia de la luz solar hasta posteriores analisis. La
figura 8 presenta los productos comerciales adquiridos de miel, miel propolizada y

propdleo respectivamente para la realizacién del trabajo.

Productos Apicola El Ventanal Productos Agroindustrias Savia.

Figura 8.Productos comerciales.

De acuerdo con la informacion suministrada por los proveedores, las mieles son
origen floral, tropical y procesadas mediante prensado, por tanto, son las
caracteristicas a tener en cuenta segun los requisitos de la norma del INVIMA

analizados en la secciéon de resultados (Tabla 2). En la tabla 1 se presentan las
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caracteristicas mas relevantes para los productos comerciales analizados.

Tabla 1. Caracteristicas de las muestras comerciales.

MT MPT EEPT MS MPS EEPS
40¢g 50¢
propéleo propéleo
. 100gMT 100 g 100gMS 100 g
Preparacion* --- 10 g
alcohol 3 g EEPS alcohol
EEPT . . . .
alimentario alimentario
76% 76%
Cantidad del
producto 375 mL 200 mL 60 mL 375 mL 150 mL 60 mL
comercial
Fecha
gf’giﬂ‘é’g‘ del 04032018 06/03/2018 04/03/2018  20/02/2018 25/02/2018  22/02/2018
(envasado)
Cordoncillo (Piper aduncum), balso Limén (Citrus x limén), mandarina
Flora (Ochroma  pyramidale), eucalipto (Citrus reticulata), mango (Mangifera

presente en
los

(Eucalyptus sp), guayabo (Psidium
guajava), arrayan (Luma apiculata),

indica), guayabo (Psidium guajava),
grosella (Ribes rubrum), guamo (Inga

alrededores  limon (Citrus x limén), mandarina edulis), chicharrén (Calea sessiliflora
de las (Citrus reticulata), salvia (Salvia sp.), incienso (Plectranthus
colmenas officinalis), zarza (Rubus), mani madagascariensis) y sangre de drago

forrajero (Arachis pintoi), café (Coffea) (Croton draco).
Localizacion  Vereda Quebrada Grande Tunia \éizﬁgﬁacl)‘a Palomera, Santander de
exacta_, de N 2°4074.123" O 76°32°15.693 N 2°57°20.088" O 76°25 31.296"
obtencion 1.800 msnm

1071 msnm

Localizacion AR 2k s © &4
en el mapa

Caldono -
- - lambalé
Morales

Piendamd
Silvia

*Reportado por cada empresa.
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5.2 REQUERIMIENTOS FISICOQUIMICOS NORMATIVOS PARA MIEL

Las caracteristicas fisicoquimicas de las muestras de miel se evaluaron para
determinar con antelacion si cumplen con los requisitos sanitarios y de calidad
establecidos por la resolucion 1057 del INVIMA y para descartar la presencia de
algun tipo de adulteracién. Los analisis fueron: sdlidos insolubles en agua,
contenido de humedad, contenido aparente de azUcar reductor, contenido
aparente de sacarosa, contenido de sustancias minerales (cenizas), conductividad
eléctrica, acidez libre, lactonica y total e indice de la diastasa. Todos los
procedimientos experimentales de cada requisito se realizaron por triplicado y se

aplicaron como lo establece la AOAC Internacional®®.

5.2.1 Solidos insolubles en agua

Se pesaron 3,0000 + 0,0020 g de miel o miel propolizada, seguido de la adicion de
agua destilada a 80 °C hasta completa disolucién; posteriormente, se filtr6 la
solucién a través de un papel filtro cualitativo previamente pesado usando un
equipo Buchner y se transfirio a una estufa (Fisher Scientific) a 80 °C por 2 horas;
se dej6 la muestra en un desecador hasta temperatura ambiente y finalmente se

pes6?. El contenido de sélidos insolubles se determiné aplicando la ecuacion 1:

masa ( sélidos + papel filtro) — masa papel friltro 100
X

%solidos insolubles en agua =
masa de la muestra

Ecuacion 1.Determinacion de sélidos insolubles en agua®.

5.2.2 Contenido de humedad

Se adicion6 una gota de miel o miel propolizada en un refractometro (Abbe Mark

) y se midié el valor del indice de refraccion y la temperatura de la muestra,
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finalmente se determiné el contenido de humedad mediante la relacién entre el
indice de refraccibn a 20 °C y el contenido de agua indicada en una tabla

proporcionada por la AOAC™®.

Para la correccion del indice de refraccion a una temperatura de 20 °C, se aplico

la ecuacion 2:
IRcorregido = Indice de Refraccion + (0,00023x|Temperatura medida — 20 °C|)
Ecuacion 2. Correccion del indice de refraccion de las muestras a 20 °C*°.

5.2.3 Contenido aparente de azucar reductor

Se prepararon las siguientes soluciones: sacarosa 10 g/L (tres dias antes del
ensayo), solucion indicadora de azul de metileno 0,2%, soluciones de miel o miel
propolizada 1%, Fehling A y Fehling B tal y como lo indica la AOAC™®.

Se pipetearon 5 mL de Fehling A 'y 5 mL de Fehling B; posteriormente se
afadieron 7 mL de agua destilada y un agitador magnético. Cuando la solucion se
encontraba en ebullicion, se adicioné 1 mL de azul de metileno y se inicié la
titulacion rapida de la muestra a la solucién en ebullicion hasta una coloracién rojo
ladrillo. El resultado de azUcares reductores se calcula en %m/m (tomada del
requerimiento establecido por el INVIMA?Y), aplicando la ecuacién 3:

m (mL de miel consumidas en la titulacion)x(Concentracion %7)
% —
m masa de la muestra

Ecuacién 3. Determinacion del contenido de azlcares reductores®..
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5.2.4 Contenido aparente de sacarosa

Para determinar el contenido aparente de sacarosa, se prepararon las soluciones
descritas a continuacion:

- Solucién de miel o miel propolizada al 1,25%

- Solucién de miel o miel propolizada al 1,25%, seguido de la adicién de 5 mL
de HCI concentrado y calentamiento en bafio maria a 65 °C por 10 minutos para
producir la inversion.

Seguido a esto, se adiciond cada solucién en un tubo para polarimetro de 100 mm
y se midié la rotacion Optica de las soluciones anteriores con el uso de un
polarimetro ATAGO AP-300.

El contenido aparente de sacarosa se determin6 usando la ecuacion 4:

Rotacion éptica de la solucion — Rotacion Optica de la solucion invertida
0,884

Ecuacidn 4. Contenido aparente de sacarosa™®.

Sacarosa aparente =

5.2.5 Contenido de sustancias minerales (cenizas)

Se pesaron 2,0000 £ 0,0020 g de miel o miel propolizada en un crisol de
porcelana, que posteriormente se sometieron a calcinacion usando una rampa de
3.5 °C/min durante 3 horas hasta llegar a una temperatura de 600 °C, la cual se
mantuvo por 7 horas. Seguidamente, las muestras se transfirieron a un desecador
cuando la mufla se encontraba a una temperatura menor a 100 °C; finalmente, las
muestras se pesaron a temperatura ambiente. El contenido de cenizas se calculd

con el uso de la ecuacioén 5:

YoCeni Peso (cenizas + crisol) — Peso del crisol) 100
enizas = x
0 z Peso de la muestra

Ecuacién 5. Determinacioén del porcentaje de cenizas™.
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5.2.6 Conductividad eléctrica

Se prepararon soluciones de miel o miel propolizada al 20% (p/v) (en base a
materia seca) en agua destilada desionizada sin CO, y se midi6 la conductividad a
20 ° C en un conductimetro Orién - Modelo105. Los resultados se expresaron en

miliSiemens por centimetro (mS / cm)®.

5.2.7 Acidez libre, lactdnicay total

Se pesaron 10,0000 + 0,0200 g de muestras de miel o miel propolizada y se
disolvieron en 75 mL de agua desionizada y se colocé en agitacibn magnética. A
continuacion, se midié el valor del pH inicial con un potenciémetro y se procedio a
titular con NaOH 0,05 N hasta un pH de 8,5 (acidez libre); posteriormente, se
agregaron 10 mL de NaOH 0,05 N y se titul6 la solucién con HCI 0,05 N hasta un
pH de 8,3 (acidez lactdnica). La acidez total es la suma de la acidez libre y

lactonica®.

La acidez libre, lactonica y total se calculan aplicando las ecuaciones 6, 7 y 8

respectivamente:

(mL NaOH 0,05 N (muestra) — mL NaOH 0,05 N (blanco))xSO*
g muestra
Ecuacién 6. Acidez libre®.

Acidez libre =

Acidez lacténica
[(mL NaOH 0,05 N —mL NaOH 0,05 N (blanco))x10* — (mL HCl 0,05 N —mL HCl 0,05 N (blanco))]x50*
g muestra

Ecuacién 7. Acidez lactonica®.

*Factores para expresar la acidez en meq/1000 g muestra

Acidez total = Acidez libre + acidez lactonica
Ecuacion 8. Acidez total®.
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5.2.8 Indice de la diastasa

La actividad de diastasa se determin6 usando una solucion tamponada de almidén
soluble al 2% y miel o miel propolizada al 20% incubada en un bafio termostético a
40° C. Se extrajeron alicuotas de 1 mL de solucién de miel a intervalos de 2
minutos y se afiadié 0.5 mL de almidén, seguido de la adicion de 1 mL de yodo
0,0007 N; la solucién se mezclé y se midi6 la absorbancia a 660 nm en un
espectrofotometro UV. El ensayo finaliz6 cuando la absorbancia medida se
encontraba por debajo de 0,235 y el indice de diastasa se calcul6 realizando una
curva de calibracion del tiempo de toma de alicuotas vs la absorbancia, y se
extrapol6 para determinar el tiempo exacto en el que la absorbancia es 0,235. Los
resultados se expresaron en grados Shade como los mililitros de almidén al 1%
hidrolizado por una enzimaen 1 g de mielen1 h.

La ecuacion 9 describe el calculo del indice de diastasa:

60x0,1x1,0 _ 300
tx0,01x2,0 t

Ecuacién 9. indice de diastasa®®.

Indice de diastasa =

Doénde:

60= factor para convertir en horas los minutos

0,1= cantidad en gramos de almidon usada en el ensayo

0,01= son los gramos de almidén necesarios que debe degradar en 1 hora la
cantidad de enzima que corresponde a la actividad unidad de la amilasa.
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5.3 EXTRACCION DE COMPUESTOS FENOLICOS

Se realizaron dos tipos de extracciones de compuestos fendlicos en las muestras
de miel y miel propolizada con el fin de comparar cual extraccion presentaba la
mejor actividad antioxidante y con ella analizar cualitativamente los compuestos

fendlicos mediante espectrometria de masas.

5.3.1 Extraccién en fase sélida

La extraccion de compuestos fendlicos se realizé de acuerdo a Tahir et al., 2017%.
Se peso 1 + 0,0040 g de muestras de miel o miel propolizada y se disolvieron en 4
mL de agua desionizada, se ajustaron a pH 2 con HCI (0,1%) y se sometieron a
ultrasonidos durante 15 minutos a 25 °C. Se acondiciond un cartucho con 4 +
0,0005 g de C18 mediante el paso de 5 mL de metanol (HPLC). Las soluciones de
miel se adicionaron en los cartuchos y se lavaron con 5 mL con agua desionizada
acidificada (pH 2) para eliminar todos los azUcares y otros componentes polares
de la miel. Los compuestos fendlicos absorbidos se eluyeron con 5 mL de
metanol, seguido de concentracion en evaporador rotatorio (40 °C, 90 rpm); el
extracto se pesoO y reconstituyd en 5 mL de metanol (HPLC). Los extractos se
filtraron a través de un filtro de membrana de 0,22 ym?®. Todos los andlisis se
realizaron por triplicado. El extracto se guard6 en viales &mbar hasta posteriores

analisis. La concentracion fue expresada en (mg extracto/mL metanol).

mgy _ Peso (extracto + balén) — Peso balén

Concentracion de extracto (—) =
mL

5 mL (metanol)

Ecuacion 10. Concentracion de extracto.
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5.3.2 Extraccion liquido-liquido

La extraccion de compuestos fendlicos se realiz6 de acuerdo a Biluca et al,
2017%. Se homogeneizaron 5 + 0,011 g de muestras de miel y miel propolizada
en 5 mL de solucion de cloruro de sodio al 2% y se mezclaron durante 5 minutos
bajo agitacion constante en un vortex. La muestra diluida se extrajo cinco veces
con 10 mL de acetato de etilo. Las fases organicas se combinaron y se secaron
con sulfato de sodio anhidro durante 15 minutos y luego se filtraron, seguido de
concentracion en un evaporador rotatorio (40 °C, 90 rpm). El extracto seco fue
pesado y reconstituido en 5 mL de metanol (grado HPLC) y filtrado a través de
filtros de 0.22 ym?®. Todos los andlisis se realizaron por triplicado. El extracto se
guardo en viales @mbar hasta posteriores analisis. La concentracién fue expresada
en (mg extracto/ mL metanol).

. mgy Peso (extracto + balén) — Peso balén
Concentracion de extracto (ﬂ) =

5 mL (metanol)

Ecuacién 11. Concentracion de extracto.

5.4 DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS

5.4.1 Determinacién del contenido de fenoles totales por el método

de Folin-Ciocalteu

La determinacion del contenido de fenoles totales se llevo a cabo usando el
método de Folin-Ciocalteu, siguiendo la metodologia descrita por Alvarez-Suarez
et al., 2010** con modificaciones: Se realiz6 una curva de calibracion utilizando
acido gélico en metanol como estandar, a concentraciones de 10, 15, 25, 35,45y
55 pg/mL. Se mezclaron 200 pyL de cada solucion con 1 mL del reactivo de Folin-
Ciocalteu y se dejo reposar durante 5 minutos. Posteriormente se adicionaron 800

ML de carbonato de sodio al 7,5 %, se agitd y se dejé por 30 minutos en la
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oscuridad a temperatura ambiente. Finalmente se determind la absorbancia a 760

nm en el espectrofotémetro UV-vis®*.

Para la cuantificacion de fenoles totales en las muestras de miel, miel propolizada,
extractos de miel propolizada y extractos de propéleo, se pesaron 0,2500 * 0,0045
g en 10 mL de metanol, se realizd el procedimiento descrito anteriormente y se
realizaron diluciones con el fin de obtener una absorbancia que estuviera dentro
de la curva de calibracion (Anexos, 9.4.1). Todos los ensayos se realizaron por
triplicado. Los resultados fueron expresados en mg Acido gélico/ 100 g muestra, y

su determinacion fue realizada empleando la ecuacion 12:

mg AG ) _

Concentraciéon muestra (
g muestra

./ ’ . ./ mg 1L volumen muestra (mL)
concentracion segun curva de calibracion - )X

X
1000 mL Peso muestra (g)

Ecuacién 12. Calculo para hallar la concentracion de fenoles en muestra.

5.4.2 Determinaciéon del contenido de flavonoides totales por el método

de tricloruro de aluminio

La determinacion de flavonoides totales se llevo a cabo siguiendo la metodologia
descrita por Alvarez-Suarez et al., 2010** con modificaciones: Se realiz6 una curva
de calibracién utilizando catequina en metanol como estandar a concentraciones
de 2.5, 5, 10, 25, 50, 100 y 200 pg/mL. Posteriormente se tomaron 140 uL de cada
concentracion y se afiadieron 52,5 pL de nitrito de sodio al 5% y 805 yL de agua
desionizada; se mezclé y se dejé en reposo durante 5 minutos y después se
afiadieron 210 pL de cloruro de aluminio al 2,5 %, se agitd y se dejo reposar por 6
minutos. Seguido de esto, se adicionaron 350 pL de solucién hidréxido de sodio
1My 350 pL de agua desionizada, se mezcld y se dejo reposar durante 5 minutos;

finalmente se determind la absorbancia en el espectrofotdmetro UV-VIS a 510 nm.
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Para la cuantificacion de flavonoides totales en todas las muestras y extractos, se
pesaron 3 + 0,0400 g en 5 mL de metanol y se realizd el procedimiento descrito
anteriormente; se realizaron diluciones en algunas muestras con el fin de obtener
una absorbancia que estuviera dentro de la curva de calibracion (Anexos, 9.4.2).
Los resultados fueron expresados en mg Cat/100 g muestra, y su determinacion

fue realizada empleando la ecuacion 13:

mg Cat ) _

Concentraciéon muestra (
g muestra

mg) X 1L volumen muestra (mL)

concentracion obtenida por extrapolacién (—

X
L 1000 mL Peso muestra (g)

Ecuacion 13. Calculo para hallar la concentracion de flavonoides en muestra.

5.5 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

5.5.1 Determinacion de la actividad antioxidante por el método de DPPH

Este procedimiento se llevé a cabo siguiendo la metodologia descrita por Gl &
Pehlivan, 2018, con modificaciones: Se pesaron 3 mg del radical DPPHs y se
disolvieron en 100 mL de metanol. Posteriormente se determiné la absorbancia en
el espectrofotometro UV-Vis a 515 nm, ajustando la solucién a 0.800 + 0.03
mediante concentracion o dilucion. Se realizaron curvas de acido ascorbico (2-12
ppm), trolox (2,5-12,5 ppm) y a-tocoferol (5-25 ppm) como controles de referencia.
Se realizaron curvas para cada muestra en rangos de concentracion tal que se
obtuviera una inhibicion cercana a 0,500 dentro de la curva (Anexos 9.4.3). Para
el analisis de las muestras, los extractos y los controles de referencia, se
mezclaron 600 pL de cada solucion de la curva con 1200 uL de DPPH, se agitaron
y se mantuvieron en la oscuridad durante 15 minutos, finalmente, se determind la
absorbancia en el espectrofotémetro UV-Vis a 515 nm*. Todos los ensayos se
realizaron por triplicado, la absorbancia del control consistia en reemplazar el
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volumen de muestra por metanol. La inhibicién del radical libre DPPH se calculo

mediante la ecuacion 14:

Absorbancia muestra — Absorbancia control

Inhibicion =
Absorbancia control

Ecuacion 14. Inhibicién del radical DPPH.

Los resultados de la actividad antioxidante fueron registrados en una gréfica de
concentracion vs inhibicion, para obtener la ecuacion lineal y mediante analisis de
regresion obtener la concentracion necesaria para obtener una inhibicion de 0.500,

la cual se expresa como Clsp.

5.5.2 Determinacion de la capacidad captadora de radicales libres por el
método de ABTS

Este procedimiento se llevé a cabo siguiendo la metodologia descrita por Gil &
Pehlivan, 2018, con modificaciones: Para la preparacién del radical ABTS™ se
pesaron 18 mg de ABTS y se disolvieron en 54 mL de solucion buffer fosfato pH
7,2. Después, se afiadieron 6 mL de persulfato de potasio 2,45 mM y se dejo
reposar en la oscuridad y a temperatura ambiente por 16 h para la formacion del
radical.

Transcurrido el tiempo, 30 mL de la solucion de ABTS™ se diluyd con solucion

buffer y metanol hasta obtener una absorbancia de 0.700 £ 0.020 a 734 nm.

Se realizaron curvas de acido ascorbico (10-100 ppm), trolox (15-125 ppm) y o-
tocoferol (10-100 ppm) como controles de referencia. Se realizaron curvas para
cada muestra en rangos de concentracion tal que se obtuviera una inhibicién
cercana a 0,500 dentro de la curva (Anexos, 9.4.4). Para el analisis de las

muestras, los extractos y los controles de referencia, se mezclaron 80 uL de las

32



soluciones de diferentes concentraciones con 1520 uL de ABTS, se agitaron y se
mantuvieron en la oscuridad durante 7 minutos, finalmente, se determind la
absorbancia en el espectrofotémetro UV-Vis a 734 nm*. Todos los ensayos se
realizaron por triplicado, la absorbancia del control consistia en reemplazar el
volumen de muestra por metanol. La inhibicion del radical libre ABTS se calculo

usando la ecuacioén 15:

Absorbancia muestra — Absobrancia control

Inhibicion =
Absorbancia control

Ecuacioén 15. Inhibicién del radical ABTS.

Los resultados de la actividad antioxidante fueron registrados en una grafica de
concentracion vs inhibicion, para obtener la ecuacion lineal y mediante analisis de
regresion obtener la concentracion necesaria para obtener una inhibicion de 0,500

de los radicales libres, la cual se expresa como Clsg.

5.6 DETERMINACION CUALITATIVA DE COMPUESTOS FENOLICOS
MEDIANTE ESPECTROMETRIA DE MASAS

Se utilizé un espectrometro de masas LCQ FLEET de la unidad de andlisis
industrial del departamento de Quimica, Universidad del Cauca, equipado con una
sonda de ionizacién por electrospray (ThermoFisher Scientific) con detector de
trampa de iones. El espectrometro de masas se hizo funcionar en modo de iones
positivos. Los parametros de la fuente de iones fueron los siguientes: voltaje de la
fuente 5 kV, voltaje capilar -20 V, voltaje de la lente del tubo 78 V, temperatura
capilar 275 ° C, gas envolvente y flujo de gas auxiliar (N2) 35 y 10 (unidades

arbitrarias).

Para los estudios de fragmentacion, se realizé una exploracion dependiente de los

datos mediante la implementacion de la disociacién inducida por colision (CID). La
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energia de colisibn normalizada de la celda (CID) se establecié entre 20y 35 eV

dependiendo el compuesto a analizar.

Los flavonoides y los &cidos fendlicos se identificaron de acuerdo con sus
caracteristicas espectrales: espectros de masas, masa precisa y fragmentacion
caracteristica. Se aisl6 cada masa del compuesto a analizar y se aplicaron
energias de colisién variadas para observar los fragmentos caracteristicos. Para
identificar los compuestos de interés en cada muestra, se utilizé el mecanismo de
fragmentacion y los fragmentos caracteristicos se confirmaron utilizando la
biblioteca de espectros de masas CD NIST 2014.

5.7 ANALISIS ESTADISTICO

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el programa estadistico Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS) Statistics 23.0 Comand, desarrollado por
IBM (USA). Todos los analisis se realizaron por triplicado y los resultados se
expresaron como medias * desviacion estdndar. Inicialmente se realiz6 la prueba
de normalidad de Shapiro-Wilk para establecer el uso de pruebas paramétricas o
no parameétricas. Seguidamente, las diferencias significativas se calcularon
mediante la prueba de ANOVA de un factor, seguida de la prueba de diferencia
minima significativa TUKEY (p < 0.05) y los grupos se mostraron con letras
diferentes en las tablas. Ademas, se aplicé el coeficiente de correlacion de
Pearson para las pruebas antioxidantes, fenoles y flavonoides totales para

comparar si existe relacion entre los resultados de las pruebas.
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6. RESULTADOS Y ANALISIS

6.1 REQUERIMIENTOS FISICOQUIMICOS NORMATIVOS

Los parametros fisicoquimicos en las mieles de Tunia y Santander se ajustaron a
las normas establecidas por el INVIMA, es decir, cumplen con las normas de
calidad y no presentan adulteraciones. En la tabla 2 se muestran los valores
permisibles de los requisitos fisicoquimicos que exige el INVIMA en la resolucién
1057 de 2010 para una miel de calidad y los resultados para cada parametro

expresado como la media + desviacion estandar (n=3).

Los sélidos insolubles en agua es un parametro que permite establecer la calidad
higiénica de la miel o la determinacion de impurezas macroscopicas. En las mieles
se pueden encontrar impurezas de origen animal como partes de insectos y
vegetal como epidermis, fragmentos de raiz, semillas, residuos resinosos, tejido
conductor y fragmentos de plantas. Las impurezas macroscopicas llegan a la miel
por inadecuados procesos de cosecha, por deterioro del material de las colmenas,

1°, es por esto que el INVIMA

por inadecuado manejo y almacenamiento de la mie
exige un valor menor al 0.5% para este tipo de mieles prensadas. Teniendo en
cuenta los resultados de la tabla 2, se observa que todas las mieles investigadas
cumplieron con este requisito; la miel de Santander presentdé menor porcentaje de
sélidos insolubles que la miel de Tunia, por su parte, las mieles propolizadas
presentaron un aumento en el valor de este parametro y es debido al contenido de
extracto de propoleo afiadido, es decir, el producto resultante de la extraccion del
propéleo puede tener residuos sélidos del material original, resultando asi en un

aumento normal de solidos insolubles en las muestras de miel propolizada.
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Tabla 2. Resultados de los parametros fisicoquimicos obtenidos para muestras de miel y miel propolizada.

Requerimiento

Valores permisibles

(INVIMA Resoluciéon 1057 de 2010)

MT

MS

MPT

MPS

Solidos insolubles en
agua (%)

< 0.1 para miel diferente a la

prensada

< 0.5 para miel prensada

0,248°+0,014

0,214%+0,011

0,312°+0,008

0,276°+0,016

Contenido de <20 b a d c
+ + + +
humedad (%) < 21 para mieles de origen tropical 19,000"+0,100 17,533°+0,153 21,000°+0,100 20,200°+0,100
Contenido aparente . :
, >4 | lat
de azcar reductor 0 (mieldemielato) 77,633°+0,889 87,350%+2,538 53,033%40,153 63,517"+1,320
260 (miel floral)
(Yom/m)
i <
Contenido - aparente <5 . . . 0,051°40,002 0,033°+0,002 0,016°+0,001  0,029°+0,005
de sacarosa < 10 para mieles de origen tropical
Contenido de
sustancias minerales <0.6 0,538%+0,006  0,540%+0,004 0,658°+0,034 0,576%0,008
(cenizas) (Y%om/m)
Conductividad c a d b
. . <0.8 0,486-+0,004 0,254°+0,004 0,603"+0,003 0,434°+0,002
eléctrica (mS/cm)
pH No requerido 3,91bi0,03 3,68%+0,01 4,51di0,01 4,05°+0,07
Acidez Libre

(meq acido/1000g)

<50

33,436°+2,567

40,805°+1,437

28,339%+0,183

29,936*"+0,151

Acidez lactdnica
(meq acido/1000g)

No requerido

31,713%°+2,434

38,614°+1,461

27,470°+0,145

28,855%"+0,224

Acidez total (meq
acido/1000g)

No requerido

65,149°+5 000

79,419°42,893

55,808°10,215

58,791%+0,374

Actividad de diastasa
(escala Shade)

=8

44,152+0,914

26,432°+0,139

22,184°+0,068

24,858°+0,319

2P¢9valores en fila con distinta letra son significativamente diferentes.

*Tabla tomada de la norma del INVIMA con resolucion 1057 de 20107
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Es de gran importancia tener conocimiento del contenido de humedad en la miel,
ya que este se relaciona con el contenido de microorganismos, los cuales
conducen a fermentaciones indeseables durante el almacenamiento causadas por
la accién de levaduras osmotolerantes que dan como resultado la formacion de
alcohol etilico y diéxido de carbono; el alcohol se puede oxidar aun mas a acido
acético y agua dando como resultado un sabor agrio que reduce la calidad de este
producto®®. Ademés, también es importante porque se considera que es un
parametro Util para describir la humedad y la viscosidad de la miel. Teniendo en
cuenta los valores permisibles de la tabla 2, se puede observar que ambas mieles
cumplen con el requisito de humedad (< 21%). La miel de Santander presentd un
menor contenido de humedad en relacion con la miel de Tunia; este contenido de
agua depende de varios factores, por ejemplo, la temporada de cosecha realizada
entre los meses de febrero y marzo, los cuales son meses de temporada de
precipitaciones bajas con mayor intensidad en la zona de Popayan?,
encontrdndose la region de Tunia cercana a esta zona; el grado de madurez
alcanzado en la colmena y los incomparables factores ambientales de las dos
regiones, ya que la region de Santander es una zona mas calida, con menor altura
sobre el nivel del mar y con menos precipitacibn que la region de Tunia. Las
muestras de miel propolizada presentaron un aumento en el contenido de
humedad, el cual es debido a la adicién del EEP (extracto que contiene etanol y
agua), puesto que la miel propolizada de Santander presenta menor relacion miel:
propéleo, por ende menor contenido de humedad que la miel propolizada de
Tunia. Finalmente, segun los resultados estadisticos, se observa que cada tipo de
miel presenta diferencias significativas, por tanto, en este pardmetro es relevante

el tipo de regidn y la forma de obtencion y preparacion de las muestras.

Las abejas obreras secretan la enzima invertasa por las glandulas hipofaringeas y
esta enzima tiene la funcién de invertir la sacarosa en fructosa y glucosa. Las
mieles que presentan un alto grado de madurez deben presentar un alto contenido

de glucosa y fructosa, estando estos en su mayor composicion y un bajo contenido
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de sacarosa®. El INVIMA reporta que las mieles de origen floral deben presentar
un contenido mayor a 60% m/m. Ambas mieles cumplieron con este parametro. El
analisis de medias de Tukey (anexos, tabla 12) indica que las mieles son
significativamente diferentes; por su parte, la miel de Santander presenta el mayor
contenido de azucares reductores, seguido de la miel de Tunia, atribuyendo a la
miel de Santander un mayor grado de maduracion antes de su cosecha; por su
parte, las mieles propolizadas presentan una disminucion proporcional de
azucares reductores respecto a sus mieles de origen y sus valores se deben a una

menor concentracion de azucares por la adicion de extracto de propoleo.

La norma del INVIMA establece que el contenido de sacarosa no debe superar el
10% para muestras de miel de origen tropical, ya que durante la maduracién de la
miel la sacarosa sufre un proceso de inversion, convirtiétndose en glucosa y
fructosa, disminuyendo asi su contenido en mieles; ademas, este parametro
puede indicar una adulteracion de mieles por adicion de azucar casera. En la tabla
2 se observa que el contenido de sacarosa es muy bajo para todas las mieles, por
consiguiente, no existe adulteracion por azucar afadido y las mieles presentan un

alto grado de maduracién.

El contenido de cenizas y la conductividad eléctrica, dependen de los minerales
presentes en la miel. La ceniza proporciona una medida directa del residuo
inorganico después de la carbonizacién, mientras que la conductividad eléctrica
mide todas las sustancias organicas e inorganicas ionizables®. Las mieles
consideradas en este estudio presentaron un contenido similar de cenizas y
ambas cumplen con el requisito establecido (< 0.6 %). En cuanto a las mieles
propolizadas, se nota un leve aumento en el contenido mineral, debido al aporte
mineral del propdleo y su diferencia se debe a la proporcion de propdleo en las
muestras, ya que la miel propolizada de Tunia presenta una mayor proporcién de
propdleo, por ende presenta mayor contenido mineral que la miel propolizada de

Santander. Segun el analisis de comparacién de medias de Tukey (anexos, tabla
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13), se observa que las dos mieles y la miel propolizada de Santander no son
significativamente diferentes, por lo que el aporte del propéleo en la miel
propolizada de Santander es muy minima y es debido a la poca cantidad de
propoleo usado en la preparacion del producto; teniendo en cuenta las igualdades
de medias, se puede analizar que el contenido mineral no es afectado por el tipo

de region y el tipo de plantas utilizadas por las abejas para extraer el néctar.

La conductividad de la miel depende, ademas de los minerales, de las sales, los
acidos organicos, las proteinas, los azucares y los polioles. Los valores de
conductividad eléctrica de las mieles variaron notablemente. La conductividad
eléctrica de la miel de Tunia es casi el doble de la miel de Santander; esta
variacion puede estar influenciada por la salinidad y textura de los suelos, la
facilidad de las plantas para absorber iones, movilidad de iones en zonas con
buena precipitacion, aguas de lluvia y de riego con elevado contenido de sales,
fertilizantes y aguas residuales. La miel propolizada de Tunia presenta mayor
contenido de conductividad eléctrica que la miel propolizada de Santander y esto
es debido a la contribucion de la miel y propdleo a la muestra, dado que la miel de
Tunia presenta buena conductividad eléctrica y se suma la contribucién del
extracto de propdleo que presenta una mayor proporcion en la muestra. Segun el
andlisis de comparacion de medias de Tukey (anexos, tabla 14), las cuatro
muestras analizadas presentan diferencias significativas, por tanto, el tipo de
region y proporcion en el contenido de propdleo de cada muestra si afecta este

parametro.

La acidez libre de la miel se puede expresar teniendo en cuenta la presencia de
acidos organicos, particularmente el acido glucénico que es obtenido por la
oxidacion enzimatica de la glucosa, en equilibrio con sus lactonas o ésteres e
iones inorganicos, como el fosfato y el cloruro, ademés, se encuentran acidos
como el férmico, acético, citrico, malico, oxalico, tartarico, pirlvico y succinico®.

Todas las muestras se encontraron por debajo del valor establecido para acidez
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libre (= 50). La acidez mas alta la presentd la miel de Santander, seguido de la
miel de Tunia, por tanto, la miel de Santander presenta mas acidos organicos
disociados; ademas, las mieles propolizadas presentaron menor contenido de
acidez libre que sus mieles de origen, y por ende mayor valor de pH, esto es

.38 2% @5 decir,

debido a que el pH del propdleo se encuentra alrededor de 4.3-7
mas basico que el pH de la miel, por ende, el propdleo afiadido causara un
aumento en el valor de pH en las mieles propolizadas; la miel propolizada de
Tunia presenta mayor contenido de propéleo, resultando en un aumento del valor
del pH, respecto a la miel propolizada de Santander. Segun la tabla 16 mostrada
en la seccion de anexos, el andlisis de Tukey muestra que no hay diferencias
entre las mieles propolizadas, pero si existe diferencia entre las mieles, es decir,
que la cantidad de propdleo afiadido afecta de la misma manera la acidez libre en
las muestras de miel propolizada, mientras que la regidbn si afecta

significativamente la acidez libre en las muestras de miel.

La acidez lactdnica puede considerarse como una reserva potencial de acidez ya
que la reserva en lactonas origina acidos cuando la miel se alcaliniza. Tanto la
acidez libre como la acidez lactonica aumentan durante el almacenamiento, siendo
mayor el incremento de las lactonas que de los acidos libres. Durante el
envejecimiento de la miel se da un aumento de la acidez debido a la accion de la
glucosa oxidasa, que transforma los azlcares en acidos®. Teniendo en cuenta
gue no existe una normativa para este parametro y que las muestras analizadas
no presentaron almacenamiento, ya que fueron adquiridas una vez obtenidas, se
puede decir que en las mieles existe una gran reserva de acidez lacténica y una
vez producido el almacenamiento o envejecimiento en las muestras, los productos
comenzaran a ser mas acidos, disminuyendo su tiempo en el mercado. Segun el
analisis de Tukey (anexos, tabla 17), se presenta la misma tendencia que en la
acidez libre, dando a conocer que no existen diferencias significativas entre las
mieles propolizadas, pero si entre las mieles, mostrando mayor contenido de

acidez lactonica la miel de Santander, que la miel de Tunia, por tanto, teniendo en
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cuenta éste analisis, la miel de Tunia podria ser el producto que presente mayor

durabilidad en el mercado.

El tratamiento térmico para la miel puede dar como resultado la desnaturalizacion
de las enzimas presentes de forma natural. La actividad de diastasa se usa
comunmente como una medida de la frescura de la miel, porque su actividad
disminuye en la miel vieja o calentada, ademads, es un indicativo de la adulteracién
de mieles con almidén, ya que la actividad de esta enzima disminuiria
notoriamente debido a que su funcién es catalizar la hidrélisis del almidon®. El
INVIMA exige un contenido de la enzima (28), y se observa en la tabla 2 que todas
las muestras superaron este valor. La miel de Tunia presentd la mayor actividad,
seguido de la miel de Santander, teniendo en cuenta que las muestras de miel se
recogieron durante el mismo periodo, las diferencias en la actividad de diastasa
podrian atribuirse a la variacion en las condiciones climéticas entre ambas areas;
la regién de Santander®' presenta un clima con un promedio de temperatura mas
alto que la miel de Tunia*), por tanto, su actividad es menor. Las mieles
propolizadas presentaron una actividad menor de la enzima debido a una menor
concentracion de miel en las muestras por el extracto de propéleo afiadido, sin
embargo, ninguna de las muestras se encontrd por debajo del limite permitido, que
puede tomarse como un indice de frescura de todas las muestras y sin

adulteracion con almidon.

6.2 EXTRACCIONES DE COMPUESTOS FENOLICOS

En la tabla 3 se presentan los resultados de las concentraciones obtenidas en los
dos tipos de extracciones realizadas.
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Tabla 3. Concentraciones de los extractos.

[] MT MS MPT MPS

_ mg/mL 8,267%+0,503 8,467%+0,611 10,667”0,702 15,800°+0,400
Extraccion L-L

%m/m 0,826°+0,050 0,846°+0,061 1,066"+0,068 1,578°+0,038

. mg/mL 8,200°+0,400  6,133%+0,503
Extraccion EFS

%m/m --- --- 4,095°+0,187  3,059°+0,245

abedy/alores en fila con distinta letra son significativamente diferentes.

Teniendo en cuenta los dos tipos de extraccion de compuestos fendlicos
realizados para las muestras de miel propolizada, se observa que los porcentajes
de extraccidbn mas bajos se obtuvieron en la extraccion liquido - liquido, ademas,
teniendo en cuenta el rendimiento, la extraccion en fase solida fue mas eficiente
debido al uso de 1 gramo de muestra en el procedimiento, mientras que en la
extraccion liguido — liquido se usaron 5 gramos de muestra, y es por esto que se
presenta una mayor concentracion de extracto. No obstante, mas adelante se
comprobara que se presentd mayor actividad antioxidante en las muestras
obtenidas mediante la extraccion liquido — liquido, es decir, que en este tipo de
extraccién se obtuvo una mayor concentracion de polifenoles y por tal motivo, se

realiz6 Unicamente la extraccion liquido-liquido para las muestras de miel.

La extraccion liquido-liquido resulté ser mas eficiente que la extraccion en fase
sélida en la separacion de compuestos fendlicos, debido a que el solvente usado
en la extraccion liquido — liquido fue acetato de etilo, el cual presenta la ventaja de
solubilizar los compuestos fendlicos, y separarlos de los azucares interferentes, ya
que los carbohidratos de la miel son insolubles en este tipo de disolventes. La
desventaja que presento la extraccion en fase solida fue que al usar el agua como
eluyente para eliminar los componentes interferentes de la matriz como los
azucares, algunos compuestos fenodlicos como &cido galico, &cido caféico,
apigenina, kaempferol, entre otros son parcialmente solubles, o que conduce a

una disminucién en la concentracion de polifenoles extraidos.
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Teniendo en cuenta lo anterior, se utilizd la extraccion liquido-liquido para la
extraccion de polifenoles en las muestras de miel y miel propolizada y su posterior

andlisis cualitativo mediante espectrometria de masas.

6.3 DETERMINACION DEL CONTENIDO TOTAL DE POLIFENOLES Y
FLAVONOIDES

6.3.1 Contenido de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu

Como se observa en la tabla 4 y el analisis ANOVA de un factor mostrado en la
tabla 25, seccion de anexos, existieron diferencias significativas entre las mieles,
extractos de mieles propolizadas y extractos de propdleo en el contenido de
polifenoles totales (expresados como mg de Acido géalico/ g muestra). El extracto
de propdleo de Santander presentd el mayor contenido de fenoles totales,

mientras que la miel de Tunia presentd el menor contenido.

Estudios presentados por Ranneh et al*® y Ferreira et al.**, en el contenido de
fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu en cuatro muestras de miel de
Malasia y Portugal respectivamente, reportan valores entre 0,200-0,710 mg AG/g
muestra, es decir, valores mas bajos que los reportados en las muestras de miel
de este trabajo, por tanto, se observa que a pesar de que las muestras de mieles
analizadas son el grupo que presenta menor contenido de polifenoles, respecto a
otros estudios, estas mieles exhiben un buen contenido de fenoles totales. Dicho
de otro modo, las mieles caucanas presentan superioridad en el contenido de
polifenoles respecto a otros paises de estudio.

Estudios en el contenido de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu en

veinte extractos etanélicos de propéleo en Corea y China como los de Choi et al*®
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y Ahn et al*®

, reportan valores entre 43-300 mg AG/ g muestra. Comparando los
resultados publicados con los obtenidos en este estudio, se observa que la
muestra de propdleo de Tunia presentdé contenido similar a los reportados
anteriormente, mientras que el extracto de propdleo de Santander presentd 4,8
veces mas contenido de fenoles totales que los extractos de propdleo
mencionados, lo que quiere decir que a pesar del uso de 10 g mas de propdleo de
Santander para la extraccion, este presenta un contenido mucho mayor de fenoles

totales, deduciendo que es un producto potencialmente bueno.

Teniendo en cuenta los resultados, las mieles puras son el grupo que presenta un
bajo contenido de polifenoles y el aumento que se presenta en el contenido para
las mieles propolizadas se debe al aporte que brindan los extractos de propdleo,
especialmente para la miel propolizada de Tunia, que contiene una mayor
proporcion de propodleo. Sin embargo, y como lo presenta el analisis comparativo
de medias de Tukey (anexos, tabla 25), no se presentan diferencias significativas
entre las mieles y mieles propolizadas, pero en los extractos realizados en las
mieles propolizadas, se observa un aumento en el contenido de fenoles totales,
excepto para la extraccion liquido-liquido en la miel propolizada de Santander, lo
que indica que las extracciones son confiables, debido a que eliminan gran parte
de los interferentes, los cuales pueden ser azlcares que se encuentran en forma

glicosilada con fenoles®’, es decir, unidos a una o mas moléculas de aztcar.

6.3.2 Contenido de flavonoides totales por el método de tricloruro

de aluminio.

En la tabla 4 y el analisis ANOVA de un factor mostrado en la seccion de anexos
(tabla 26), se observa que existen diferencias significativas entre las mieles,
extractos de mieles propolizadas y extractos de propdleo en el contenido de
flavonoides totales expresados, como mg de catequina/ g muestra. Similar al

contenido de fenoles totales, el extracto de propoleo de Santander presento el
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mayor contenido de flavonoides totales, mientras que la miel de Tunia presenté el

menor contenido.

Ranneh et al** y Ferreira et al.** reportan contenidos de flavonoides totales en
muestras de miel entre 0,065-0,600 mg de catequina/g muestra, lo que indica que
las muestras de miel analizadas presentan menores contenidos de flavonoides
respecto a estos estudios, por tanto, las mieles analizadas son ricas en
polifenoles y pobres en flavonoides.

|35 |36

Igualmente, Choi et al®™ y Ahn et al® reportan en sus estudios contenidos de
flavonoides totales en extractos de propoleo entre 8.3-168 mg catequina/g
muestra, demostrando que el contenido de flavonoides en las muestras de
extractos de propéleo analizadas se encuentran en ese rango, pero presentan un

bajo contenido respecto a estudios.

Similar al contenido de polifenoles, las mieles propolizadas presentan un aumento
en el contenido de flavonoides debido al aporte que brindan los extractos de
propdleo, en este caso mayoritariamente para la miel propolizada de Santander,
por la contribucion del mayor contenido de flavonoides que presenta el propéleo
de esta region. Sin embargo, el andlisis comparativo de medias de Tukey (anexos,
tabla 26), indica que no se presentan diferencias significativas entre las mieles y
miel propolizadas, pero observando los extractos realizados en las mieles
propolizadas, se presenta un aumento en el contenido de flavonoides totales,
principalmente para los extractos de miel propolizada de Santander que superan al
extracto de propoleo de Tunia, ademas se observa que los dos tipos de extractos
en la misma muestra no presentan diferencias significativas, indicando que ambas
extracciones son favorables para el contenido de flavonoides ya que se eliminan
gran parte de los azUcares que son interferentes en la medida y que se pueden

encontrar en forma glicosilada principalmente con los flavonoides®’.
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En la tabla 4 se presentan los resultados obtenidos para el contenido total de

fenoles y flavonoides.

Tabla 4. Contenido total de fenoles y flavonoides para las muestras de miel,

extracto de propodleo, miel propolizada y sus extractos.

Muestras

Fenoles totales

(mg AG/ g muestra)

Flavonoides totales

(mg Cat/ g muestra)

MT

0,775°+0,010

0,035°t0,003

MS

0,996°+0,019

0,079%+0,002

MPT

2,215%+0,012

0,097%+0,003

MPT-EFS

53,279°+0,297

5,189°+0,196

MPT-ELL

25,167°+0,089

5,497°+0,322

MPS

1,025°+0,012

0,173%+0,005

MPS-EFS

25,990°+0,173

10,1729+0,106

MPS-ELL

5,870°+0,056

10,291%+0,074

EEPT

186,474+0,427

9,191°+0,234

EEPS

890,206°+6,108

15,237°+0,102

abcd valores con distinta letra son significativamente diferentes

6.4 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE POR LOS

METODOS DPPH Y ABTS

6.4.1 Actividad antioxidante por el método DPPH

En la tabla 5 se presentan los valores de Clsp obtenidos para los distintos

controles, tipos de muestras y extractos. Cabe resaltar que para el caso de los

valores expresados como Clsp, una mayor concentracion de extracto requerida

para atrapar los radicales significa una menor actividad antioxidante.

Una forma de comprobar si los resultados en esta metodologia se encuentran
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bien, es mediante el analisis de controles, es decir, compuestos que son
conocidos y reportados con una buena actividad antioxidante como el &cido
ascorbico, trolox y a-tocoferol. Se observa en la tabla 5 que estos controles
mostraron la mayor actividad antioxidante respecto a las muestras de trabajo y
que el acido ascorbico y el trolox presentaron actividades antioxidantes similares.
Al comparar los resultados con los controles, se observa que los controles
presentan 30 veces mas actividad antioxidante respecto al extracto de propéleo de
Santander y 24.700 veces mas que la miel de Tunia. Por tanto, comprobar esto,
es un indicio de que la metodologia y los resultados se realizaron de una buena

manera.

Ademas, se observa en la tabla 5, que se obtuvo un resultado similar a los
obtenidos en fenoles y flavonoides totales; la miel de Tunia presento la menor
actividad antioxidante y el extracto de propéleo de Santander la mayor actividad
antioxidante respecto a las muestras. Reiterando que la miel de Tunia es la
muestra con menor contenido de compuestos con actividad antiradicalaria
mientras que el extracto de propdleo de Santander es la muestra con mayor

contenido de compuestos de interés.

El andlisis de comparacion de medias de Tukey (anexos, tabla 27), muestra que
no existen diferencias significativas para los tres controles, los extractos de mieles
propolizadas y el extracto etandlico de propdleo de Santander, mientras que las
demé&s muestras son significativamente diferentes, dando como resultado que las
extracciones realizadas en las mieles propolizadas eliminan de manera
satisfactoria los compuestos interferentes presentes en la matriz. Ademas, se
observa que la actividad antioxidante es mejor en los extractos liquido — liquido
debido a que el solvente usado para la extraccidbn no es afin con los azlcares

interferentes, extrayendo en mayor proporcién los compuestos de interés.

Estudios realizados por Ferreira et al.**, reportan valores de Cls, (mg/mL) en
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actividad antioxidante por DPPH para muestras de mieles portuguesas entre 90-
160 mg/mL, rango dentro del cual se encuentra la miel de Santander
(Cl50=76,517+£0,629 mg/mL), mientras que la miel de Tunia presenta un Clsg
mucho mayor, es decir, una actividad antioxidante muy baja (Clso=197,400+1,446
mg/mL), aproximadamente 2,6 veces mas que la actividad antioxidante de MS.
Por lo que entre las mieles, la miel de Santander es la que presenta mejor

actividad antioxidante.

6.4.2 Actividad antioxidante por el método de ABTS

En la tabla 5 se presentan los valores de Clsy obtenidos para los controles, tipos

de muestras y sus extractos.

Los valores de Clsp son mayores en ABTS que en DPPH, por lo que los controles
son mas afines a reaccionar con los radicales DPPH. Ademas, se observa que en
el método DPPH fueron mejores el acido ascorbico y el trolox, pero en el método
ABTS fue mejor el a-tocoferol, por lo que este Ultimo es mas afin a reaccionar con
el radical ABTS que con el radical DPPH.

De la misma manera, se observa que la menor actividad antioxidante es
presentada en la miel de Tunia (Cl5p=230,200+5,434) y la muestra con mayor
actividad es el extracto de propéleo de Santander (Clsp=0,771+0,015). Esta ultima
prueba reafirma que estas muestras son las que presentan menor y mayor
cantidad de fenoles, flavonoides, vitaminas, enzimas, vitaminas y aminoacidos

respectivamente.

El andlisis de comparacién de medias de Tukey (anexos, tabla 28), muestra que
no existen diferencias significativas para los tres controles, los extractos de mieles
propolizadas y el extracto etandlico de propdleo de Santander, mientras que las

demas muestras son significativamente diferentes, por tanto, las extracciones son
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una gran alternativa para aislar compuestos fendlicos en muestras de miel.
También, se observa que la actividad antioxidante es mejor en los extractos

liquido — liquido.

El coeficiente de correlacion de Pearson presentado en anexos (tabla 29), muestra
que existe una buena correlacion entre las actividades antioxidantes (r=0,968),
indicando que casi la totalidad de los compuestos con actividad antioxidante
presentes en las muestras reaccionan con los radicales DPPH y ABTS, mientras
que presenta una correlacion media para fenoles totales y baja para flavonoides
totales, dando a entender que la actividad antioxidante esta dada en su mayoria
por compuestos fendlicos y en menor proporcion por flavonoides. Sin embargo, no
se puede considerar que la actividad antioxidante se deba solo a la presencia de
fenoles, puesto que en su composicion quimica, la miel puede presentar otros
metabolitos secundarios que debido a su estructura contribuyan a su eficacia
antioxidante como el acido ascérbico, tocoferoles (vitamina E), algunos azucares,

carotenoides, aminoacidos y enzimas como la catalasa y peroxidasa

La tendencia en la actividad antioxidante es muy parecida entre los métodos
DPPH y ABTS, la unica diferencia radica entre los extractos liquido-liquido de las
muestras. En el caso de la inhibicibn por DPPH, la muestra que presenta mayor
actividad es MPS-ELL, mientras que en la inhibicion por ABTS, presenta mayor

actividad MPT-ELL, no obstante, las diferencias entre ellas son muy bajas.

Se observa un aumento significativo en los valores de actividades antioxidantes
de las mieles propolizadas, respecto a sus mieles de origen, enfatizando
nuevamente que la mayor actividad determinada en estas muestras esta dada por

el aporte de propdleo que presentan.

El extracto etandlico de propdleo de Tunia presenta un mayor contenido de

compuestos fenolicos que las mieles, mieles propolizadas y sus extractos, sin
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embargo, presenta menor contenido de flavonoides que los extractos en las mieles
propolizadas de Santander y menor actividad antioxidante que todos los extractos
de mieles propolizadas, lo que indica que los extractos de miel propolizada
presentan un mayor contenido de flavonoides y otros compuestos con actividad

antioxidante, resultando asi en una mayor actividad antioxidante.

Realizando un analisis mas detallado en los resultados de los 3 controles usados
en las dos pruebas antioxidantes, se observa que el acido ascérbico y el trolox
presentaron valores similares en las actividades antioxidantes respecto al a-
tocoferol, esto se debe a que en el caso del &cido ascorbico, las especies
reactivas de oxigeno toman electrones a partir del ascorbato, formando primero
monodehidroascorbato y luego dehidroascorbato, es decir, es un donante de dos
hidrogenos, el trolox es una molécula estructuralmente similar al a-tocoferol pero
facilmente soluble en medios acuosos que puede donar un hidrégeno, mientras
que el a-tocoferol es un antioxidante lipofilico que presenta un alcohol aromatico
cuyo grupo OH puede donar un hidrégeno, sin embargo, su menor actividad

antioxidante se debe al hecho de ser lipofilico y presentar una cinética mas lenta®.

Finalmente, en la actualidad, existe poca informaciéon sobre el consumo de
compuesto fendlicos procedentes de la dieta, es por tanto necesario que las
tablas de composicion de alimentos incluyan datos sobre el contenido de
compuestos fenodlicos de interés nutricional de los alimentos con el objetivo de
poder cuantificar la ingesta real de los mismos. Un estudio publicado por Navarro

Gonzales et al.*®

, estimo que la ingesta media de polifenoles de los finlandeses es
de 863 mg/dia, considerando que esta poblacion tiene una dieta rica en polifenoles
por la cantidad de frutos rojos que ingieren. Ademas, se estimé una ingesta diaria
también para los sicilianos de 663,7 mg/dia e incluso para los espafioles de 820,0
mg/dia. Por lo que concluyen que a nivel mundial se debe asociar un consumo
elevado de polifenoles que sea >600 mg/dia. En Colombia existe mayor

disponibilidad de alimentos con alto contenido de polifenoles como frutas y
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verduras, destacando el cacao, las legumbres, la cebolla, las uvas y otros frutos
rojos. Ademas del alto consumo de té y café, por lo que la ingesta diaria puede ser
menor que la de los paises anteriormente nombrados, sin embargo, se observa en
la tabla 5 que los productos de colmena analizados se encuentran por debajo de la
ingesta recomendable (600 mg/dia), por lo que se recomienda complementar la

alimentacion con productos con alto contenido de estos compuestos antioxidantes.

En la tabla 5 se presentan los resultados obtenidos para la actividad antioxidante
por los métodos DPPH y ABTS.

Tabla 5. Actividad antioxidante por los métodos DPPH y ABTS para los controles,
muestras de miel, extracto de propéleo, miel propolizada y sus extractos.
Actividad antioxidante DPPH Actividad antioxidante ABTS

Muestras
Clgo (mg/mL) Clgo (mg/mL)
AA 0,008%+0,000 0,077%+0,000
a-T 0,013%0,001 0,059%+0,001
Trolox 0,007%+0,000 0,079%+0,001
MT 197,400'+1,446 230,200'+5,434
MS 76,517°+0,629 86,750°+0,726
MPT 10,459°+0,124 71,200°+0,469
MPS 7,887°40,135 19,052°40,017
MPT-EFS 1,266°+0,007 4,415%+0,125
MPT-ELL 0,745%+0,009 0,839%+0,006
MPS-EFS 0,842%+0,008 1,588%+0,033
MPS-ELL 0,619%+0,004 0,865%+0,005
EEPT 5,467°+0,007 11,942°+0,105
EEPS 0,244%+0,006 0,771%£0,015

abcd valores con distinta letra son significativamente diferentes.



6.5 DETERMINACION CUALITATIVA DE COMPUESTOS FENOLICOS POR
ESPECTROMETRIA DE MASAS

En ausencia de estandares, la identificacion de polifenoles se basa en la
busqueda de la masa de la molécula y su fragmentacion. La busqueda en masa
exacta y el estudio de las vias de fragmentacién descritas en la literatura y en la
biblioteca (NIST) permitieron obtener la mayor informacién estructural posible. De
esta manera, fue posible identificar seis acidos fendlicos y seis flavonoides. La
Tabla 6 resume los datos obtenidos para los 14 compuestos analizados en cada
extracto de muestra por espectrometria de masas y los fragmentos que se

tuvieron en cuenta para identificarlos.

Tabla 6. Fragmentaciones de los compuestos fendlicos analizados por

espectrometria de masas.

Compuestos fendlicos Masa exacta Estructura Fragmentos (m/z)

HO_ _O

. . 153 [M-OH]
Acido gélico 170.021523
HO OH 125 [M-COOH]
H

163 [M-OH]
135 [M-COOH]

Acido caféico 180.042258

Acido p-coumarico 164.047344 148 [M-OH]

119 [M-(COOH)]

(@]
E?
H
(0]
E? 163 [M-H]
H

. _ 137 [M-OH]
Acido protocatectico  154.026608
HO 109 [M-COOH]
H
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Acido p-

hidroxibenzoico

138.031694

HO_ _O

121 [M-OH]
93 [M-COOH]

Acido Fertlico

194.057909

HO__O

~o

177 [M-OH]
149 [M-COOH]
163 [M-OCHj]

Luteolina

286.047737

285 [M-H]
269 [M-OH]
258 [M-CO]

Kaempferol

286.047737

269 [M-OH]
258 [M-CO]
257 [M-CHO]

Catequina

290.079039

272 [M-OH]
262 [M-CO]
123 [M-CH1,04]
107 [M-CyH1104]

Crisina

254.057909

236 [M-OH]

226 [M-CO]
152 [M-CgHe]
124 [M-CoHsO]

Quercetina

302.042652

273 [M-CHO]

257 [M-CHO))]
245 [M-C,HO]
137 [M-CoHoO3]

Vanilina

152.047344

151 [M-H]
137 [M-CHs]
123 [M-CHO]

Apigenina

270.052824

253 [M-OH]
242 [M-CO]
227 [M-C,H,0]
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213 [M-C,0,H]

315 [M-H]
297 [M-OH]
287 [M-CO]

Isoharmnetina 316.058302

Los espectros de masas de los compuestos fenodlicos analizados para cada
muestra comercial, se obtuvieron a energias de colision entre 20-40 eV y se
muestran en la seccion 10.3 de anexos. Inicialmente, la energia de colisiéon se
mantuvo a 10 eV para transmitir iones de cada molécula con el fin de obtener un
pico bien formado para esta especie i6nica; luego, después de 1 minuto, la
energia de colision se incrementd durante los siguientes 3 minutos para observar

los iones fragmentos de cada compuesto fendlico.

Se observé una ruta de fragmentacion comun basada en la pérdida del grupo
COOH y OH para todos los acidos fendlicos identificados en las muestras. Se
identificaron los acidos hidroxibenzoico (&cido galico, protocatecuico y p-
hidroxibenzoico) y los acidos hidroxicinamico (caféico, p- coumarico y ferulico).
Los acidos fendlicos comparten una ruta de fragmentacién comun basada en la

pérdida del grupo CO, que resulta en [M—-CO], m/z 44.

A continuacion se presentan algunos fragmentos -caracteristicos para los

compuestos fendlicos analizados.

ot
@] +
HO__O HO 0O g
-OH' -Cco
e OH —~~ » HO OH
e H
o HO OH
H

HO OH HO
H H m/z 153
M miz 170

m/z 125

Figura 9. Fragmentacion del acido galico.

El acido gdlico produjo fragmentos caracteristicos a m/z 153 y 125
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correspondientes a la perdida de OH y COOH respectivamente. En el acido p-
hidroxibenzoico (anexos 10.3, figura 18), se produjeron dos fragmentos
caracteristicos en m/z 93 y m/z 121 por eliminacion de los grupos COOH y OH de
la molécula. Ademas, el acido protocatecuico (anexos 10.3, figura 17), produjo
fragmentos a m/z 137 y 109 debidos a la perdida de OH y COOH respectivamente.

o
+Z
HO_ O HO_ O t N -Co o
" —
.0
X N = ad
-e- O o
— \ H \ H

miz 177 m/z 149

\C')C
\ H \ H Hy
X Ho_ o

M miz 194
x
.
H

m/z 163

Figura 10. Fragmentacion del acido ferulico.

El acido ferulico se identifico provisionalmente con una pérdida de fragmentacion
especifica de COOH y OCHs. El acido caféico (anexos 10.3, figura 15), mostro
fragmentos caracteristicos a m/z 163 y 135. Ademas, el acido p- coumarico
(anexos 10.3, figura 16), produce iones a m/z 163 y 119, correspondientes a los

fragmentos H y COOH respectivamente.

Se detectaron dos subclases de flavonoides en las muestras: flavonoles
(Isoharmnetina, quercetina y kaempferol) y flavonas (Apigenina, crisina y
luteolina). La pérdida de grupos como H,O (M-18), CO (M-28), CHO (M-29) y
CO; (M-44) son comunes para los flavonoides y estos fragmentos caracteristicos
fueron encontrados. Los compuestos fendlicos metilados o metoxilados se
caracterizaron por la pérdida de CH; (M—-15). Aparte de estos, los fragmentos
estructuralmente mas informativos son los que se producen en la reaccion retro-

Diels-Alder (RDA), como es el caso de algunos fragmentos presentes en
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apigenina, quercetina y kaempferol. La reaccion RDA es la reaccién de
fragmentacion principal para los flavonoides, particularmente importante para la
caracterizacion estructural de las agliconas y la parte de aglicona de los

conjugados de flavonoides®.

R R o
R OH* X
, Ho
- > | I
i R H
O+

C,0,H

Figura 11. Reaccién general retro Diels-Alder para flavonoides®.

La luteolina y el kaempferol son isémeros estructurares debido a que presentan la
misma masa molar y la mayoria de patrones de fragmentacion idénticos,
resultando en el analisis de iones producto idénticos. A continuacion se muestra la

fragmentacion de estos flavonoides.

M* miz 286

m/z 258

Figura 12. Fragmentacion de la luteolina.

M* miz286

OH
m/z 258

Figura 13. Fragmentacion del kaempferol.
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Por su parte, la apigenina (anexos 10.3, figura 24), presentd fragmentos
caracteristicos a m/z 253 y 242 generados por la pérdida de OH y CO
respectivamente, ademas, presenté fragmentos caracteristicos de la RDA a m/z
de 213, 135 y 108 respectivamente. La isoharmnetina (anexos 10.3, figura 25),
presentd presentd fragmentaciones a m/z 299, 285 y 288 producidos por la

pérdida de OH, OCHz y CO respectivamente.
A continuacion se presenta la tabla con los resultados obtenidos de la presencia
de compuestos fendlicos para cada muestra, analizados por espectrometria de

masas (los espectros obtenidos se encuentran en la sesién de anexos, 10.3).

Tabla 7.Resultados de compuestos fendlicos presentes en las muestras.

Compuestos fenélicos  MT-ELL MS-ELL MPT-ELL MPS-ELL EEPT EEPS

Acido galico X X X X X X
Acido caféico X X X X X X
Acido p- coumarico X X X X X X
Acido protocatecuico X X
Acido p-hidroxibenzoico x X X X X
Acido ferulico X X X X X
Luteolina X X X X
Kaempferol X X X X
Quercetina X
Vanilina X X X X X X
Apigenina X X X X X
Isoharmnetina X X X
Catequina

Crisina

En la tabla 7 se observa que todas las muestras presentaron en comun, los

compuestos: Acido galico, acido caféico, acido coumérico y vanilina, mientras que
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acido protocatecuico, luteolina, kaempferol, apigenina e isoharmnetina se
encontraron en algunas muestras; catequina y crisina reportadas en otros
estudios, no se observaron en las muestras analizadas. Los flavonoides fueron los
menos encontrados mediante espectrometria de masas, segun la tabla 7, esto se
relaciona con el contenido de fenoles y flavonoides totales, ya que el contenido de
fenoles fue relativamente alto en las muestras respecto al contenido de

flavonoides.

La quercetina se encontré Unicamente en el extracto de propéleo de Santander
pero no en la miel propolizada de Santander, presumiblemente por la

concentracion.
La composicion de la miel propolizada en la mayoria de los casos refleja el

resultado de la suma de compuestos de los materiales de partida, lo que le daria a

este producto una amplia gama de usos terapéuticos.
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7. CONCLUSIONES

La miel de Tunia presentd mayor contenido de sdlidos insolubles en agua,
humedad, contenido aparente de sacarosa, conductividad eléctrica e indice de
diastasa, mientras que la miel de Santander presentdé mayor contenido de
azucares reductores, acidez libre, lacténica y total, ademas, el contenido de
cenizas fue similar para ambas mieles. Todos los pardmetros fisicoquimicos
analizados para las muestras de miel cumplieron con la normativa exigida por el
INVIMA.

Las diferencias presentadas en los parametros fisicoquimicos por las mieles y
mieles propolizadas se pueden explicar entre otras razones por el clima, region y
flora presente alrededor de las colmenas, dichas diferencias se pueden establecer
de la misma manera para mieles propolizadas y extractos de propoéleo, al analizar
la actividad biolégica.

El extracto etandlico de propoleo de Santander presentd un mayor contenido de
fenoles, flavonoides totales y actividad antioxidante por DPPH y ABTS,
demostrando que este producto podria utilizarse como materia prima en la
industria farmacéutica y/o alimentaria debido a la amplia gama de beneficios para

la salud que aportaria.

La miel de Tunia presenté los menores valores en el contenido de fenoles,
flavonoides totales y actividad antioxidante por DPPH y ABTS, sin embargo,
respecto a comparaciones con resultados reportados en la literatura, este tipo de

miel presenta un buen contenido fendlico.
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Respecto a la miel, las mieles propolizadas presentan un considerable aumento en
su contenido fendlico y propiedades antioxidantes debido al aporte de propdleo
afadido en los productos, resultando asi, en un nuevo producto recomendable

para consumo humano.

Las extracciones realizadas a las muestras de miel propolizada resultaron
favorables, debido a un considerable aumento en los resultados de las pruebas
antioxidantes y en la eliminacion de interferentes de la matriz, de acuerdo con los

resultados.

Los valores de Clsp mas bajos y por ende actividades antioxidantes mas altas
indican que la extraccion liquido-liquido de las mieles propolizadas resulté ser

mejor que la extraccion en fase sélida.

La prueba de normalidad de Shapiro-Wilk indicd que todas las pruebas llevadas a
cabo presentaron una distribucién normal y por ende se le aplicaron pruebas
paramétricas para el analisis de los resultados, obteniendo que por lo menos una

de las muestras en los diferentes ensayos fue significativamente diferente.

Las concentraciones de flavonoides en todas las muestras fueron menores que las
concentraciones de los acidos fendlicos encontradas, lo que corrobora su bajo
aporte al analisis de la actividad antioxidante por DPPH y ABTS establecido

mediante el coeficiente de correlacién de Pearson.

Es importante analizar la calidad, determinar la composicion fendlica y el origen
botanico de la miel, el propéleo, y las preparaciones derivadas de las mismas, ya
gue conocer la composicién exacta, tendria un impacto directo en las reales

aplicaciones de los mismos.
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8. RECOMENDACIONES

Se recomienda estudiar productos de colmena de otras regiones del departamento
del Cauca para conocer y comparar el potencial terapéutico que puedan presentar.

Realizar el analisis melisopalinolégico para conocer con certeza el origen botanico
de las mieles y propoleo con el fin de relacionar el poder antioxidante de las

muestras con las plantas de origen.

Como estrategia de continuidad del presente trabajo se recomienda llevar a cabo
la optimizacién de las extracciones de compuestos fendlicos en productos de la
colmena para observar cual presenta mayor actividad antioxidante y su

cuantificacion.
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10.ANEXOS

10.1 REACTIVOS Y EQUIPOS

10.1.1 Reactivos

En la tabla 8 se resumen los reactivos y solventes empleados en el desarrollo del

trabajo.

Tabla 8. Reactivos y solventes.

Reactivos y solventes Especificaciones
Silice C18, cloruro de sodio, nitrito de sodio, acido galico, ABTS _

. . _ _ _ _ _ Sigma-Aldrich  (St.
(sal diamonica del &cido 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6- _

- o Louis, USA)

sulfénico), DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo), Trolox, a-tocoferol
Sacarosa, almidon, acetato de etilo, alcohol etilico absoluto, Mallinckrodt
metanol (HPLC) CHEMICALS
Azul de metileno, alcohol reactivo grado HPLC Fisher Scientific
Sulfato de sodio anhidro, &cido ascorbico, sulfato de cobre Carlo Erba
pentahidratado Reagents
Hidréxido de sodio, cloruro de aluminio, persulfato de potasio,
yodo, carbonato de sodio, &cido clorhidrico, yoduro de potasio, Merck

metanol

Tartrato de sodio y potasio

Baker’s Analyzed

Reactivo Folin-Ciocalteu

Panreac
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10.1.2 Equipos

En la tabla 9 se presentan los equipos usados en el desarrollo del trabajo.

Tabla 9. Equipos.

Equipos Marca Especificaciones
Potenciometro Fisher Scientific AB 15
Espectrofotometro  Ultravioleta- o _
o Thermo Scientific  Génesis 6
Visible
Balanza analitica (x0,0000) Ohaus Adventure (EE.UU.)
) _ 1100RS
Espectrofotémetro Vis Cole Parmer
SPECTROPHOTOMETER
Conductimetro Orion Models 105
Termostato Fisher Scientific Isotemp 120
Evaporador Rotatorio Heidolph LABOROTA 4001
Mufla Terrigeno Modelo F2PGA
Desecador Duran
Estufa Fisher Scientific Isotemp 737 F Oven
Espectrémetro de masas Thermo Scientific LCQ FLEET
Refractometro Abbe Mark Il Modelo 10480
Polarimetro ATAGO AP-300
Ultrasonido Branson 1510
Thermolyne
Vortex 37600 Mixer
Sybron
Equipo para extraccion en fase ™
SUPELCO VISIPREP DL

sélida
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10.2 ESTADISTICA

10.2.1 Sélidos insolubles

Tabla 10. Pruebas estadisticas para el contenido de sélidos insolubles en miel y
miel propolizada.

Prueba de Normalidad Shapiro Wilk

Muestra Estadistico gl Sig.
MT 0,926 3 0,473
MS 0,858 3 0,262
MPT 0,987 3 0,783
MPS 0,910 3 0,418
ANOVA un factor
Suma de cuadrados | gl Media.l F Sig.
cuadratica
Entre grupos 0,015 0,005 32,739 0,000
Dentro de grupos 0,001 0,000
Total 0,017 11
HSD Tukey
et e N Subconjunto para alfa=0,05
a b c
MS 3 0,214
MT 3 0,248
MPS 3 0,276
MPT 3 0,312
Sig. 1,000 0,108 1,000
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10.2.2 Humedad

Tabla 11. Pruebas estadisticas para el contenido de humedad en muestras de
miel y miel propolizada.

Prueba de Normalidad Shapiro Wilk

Muestra Estadistico al Sig.
MT 1,000 3 1,000
MS 0,964 3 0,637
MPT 1,000 3 1,000
MPS 1,000 3 1,000
ANOVA un factor
Suma de Media
cuadrados o cuadratica i 519
Entre grupos 20,520 3 6,840 513,000 0,000
Dentro de grupos 0,107 8 0,013
Total 20,627 11
HSD Tukey
V" N Subconjunto para alfa=0,05
a b c d
MS 3 17,533
MT 3 19,000
MPS 3 20,200
MPT 3 21,000
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000
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10.2.3 Contenido aparente de azucar reductor

Tabla 12. Pruebas estadisticas para el contenido de azlcares reductores en
muestras de miel y miel propolizada.
Prueba de Normalidad Shapiro Wilk

Muestra Estadistico al Sig.
MT 0,861 3 0,269
MS 0,951 3 0,573
MPT 0,964 3 0,637
MPS 0,969 3 0,664
ANOVA un factor
Suma de cuadrados | gl | Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 1973,944 3 657,981 292,436 | 0,000
Dentro de grupos 18,000 8 2,250
Total 1991,944 11
HSD Tukey
et (e N Subconjunto para alfa=0,05
a b c d
MT 3 | 53,933
MS 3 63,517
MPT 3 77,633
MPS 3 87,350
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000
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10.2.4 Cenizas

Tabla 13. Pruebas estadisticas para el contenido de cenizas en muestras de miel
y miel propolizada.

Prueba de Normalidad Shapiro Wilk

Muestra Estadistico gl Sig.
MT 0,991 3 0,817
MS 0,980 3 0,726
MPT 0,787 3 0,085
MPS 0,885 3 0,339
ANOVA un factor
Suma de cuadrados gl | Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 0,028 3 0,009 29,805 | 0,000
Dentro de grupos 0,003 8 0,000
Total 0,031 11
HSD Tukey
N N Subconjunto para alfa=0,05
a b
MT 3 0,538
MS 3 0,540
MPT 3 0,576
MPS 3 0,658
Sig. 0,122 1,000
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10.2.5 Conductividad eléctrica

Tabla 14. Pruebas estadisticas para el contenido de conductividad eléctrica en
muestras de miel y miel propolizada.

Prueba de Normalidad Shapiro Wilk

Muestra Estadistico gl Sig.
MT 0,855 3 0,253
MS 0,980 3 0,726
MPT 0,893 3 0,363
MPS 0,987 3 0,780
ANOVA un factor
Suma de
N al Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 0,190 0,063 5759,152 0,000
Dentro de grupos 0,000 0,000
Total 0,190 11
HSD Tukey
— N Subconjunto para alfa=0,05
a b c d
MS 3 0,254
MPS 3 0,434
MT 3 0,486
MPT 3 0,603
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000
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10.2.6 pH

Tabla 15. Pruebas estadisticas para el analisis de pH en muestras de miel y miel

propolizada.
Prueba de Normalidad Shapiro Wilk
Muestra Estadistico gl Sig.
MT 0,964 3 0,637
MS 0,964 3 0,637
MPT 1,000 3 0,637
MPS 1,000 3 0,637
ANOVA un factor
Suma de
SN gl | Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 1,908 0,366 237,382 0,000
Dentro de grupos 0,012 0,002
Total 1,110 11
HSD Tukey
VSN N Subconjunto para alfa=0,05
a b c d
MS 3,68
MT 3 3,91
MPS 3 4,05
MPT 3 4,51
Sig. 3 1,000 1,000 1,000 1,000
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10.2.7 Acidez libre, lacténica y total

Acidez libre

Tabla 16. Pruebas estadisticas para el analisis de acidez libre en muestras de miel
y miel propolizada.

Prueba de Normalidad Shapiro Wilk

Muestra Estadistico al Sig.
MT 0,956 3 0,595
MS 0,984 3 0,754
MPT 0,967 3 0,653
MPS 0,767 3 0,038
ANOVA un factor
Suma de cuadrados | gl Media F Sig.
cuadratica
Entre grupos 276,467 3 92,156 42,299 0,000
Dentro de grupos 17,430 8 2,179
Total 293,896 11
HSD Tukey
— N Subconjunto para alfa=0,05
a b c
MPT 3 28,339
MPS 3 29,936 29,936
MT 3 33,436
MS 3 40,805
Sig. 0,574 0,076 1,000
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Acidez lacténica

Tabla 17. Pruebas estadisticas para el analisis de acidez lactdnica en muestras de
miel y miel propolizada.

Prueba de Normalidad Shapiro Wilk

Muestra Estadistico gl Sig.
MT 0,924 3 0,468
MS 0,937 3 0,515
MPT 0,967 3 0,649
MPS 0,830 3 0,188
ANOVA un factor
Suma de cuadrados | gl Media F Sig.
cuadratica
Entre grupos 221,355 3 73,785 36,287 0,000
Dentro de grupos 16,267 8 2,033
Total 237,622 11
HSD Tukey
VT N Subconjunto para alfa=0,05
a b c
MPT 3 27,470
MPS 3 28,855 28,855
MT 3 31,713
MS 3 38,614
Sig. 0,649 0,143 1,000
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Acidez total

Tabla 18. Pruebas estadisticas para el analisis de acidez total en muestras de miel
y miel propolizada.

Prueba de Normalidad Shapiro Wilk

Muestra Estadistico gl Sig.
MT 0,941 3 0,533
MS 0,964 3 0,634
MPT 0,982 3 0,741

MPS 0,794 3 0,100

ANOVA un factor

Media _
Suma de cuadrados | gl . F Sig.
cuadratica
Entre grupos 992,343 3 330,781 39,432 0,000
Dentro de grupos 67,108 8 8,389
Total 1059,452 11
HSD Tukey
_ Subconjunto para alfa=0,05
Muestras Miel N
a b c
MPT 3 55,808
MPS 3 58,791 58,791
MT 3 65,149
MS 3 79,419
Sig. 0,609 0,103 1,000
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10.2.8 Contenido aparente de sacarosa

Tabla 19. Pruebas estadisticas para el contenido aparente de sacarosa en
muestras de miel y miel propolizada.

Prueba de Normalidad Shapiro Wilk

Muestra Estadistico al Sig.
MT 0,923 3 0,463
MS 0,987 3 0,780

MPT 1,000 3 1,000
MPS 0,949 3 0,567

ANOVA un factor

Media _
Suma de cuadrados | gl . F Sig.
cuadratica
Entre grupos 0,002 3 0,001 64,515 0,000
Dentro de grupos 0,000 8 0,000
Total 0,002 11
HSD Tukey
Subconjunto para alfa=0,05
Muestras Miel N
a b c
MPT 3 0,016
MPS 3 0,0293
MS 3 0,0333
MT 3 0,0507
Sig. 1,000 0,435 1,000
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10.2.9 indice de la diastasa

Tabla 20. Pruebas estadisticas para la actividad de diastasa en muestras de miel
y miel propolizada.

Prueba de Normalidad Shapiro Wilk

Muestra Estadistico al Sig.
MT 0,838 3 0,208
MS 1,000 3 0,996
MPT 0,924 3 0,467
MPS 0,998 3 0,907
ANOVA un factor
Suma de
SN gl | Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 897,372 3 299,124 1244,655 0,000
Dentro de grupos 1,923 8 0,240
Total 899,295 11
HSD Tukey
V- N Subconjunto para alfa=0,05
a b c d
MPT 22,184
MPS 3 24,858
MS 3 26,432
MT 3 44,152
Sig. 3 1,000 1,000 1,000 1,000
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10.2.10 Extraccién liquido - liquido

Tabla 21. Pruebas estadisticas para la extraccion liquido - liquido en muestras de
miel y miel propolizada, expresadas como mg/mL.
Prueba de Normalidad Shapiro Wilk

Muestra Estadistico gl Sig.
MT 0,987 3 0,780
MS 0,964 3 0,637
MPT 0,993 3 0,843
MPS 1,000 3 1,000
ANOVA un factor
Suma de cuadrados | gl Media F Sig.
cuadratica
Entre grupos 110,640 3 36,880 115,250 | 0,000
Dentro de grupos 2,560 8 0,320
Total 113,200 11
HSD Tukey
A irestivegs [T N Subconjunto para alfa=0,05
a b c
Miel Tunia 3 8,267
Miel Santander 3 8,467
Miel propolizada Tunia 3 10,667
Miel propolizada Santander 3 15,800
Sig. 0,971 1,000 1,000
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Tabla 22. Pruebas estadisticas para la extraccion liquido - liquido en muestras de
miel y miel propolizada, expresadas como %m/m.

Prueba de Normalidad Shapiro Wilk

Muestra Estadistico gl Sig.
MT 0,986 3 0,773
MS 0,963 3 0,632
MPT 0,994 3 0,849
MPS 1,000 3 0,984
ANOVA un factor
Suma de cuadrados | gl Media F Sig.
cuadratica
Entre grupos 1,102 0,367 118,623 | 0,000
Dentro de grupos 0,025 0,003
Total 1,127 11
HSD Tuke
N N Subconjunto para alfa=0,05
a b c
Miel Tunia 3 0,826
Miel Santander 3 0,846
Miel propolizada Tunia 3 1,066
Miel propolizada Santander 3 1,578
Sig. 0,970 1,000 1,000
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10.2.11 Extraccién en fase sélida

Tabla 23. Pruebas estadisticas para las extracciones en muestras de miel
propolizada expresadas como mg/mL.

Prueba de Normalidad Shapiro Wilk

Muestra Estadistico al Sig.
MPT 1,000 3 1,000
MPS 0,987 3 0,780

Prueba de muestras independientes

Prueba de igualdad de varianzas (Levene)

P valor= 0,676 > a=0,05

Conclusién: Se acepta la hipotesis nula, las varianzas son iguales.

Valor de la prueba o significancia=0,005

P valor (t student)=0,005 < a=0,05

Se rechaza la hipétesis nula: Existe diferencias significativas entre las medias.
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Tabla 24. Pruebas estadisticas para las extracciones en muestras de miel
propolizada expresadas como %m/m.

Prueba de Normalidad Shapiro Wilk

Muestra Estadistico gl Sig.
MPT 1,000 3 0,997
MPS 0,988 3 0,787

Prueba de muestras independientes

Prueba de igualdad de varianzas (Levene)

P valor= 0,641 > a=0,05

Conclusién: Se acepta la hipétesis nula, las varianzas son iguales.

Valor de la prueba o significancia=0,005

P valor (t student)=0,004 < a=0,05

Se rechaza la hipotesis nula: Existe diferencias significativas entre las medias.

10.2.12 Fenoles totales

Tabla 25. Pruebas estadisticas para el contenido de fenoles totales en muestras y

extractos.
Prueba de Normalidad Shapiro Wilk
Muestra Estadistico gl Sig.

MT 0,930 3 0,490
MS 0,919 3 0,450
MPT 0,984 3 0,762
MPS 0,904 3 0,398
MPT-EFS 0,987 3 0,783
MPT-ELL 0,964 3 0,637
MPS-EFS 1,000 3 1,000
MPS-ELL 0,964 3 0,637
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EEPT 1,000 3 0,999
EEPS 0,871 3 0,298
ANOVA un factor
Suma de _ o _
N al Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 2068031,664 9 229781,296 61085,609 0,000
Dentro de grupos 75,233 20 3,762
Total 2068106,897 29
HSD Tukey
Muestras Subconjunto para alfa=0,05
Miel N a b c d e
MT 3 0,775
MS 3 0,996
MPS 3 1,025
MPT 3 2,215
MPS-ELL 3 5,870
MPT-ELL 3 25,167
MPS-EFS 3 25,990
MPT-EFS 3 53,279
EEPT 3 186,474
EEPS 3 890,206
Sig. 0,095 1,000 1,000 1,000 1,000
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10.2.13 Flavonoides totales

Tabla 26. Pruebas estadisticas para el contenido de flavonoides totales en
muestras y extractos.

Prueba de Normalidad Shapiro Wilk

Muestra Estadistico al Sig.
MT 0,871 3 0,298
MS 0,987 3 0,780
MPT 0,964 3 0,637
MPS 0,893 3 0,363
MPT-EFS 0,932 3 0,497
MPT-ELL 0,996 3 0,878
MPS-EFS 0,893 3 0,363
MPS-ELL 0,965 3 0,642
EEPT 0,902 3 0,391
EEPS 0,965 3 0,640
ANOVA un factor
Suma de
SN gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 810,149 9 90,017 4016,773 | 0,000
Dentro de grupos 0,448 20 0,022
Total 810,597 29
HSD Tukey
N N Subconjunto para alfa=0,05
a b c d e
MT 3 0,035
MS 3 0,079
MPT 3 0,097
MPS 3 0,173
MPT-EFS 3 5,189
MPT-ELL 3 5,497
EEPT 3 9,191
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MPS-EFS 3 10,172

MPS-ELL 3 10,291
EEPS 3 15,237
Sig. 0,975 0,314 1,000 0,991 1,000

10.2.14 Actividad antioxidante por DPPH

Tabla 27. Pruebas estadisticas la actividad antioxidante por DPPH en muestras y
extractos.

Prueba de Normalidad Shapiro Wilk

Muestra Estadistico gl Sig.
AA 0,855 3 0,253
a-T 0,934 3 0,502

Trolox 0,964 3 0,637
MT 0,871 3 0,298
MS 0,873 3 0,305
MPT 0,962 3 0,627
MPS 0,999 3 0,939
MPT-EFS 0,934 3 0,503
MPT-ELL 0,976 3 0,706
MPS-EFS 0,994 3 0,847
MPS-ELL 0,978 3 0,717
EEPT 1,000 3 1,000
EEPS 0,899 3 0,382
ANOVA un factor
Suma de Media
cuadrados g cuadratica - Sla.
Entre grupos 114071,888 12 9505,991 | 49003,560 0,000
Dentro de grupos 5,044 26 0,194
Total 114076,931 38
HSD Tukey
Muestras N Subconjunto para alfa=0,05
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Miel a b c d e f
Trolox 3 0,007
AA 3 0,008
a-T 3 0,013
EEPS 3 0,244
MPS-ELL 3 0,619
MPT-ELL 3 0,745
MPS-EFS 3 0,842
MPT-EFS 3 1,266
EEPT 3 5,467
MPS 3 7,887
MPT 3 10,459
MS 3 76,517
197,4
MT 3
00
Sig. 0,067 1,000 1,000 1,000 1,000
1,000

10.2.15 Actividad antioxidante por ABTS

Tabla 28. Pruebas estadisticas la actividad antioxidante por ABTS en muestras y
extractos.

Prueba de Normalidad Shapiro Wilk

Muestra Estadistico al Sig.
AA 1,000 3 1,000
a-T 0,972 3 0,679

Trolox 0,929 3 0,485
MT 0,969 3 0,663
MS 0,996 3 0,886
MPT 0,886 3 0,341
MPS 0,993 3 0,843

MPT-EFS 0,900 3 0,385

MPT-ELL 0,976 3 0,706
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MPS-EFS 0,948 3 0,560
MPS-ELL 0,978 3 0,714
EEPT 0,998 3 0,921
EEPS 0,978 3 0,717
ANOVA un factor
Suma de Media _
cuadrados d cuadratica i S0
Entre grupos 156156,671 12 13013,056 | 5582,069 | 0,000
Dentro de grupos 60,612 26 2,331
Total 156217,282 38
HSD Tukey
Muestras Subconjunto para alfa=0,05
Miel \ a b c d e f
a-T 3 0,059
AA 3 0,077
Trolox 3 0,079
EEPS 3 0,771
MPT-ELL 3 0,839
MPS-ELL 3 0,865
MPS-EFS 3 1,588
MPT-EFS 3 4,415
EEPT 3 11,942
MPS 3 19,052
MPT 3 71,200
MS 3 86,750
MT 3 230,200
Sig. 0,068 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
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10.2.16 Coeficiente de correlacion de Pearson para pruebas

antioxidantes

Tabla 29. Coeficiente de correlacion de Pearson para el contenido de fenoles,
flavonoides totales y actividades antioxidantes.

FENOLES FLAVONOIDES
TOTALES TOTALES

ABTS DPPH

ABTS
Correlacion de Pearson 1 0,968** 0,610** 0,260
Sig. (bilateral) 0,000 0,000 0,165
N 30 30 30 30
DPPH
Correlacion de Pearson 0,968** 1 0,511** 0,218
Sig. (bilateral) 0,000 0,004 0,247
N 30 30 30 30
FENOLES TOTALES
Correlacion de Pearson 0,610** 0,511** 1 0,685**
Sig. (bilateral) 0,000 0,004 0,000
N 30 30 30 30
FLAVONOIDES
Correlacion de Pearson 0,260 0,218 0,685** 1
Sig. (bilateral) 0,165 0,247 0,000
N 30 30 30 30
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10.3 ESPECTROS DE MASAS Y FRAGMENTACIONES

ACIDO GALICO
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- Miel Santander

ACIDO GALICO - MIEL SDER_180925085707 #11 RT: 0.28 AV:1 NL: 1.78E1
T: TMS + ¢ ESI Full ms2 171.00@cid25.00 [50.00-175.00]
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Extracto Etandlico de Propdleo Santander

ACIDO GALICO - PROP SDER_180925095408 #11 RT: 0.28 AV:1 NL: 2.57E1
T: ITMS + ¢ ESI Full ms2 171.00@cid25.00 [50.00-175.00]

Relative Abundance
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Extracto Etanolico de Propdleo Tunia

ACIDO GALICO - PROP TUNIA_180925103639 #11 RT: 0.28 AV: 1 NL: 1.27E1
T: ITMS + ¢ ESIFull ms2 171.00@cid30.00 [50.00-175.00]

72.86

56.87

88.90
82.77

86.90

101.01

9485 98"93

108.95

107.‘03 ‘

112.84

128.61

12473

129.64
132,73

135.06
13853

142.84

144.78

152.65

170.22

156.10

165.17

T
110

91

m/z



Miel Propolizada Tunia

acido galico -mielproptunia #11 RT: 0.28 AV: 1 NL: 2.46E1
T: ITMS + ¢ ESI Full ms2 171.00@cid25.00 [50.00-173.00]
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ACIDO GALICO-MIEL PROPSDER #11 RT: 0.28 AV: 1 NL: 7.66
T: ITMS + ¢ ESI Full ms2 171.00@cid25.00 [50.00-175.00]
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ACIDO CAFEICO

— — e+ O]
HO_ O HO_ O o
N N _ S -co =
. - OH —
— §
HO HO
HO HO Ny y

H L H o m/z 163 m/z 135
+eo
M m/z 180

Figura 15. Fragmentos principales del acido caféico.

- Espectro Tedrico
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- Miel Tunia

ACIDO CAFEICO - MIEL TUNIA #12 RT: 0.31 AV:1 NL: 1.52E1
T: TMS + ¢ ESI Full ms2 181.00@cid25.00 [50.00-185.00]
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- Miel Santander

ACIDO CAFEICO - MIEL SDER_180925085707 #11 RT: 0.28 AV:1 NL: 1.19E1

T: ITMS + ¢ ESI Full ms2 181.00@cid25.00 [50.00-185.00]
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Relative Abundance
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Extracto Etanolico de Propdleo Tunia

ACIDO CAFEICO - PROP TUNIA_180925103639 #12 RT: 0.31 AV:1 NL: 3.10E1
T: MMS + ¢ ESI Full ms2 181.00@cid30.00 [50.00-185.00]
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Extracto Etandlico de Propéleo Santander

ACIDO CAFEICO- PROP SDER_180925095408 #12 RT: 0.30 AV:1 NL:3.12E2
T: MMS + ¢ ESI Full ms2 181.00@cid30.00 [50.00-185.00]
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ACIDO CAFEICO-MIEL PROPSDER #11 RT: 0.28 AV: 1 NL: 8.65
T: ITMS + ¢ ESIFull ms2 181.00@cid25.00 [50.00-185.00]
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Miel Propolizada Tun

acidoCAFEICO -mielproptunia #12 RT: 0.31 AV:1 NL: 2.78E1
T: ITMS + ¢ ESI Full ms2 181.00@cid25.00 [50.00-185.00]
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ACIDO P-COUMARICO
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HO_ O HO_ O +Z
X X : h -Co o
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+e
M m/z 164
Figura 16. Fragmentos principales del acido p-coumaérico.
Espectro Teorico
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Miel Santander

ACIDO COUMARICO - MIEL SDER_180925085707 #12 RT: 0.29 AV:1 NL: 1.09E2
T: [TMS + ¢ ESIFull ms2 163.00@cid30.00 [50.00-165.00]

Relative Abundance
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Miel Tunia
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ACIDO COUMARICO - MIEL TUNIA #12 RT: 0.31 AV:1 NL: 1.63E2
T: [TMS + ¢ ESIFull ms2 163.00@cid25.00 [50.00-165.00]
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- Extracto Etandlico de Propdleo Tunia

ACIDO COUMARICO - PROP TUNIA_180925103639 #11 RT: 0.28 AV:1 NL: 147E1
T: ITMS + ¢ ESI Full ms2 163.00@cid30.00 [50.00-165.00]
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® o © ©
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- Miel Propolizada Tunia

ACIDO COUMARICO -mielproptunia #12 RT: 0.30 AV: 1 NL: 3.57E1
T: ITMS + ¢ ESI Full ms2 163.00@cid30.00 [70.00-165.00]
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- Extracto Etanolico de Propdéleo Santander

ACIDO COUMARICO- PROP SDER_180925095408 #11 RT: 0.28 AV: 1 NL:5.35E1

T: ITMS + ¢ ESI Full ms2 163.00@cid30.00 [50.00-165.00]

Relative Abundance
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- Miel Propolizada Santander

ACIDO COUMARICO-MIEL PROPSDER #13 RT: 0.30 AV:1 NL: 3.32E1

T: ITMS + ¢ ESI Full ms2 163.00@cid30.00 [50.00-165.00]
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ACIDO PROTOCATECUICO
- — e+
HO. _O . O
HO O -CO +
e - OH -
HO HO
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H
H L _ m/z 137 m/z 109
+e
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Figura 17. Fragmentos principales del &cido protocatecuico.
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- Miel Santander

ACIDO PROTOCATECUICO - MIEL SDER_180925085707 #12 RT: 0.31 AV:1 NL: 6.16E1
T: MMS + ¢ ESIFull ms2 154.00@cid25.00 [50.00-160.00]
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- Miel Tunia

ACIDO PROTOCATECUICO - MIEL TUNIA #11 RT: 0.28 AV:1 NL: 1.56E1
T. ITMS + ¢ ESIFull ms2 154.00@cid25.00 [50.00-158.00]
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- Extracto Etandlico de Propdleo Tunia

ACIDO PROTOCATECUICO - PROP TUNIA_180925103639 #11 RT: 0.28 AV: 1 NL: 9.10
T: TMS + ¢ ESIFull ms2 154.00@cid20.00 [50.00-160.00]
109.72

8,83

o

o

154.05
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- Miel Propolizada Tunia

ACIDO PROTOCATECUICO -mielproptunia #11 RT: 0.28 AV: 1 NL: 1.54E1
T: ITMS + ¢ ESI Full ms2 154.00@cid30.00 [50.00-160.00]
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- Extracto Etanolico de Propdéleo Santander

ACIDO PROTOCATECUICO- PROP SDER_180925095408 #11 RT: 0.28 AV:1 NL: 3.26E1

T: TMS + ¢ ESI Full ms2 154.00@cid25.00 [50.00-160.00]
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- Miel Propolizada Santander

ACIDO PROTOCATECUICO-MIEL PROPSDER #11 RT: 0.28 AV: 1 NL: 4.07
T: ITMS + ¢ ESI Full ms2 154.00@cid25.00 [50.00-160.00]
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ACIDO P-HIDROXIBENZOICO

_ — et
(@]
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Figura 18. Fragmentaciones del acido p-hidroxibenzoico.
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- Miel Propolizada Santander

ACIDO HIDROXIBENZOICO-MIEL PROPSDER #12 RT: 0.31 AV: 1 NL: 4.63E1
T: ITMS + ¢ ESI Full ms2 137.00@cid25.00 [50.00-140.00]
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BN M o8 w83 5 2 w3 2 3 38 8 8 9 B
P P S o e o S S P o S fn®

Fuus

66.90 68.84

o
Lrrilrn

‘ 70‘.99

94.89

92.89

90.98

109.00

118.90

121.87
137.06

117.10 |

=)

- Miel Santander

ACIDO P-HIDROXIBENZOICO - MIEL SDER_180925085707 #12 RT: 0.31 AV: 1 NL: 3.30E1l
T: TMS + ¢ ESIFullms2 137.00@cid25.00 [50.00-140.00]
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- Miel Tunia

ACIDO P-HIDROXIBENZOICO - MIEL TUNIA_180925085707 #12 RT: 0.31 AV:1 NL: 1.52E1
T: ITMS + ¢ ESI Full ms2 137.00@cid25.00 [50.00-140.00]
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Extracto Etandlico de Propdéleo Santander

ACIDO P-HIDROXIBENZOICO - PROP SDER_180925095408 #12 RT: 0.28 AV:1 NL: 7.73
T: TMS + ¢ ESI Full ms2 137.00@cid25.00 [50.00-140.00]
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- Extracto Etandlico de Propdleo Tunia

ACIDO P-HIDROXIBENZOICO - PROP TUNIA_180925103639 #12 RT: 0.31 AV: 1 NL: 7.47
T: TMS + ¢ ESIFull ms2 137.00@cid30.00 [50.00-140.00]
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- Miel Propolizada Tunia

ACIDO P-HIDROXIBENZOICO -mielproptunia #11 RT: 0.28 AV: 1 NL: 2.22E1
T: TMS + ¢ ESIFullms2 137.00@cid25.00 [50.00-140.00]
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ACIDO FERULICO
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Figura 19. Fragmentos principales del acido ferulico.
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- Miel Santander

ACIDO FERULICO - MIEL SDER_180925095408 #12 RT: 0.31 AV:1 NL: 2.04E1
T: MMS + ¢ ESI Full ms2 193.00@cid30.00 [50.00-195.00]
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Miel Tunia
ACIDO FERULICO - MIEL TUNIA_180925085707 #11 RT: 029 AV: 1 NL: 8.02
T: ITMS + ¢ ESI Full ms2 193.00@cid25.00 [50.00-198.00]
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Extracto Etanodlico de Propdleo Santander

ACIDO FERULICO - PROP SDER_180925103639 #11 RT: 0.28 AV: 1 NL: 2.63E1
T: ITMS + ¢ ESI Full ms2 193.00@cid30.00 [50.00-195.00]
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Miel Propolizada Tunia

ACIDO FERULICO -mielproptunia #12 RT: 0.30 AV: 1 NL: 1.42E1
T: ITMS + ¢ ESI Full ms2 193.00@cid30.00 [50.00-195.00]
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- Extracto Etandlico de Propdleo Tunia

ACIDO FERULICO- PROP TUNIA_180925103639 #12 RT: 0.31 AV:1 NL: 4.84
T: ITMS + ¢ ESIFull ms2 193.00@cid35.00 [50.00-195.00]
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- Miel Propolizada Santander

ACIDO FERULICO-MIEL PROPSDER #16 RT: 0.29 AV:1 NL: 1.77E2
T: ITMS + ¢ ESI Full ms2 193.00@cid40.00 [50.00-195.00]
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LUTEOLINA

M~ miz 286

Figura 20. Fragmentos principales de la luteolina.
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- Miel Santander

LUTEOLINA - MIEL SDER_180925085707 #11 RT. 0.29 AV:1 NL: 1.56
T: ITMS + ¢ ESI Full ms2 286.00@cid35.00 [75.00-290.00]
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- Miel Tunia

LUTEOLINA - MIEL TUNIA_180925085707 #12 RT: 0.31 AV:1 NL: 6.86
T: ITMS + ¢ ESIFull ms2 286.00@cid25.00 [75.00-290.00]
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Extracto Etandlico de Propdleo Tunia

LUTEOLINA - PROP TUNIA_180925103639 #12 RT: 0.30 AV: 1 NL: 5.09E-1
T: ITMS + ¢ ESI Full ms2 286.00@cid28.00 [75.00-290.00]

Relative Abundance
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Miel Propolizada Tunia

LUTEOLINA -mielproptunia #11 RT: 0.28 AV:1 NL: 1.76
T: TMS + ¢ ESIFull ms2 286.00@cid40.00 [80.00-290.00]

Relative Abundance

10

~

I

@

o

o

05

SIS IO RO A

200 210

199.96

204.12

195.80

220

230 240

230.46

231.29

250

241.05
242.73

260 270

26258

257.09

™
280 290

270.98

285.39

110 120 130 140 150 160 170 180 190
miz

115

200

210

220

230

240

250

260

T
270

280

290



- Extracto Etanolico de Propdéleo Santander

LUTEOLINA- PROP SDER_180925095408 #11 RT: 0.29 AV:1 NL: 1.68
T: ITMS + ¢ ESI Full ms2 286.00@cid40.00 [75.00-290.00]
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- Miel Propolizada Santander

LUTEOLINA-MIEL PROPSDER #11 RT: 0.29 AV: 1 NL: 4.13E-1
T: ITMS + ¢ ESI Full ms2 286.00@cid25.00 [75.00-290.00]
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KAEMPFEROL

) H
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m/z 258

Figura 21. Fragmentos principales del kaempferol.

- Espectro Tebrico
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Relative Abundance

Relative Abundance

100

Miel Santander

KAEMPFEROL - MIEL SDER_180925085707 #12 RT: 0.30 AV:1 NL:3.51
T: TMS + ¢ ESI Full ms2 285.00@cid35.00 [75.00-290.00]
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Miel Tunia
KAEMPFEROL - MIEL TUNIA_180925085707 #12 RT: 0.31 AV: 1 NL: 3.60
T: MMS + ¢ ESI Full ms2 285.00@cid25.00 [75.00-290.00]
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Extracto Etandlico de Propdéleo Santander

KAEMPFEROL - PROP SDER_180925095408 #11 RT: 0.29 AV:1 NL: 3.26
T: ITMS + ¢ ESI Full ms2 285.00@cid40.00 [75.00-290.00]
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- Extracto Etandlico de Propdleo Tunia
KAEMPFEROL - PROP TUNIA_ 180925103639 #12 RT: 0.30 AV: 1 NL:2.43
T: MMS + ¢ ESIFull ms2 285.00@cid25.00 [75.00-290.00]
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- Miel Propolizada Tunia

KAEMPFEROL -mielproptunia_180924162821 #12 RT: 0.29 AV:1 NL: 5.06
T: TMS + ¢ ESI Full ms2 285.00@cid40.00 [75.00-290.00]
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KAEMPFEROL-MIEL PROPSDER #11 RT: 0.29 AV:1 NL:3.99
T: ITMS + ¢ ESI Full ms2 285.00@cid20.00 [75.00-290.00]
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QUERCETINA

M* miz 302 A H

miz 274

Figura 22. Fragmentos principales de la quercetina.

- Espectro Teorico

100 302
H
HO
H
50
‘/\QH
23 69 Yo OH 0 -
B 5 @ 81 108 128 _ 29 45 /
15 | R O 0 = L OO P I M

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 130 200 210 220 230 240 250 260 270 280 230 300 310

121



- Miel Santander

QUERCETINA - MIEL SDER_180925085707 #11 RT: 0.29 AV:1 NL:4.21
T: ITMS + ¢ ESI Full ms2 302.00@cid30.00 [80.00-305.00]

1004 205.13

212.05

219.12

Relative Abundance

202.71 272!

199.96
278.69

148.74

167.80

256.38
259.28

80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190

miz

- Miel Tunia

QUERCETINA - MIEL TUNIA_180925085707 #11 RT: 0.28 AV:1 NL:3.71
T: ITMS + ¢ ESIFull ms2 302.00@cid30.00 [80.00-305.00]
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Relative Abundance

T: ITMS + ¢ ESI Fullms2 302.00@cid25.00 [80.00-305.00]
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Extracto Etandlico de Propdéleo Santander

QUERCETINA - PROP SDER_180925095408 #11 RT: 0.29 AV:1 NL:7.01
T: ITMS + ¢ ESI Full ms2 302.00@cid25.00 [80.00-305.00]
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QUERCETINA - PROP TUNIA_180925103639 #11 RT: 0.29 AV:1 NL: 0
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Miel Propolizada Tunia

QUERCETINA -mielproptunia_180924162821 #12 RT: 0.29 AV:1 NL: 2.52
T: ITMS + ¢ ESIFull ms2 302.00@cid40.00 [80.00-305.00]
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Miel Propolizada Santander

QUERCETINA-MIEL PROPSDER #11 RT: 0.29 AV:1 NL:1.28
T: TMS + ¢ ESI Full ms2 302.00@cid25.00 [80.00-305.00]
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VANILINA
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Figura 23. Fragmentos principales de la vanilina.
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Miel Santander

VANILINA - MIEL SDER_180925095408 #12 RT: 0.29 AV:1 NL: 4.13E1
T: ITMS + ¢ ESI Full ms2 151.00@cid25.00 [50.00-155.00]
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Miel Tunia

VANILINA - MIEL TUNIA_180925085707 #11 RT: 0.28 AV:1 NL: 2.12E1
T. TMS + ¢ ESIFullms2 151.00@cid25.00 [50.00-155.00]
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Relative Abundance
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Extracto Etandlico de Propdéleo Santander

VANILINA - PROP SDER_180925103639 #11 RT: 0.28 AV: 1 NL: 3.06E1
T: TMS + ¢ ESI Full ms2 151.00@cid30.00 [50.00-155.00]
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Extracto Etanodlico de Propdleo Tunia

VANILINA- PROP TUNIA_180925103639 #12 RT: 0.31 AV:1 NL: 8.09
T: ITMS + ¢ ESI Full ms2 151.00@cid30.00 [50.00-155.00]
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Miel Propolizada Santander

VANILINA-MIEL PROPSDER #18 RT: 0.30 AV:1 NL: 2.33E1
T: TMS + ¢ ESIFull ms2 151.00@cid30.00 [50.00-155.00]
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Miel Propolizada Tunia
VANILLINA -mielproptunia #12 RT: 0.31 AV: 1 NL: 2.39E1
T. ITMS + ¢ ESI Full ms2 151.00@cid25.00 [50.00-153.00]
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APIGENINA

o
ot
OH / OH O

m/z 253
H
&\ HO o/
4o +
M miz270 [ ; H
H oH
J H

m/z 242

Figura 24. Fragmentos principales de la apigenina.
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Miel Santander

APIGENINA - MIEL SDER_180925095408 #12 RT: 0.30 AV:1 NL: 1.16E1
T: TMS + ¢ ESI Full ms2 271.00@cid25.00 [70.00-275.00]
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Miel Tunia

APIGENINA - MIEL TUNIA_180925085707 #11 RT: 0.29 AV:1 NL: 1.15
T: TMS + ¢ ESI Full ms2 271.00@cid35.00 [70.00-275.00]
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T: ITMS + ¢ ESI Full ms2 271.00@cid25.00 [70.00-275.00]
100

Relative Abundance
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- Extracto Etandlico de Propdéleo Santander

APIGENINA - PROP SDER_180925103639 #11 RT. 0.29 AV:1 NL: 3.59
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- Extracto Etandlico de Propdleo Tunia

APIGENINA - PROP TUNIA_180925103639 #12 RT. 0.30 AV:1 NL: 157
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- Miel Propolizada Tunia

APIGENINA -mielproptunia_180924164823 #12 RT: 0.29 AV:1 NL:4.75
T: TMS + ¢ ESI Full ms2 271.00@cid30.00 [70.00-274.00]
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- Miel Propolizada Santander

APIGENINA-MIEL PROPSDER #12 RT: 0.30 AV: 1 NL: 3.83
T: ITMS + ¢ ESI Full ms2 271.00@cid30.00 [70.00-275.00]
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ISOHARMNETINA

- Espectro Teorico

+e
M

m/z 316

m/z 288
Figura 25. Fragmentos principales de la Isoharmnetina.
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ISOHAMNETINA -mielproptunia_180924164823 #12 RT: 0.31 AV:1 NL:1.70

Miel Propolizada Tunia

T: ITMS + ¢ ESIFull ms2 315.00@cid25.00 [85.00-320.00]
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- Miel Santander

ISORHAMNETINA - MIEL SDER_180925095408 #12 RT: 0.30 AV:1 NL: 6.52
T: ITMS + ¢ ESI Full ms2 315.00@cid20.00 [85.00-320.00]
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- Miel Tunia

ISORHAMNETINA - MIEL TUNIA_180925085707 #11 RT: 0.29 AV:1 NL: 5.74E-1
T: ITMS + ¢ ESI Full ms2 315.00@cid20.00 [85.00-320.00]

100

269.21

o o N N ® ® © ©

o

Relative Abundance
IS

n9,.5,%.8.%.8.%.5.5,.8.8.8.8,.3.%.8.%8.8.%.,

.

.

L L e e e
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320
m/z

135



100+

Relative Abundance

Relative Abundance

Extracto Etandlico de Propdleo Tunia

ISORHAMNETINA - PROP TUNIA_180925103639 #11 RT: 0.29 AV:1 NL: 6.55E-1
T: TMS + ¢ ESI Full ms2 315.00@cid25.00 [85.00-320.00]
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A continuacion se muestran los espectros de masas obtenidos para catequina y
crisina, siendo los flavonoides no encontrados en ninguna muestra.

CATEQUINA

- Espectro Teorico
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- Miel Santander
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- Miel Tunia

CATEQUINA - MIEL TUNIA_180925085707 #25 RT: 029 AV:1 NL: 7.42E2
T: ITMS + ¢ ESI Full ms2 290.00@cid40.00 [75.00-295.00]
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- Extracto Etandlico de Propdéleo Santander

CATEQUINA - PROP SDER_180925095408 #12 RT: 0.29 AV: 1 NL: 2.36
T: TMS + ¢ ESIFull ms2 290.00@cid30.00 [75.00-295.00]
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- Extracto Etandlico de Propdleo Tunia

CATEQUINA - PROP TUNIA_180925103639 #23 RT: 0.30 AV: 1 NL: 6.19E2
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- Miel Propolizada Tunia

CATEQUINA -mielproptunia_180924162821 #22 RT: 0.29 AV: 1 NL: 5.79E2
T: ITMS + ¢ ESIFull ms2 290.00@cid25.00 [75.00-290.00]
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- Miel Propolizada Santander

CATEQUINA-MIEL PROPSDER #11 RT: 0.29 AV: 1 NL: 4.13
T: ITMS + ¢ ESI Full ms2 290.00@cid25.00 [75.00-295.00]
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Miel Santander

CRISINA - MIEL SDER_180925085707 #11 RT: 0.29 AV: 1 NL: 9.93E-1
T: ITMS + ¢ ESIFull ms2 254.00@cid25.00 [65.00-260.00]
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- Extracto Etandlico de Propdéleo Santander

CRISINA - PROP SDER_180925095408 #11 RT: 0.29 AV:1 NL: 9.45E-1
T: TMS + ¢ ESIFull ms2 254.00@cid40.00 [65.00-260.00]
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- Extracto Etandlico de Propdleo Tunia
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Miel Propolizada Tunia

CRISINA -mielproptunia_180924162821 #12 RT: 0.31 AV: 1 NL: 3.31
T: ITMS + ¢ ESI Full ms2 254.00@cid30.00 [65.00-260.00]
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10.4 CURVAS DE CALIBRACION

10.4.1 Fenoles totales

Tabla 30. Resultados para la curva de calibracién de acido gélico.

S AT Concentracion Absorbancia Coeficiente de
promedio promedio variacion (%CV)
10 0,063
10 0,070 10 0,067+0,004 5,69
10 0,069
25 0,212
25 0,205 25 0,206+0,005 2,49
25 0,202
35 0,296
35 0,273 35 0,285+0,013 4,48
35 0,294
45 0,371
45 0,374 45 0,367+0,009 2,47
45 0,357
55 0,458
55 0,453 55 0,63
== 5258 0,456+0,003
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Curva de calibracion con Acido Galico

0,500
0,400 y = 0,0086x - 0,0152
3 R?=0,9991
£ 0,300
2
2 0,200
<
0,100
0,000
0 10 20 30 40 50 60

Concentracion

Figura 26. Curva de calibracién con acido galico.

Figura 27. Imagen obtenida de la curva de calibracion con acido galico.

10.4.2 Flavonoides totales

Tabla 31. Resultados para la curva de calibracion con catequina.

» ; Concentracion Absorbancia Coeficiente de
Concentracion Absorbancia ; ; -
promedio promedio variacion (%CV)
5,0 0,009
10,00
5,0 0,01 5,0 0,010+0,001
5,0 0,011
10 0,027
10 0,024 10 0,026+0,002 5,95
10 0,026
25 0,061 25 4,10
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25 0,059 0,061+0,003

25 0,064
50 0,125
50 0,140 50 0,129+0,010 7,48
50 0,122
100 0,255
100 0,256 100 0,258+0,004 1,47
100 0,262
200 0,493
200 0,499 200 0,493+0,007 1,32
200 0,486

Curva estandar Catequina

© 0,500 y =0,0025x + 0,0017

0,0 50,0 100,0 150,0 200,0 250,0
Concentracion

Figura 28. Curva de calibracion con catequina.

W e

Figura 29. Imagen obtenida para la curva de calibracion con catequina.
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10.4.3 Actividad antioxidante por DPPH

Tabla 32. Curvas de calibracion para la actividad antioxidante en la miel de Tunia.

Concentracion  Abs1l Abs2 Abs3  Control Control prom. Inh.1 Inh.2 Inh.3
20000 0,474 0,480 0,473 0,130 0,119 0,132
50000 0,431 0,431 0,439 0,209 0,209 0,194
75000 0,399 0,403 0,418 0,267 0,260 0,233

0,547
100000 0,374 0,370 0,383 0,313 0,321 0,297
0,542 0,545
125000 0,347 0,349 0,359 0,363 0,359 0,341
0,545
150000 0,328 0,324 0,325 0,398 0,405 0,403
200000 0,271 0,271 0,265 0,502 0,502 0,513
225000 0,245 0,248 0,236 0,550 0,545 0,567
Curva miel Tunia (3)
0,600
y = 2E-06x + 0,1073
© 0,500 R? = 0,997
'S 0,400 .
-'-; 0,300 orbanct
2 0,200 y = -1E-06x + 0,4862 ¢ Absorbancia
< 2 _ S s
0,100 R%?=0,997 Inhibicidn
0,000
100000 200000 300000
Concentracion

Figura 30. Curva de absorbancia e inhibicién para la miel Tunia (3).

Figura 31. Imagen obtenida para la inhibicion del radical DPPH en la muestra de

miel de Tunia.
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10.4.4 Actividad antioxidante por ABTS

Tabla 33. Curvas de calibracion para la actividad antioxidante en miel de Tunia.

_ Abs  Abs  Abs Control
Concentracion Control ; Inh.1 Inh.2 Inh.3
1 2 3 promedio
50000 0,453 0,451 0,457 0,326 0,329 0,320
100000 0,392 0,402 0,399 06 0,416 0,401 0,406
,671
200000 0,307 0,304 0,309 0,543 0,547 0,540
0,671 0,672
300000 0,220 0,217 0,222 0.673 0,672 0,677 0,669
400000 0,133 0,139 0,138 ' 0,802 0,793 0,795
500000 0,050 0,047 0,043 0,926 0,930 0,936
Curva Miel Tunia (1)
1,000
y = 1E-06x + 0,2746
0,800 R? =0,9984
K
£ 0,600
2 @ Absorbanci
20,400
< y = -9E-07x + 0,4872
0,200 R? = 0,9984
0,000
0 200000 400000 600000
Concentracion

Figura 32. Curva de absorbancia e inhibicién para la miel Tunia (1).

Figura 33. Imagen obtenida para la inhibicion del radical ABTS en la muestra de

miel de Tunia.
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