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Evaluacién de la capacidad antioxidante de la miel

y su potencial como conservante natural Resumen

1. Objetivo

En los ultimos tiempos y debido a las reticencias por parte de un grupo importante de
consumidores sobre el uso de algunos antioxidantes sintéticos se han intensificado las
investigaciones para descubrir y utilizar antioxidantes de fuentes naturales, como frutas,
verduras, etc.. Entre los alimentos con potencial antioxidante uno de los que més interés
han despertado, en los ultimos diez afios han sido las mieles, no solo por sus
propiedades nutritivas o medicinales, sino también por su capacidad antioxidante y su
posible utilizacion como conservante natural.

El objetivo inicial de este proyecto es evaluar la capacidad antioxidante de mieles de
diferente origenes botanicos y valorar la correlacion existente entre dicha actividad y su
contenido en compuestos fendlicos. Posteriormente, aquellas mieles que presenten una
mayor capacidad seran utilizadas para valorar su posible uso como conservante natural
para evitar el pardeamiento enzimatico en puré de manzanas Yy también se realizara este
método en una miel que presente una menor capacidad antioxidante para ver si hay
correlacion entre la capacidad antioxidante y la capacidad de la miel para inhibir el
pardeamiento enzimatico en los purés de frutas.

2. Introduccion

Se define la miel como la sustancia natural dulce producida por las abejas Apis mellifera
a partir del néctar de las plantas o de secreciones de partes vivas de la planta o de
excreciones de insectos chupadores presentes en las partes vivas de las plantas, que las
abejas recolectan, transportan, transforman, combinan con otras sustancias, depositan,
deshidratan, almacenan y dejan en colmenas para que maduren. (Directiva
2001/110/CE). ). En funcidn del origen botanico de las mieles podemos hablar de miel
de flores o mil flores, aquellas cuyo componente fundamental es el néctar, y miel de
mielada que son las obtenidas principalmente de secreciones de partes vivas de las
plantas.

El principal componente de la miel lo constituyen los hidratos de carbono sencillos
(azlcares), mayoritariamente glucosa y fructosa. También contiene agua (tercer
componente mayoritario), &cidos, enzimas, minerales y vitaminas.

Los compuestos fendlicos de la miel representan el grupo mas importante entre los
compuestos minoritarios de la mial. Su contenido varia en funcién del origen floral y
geografico de la miel. Los compuestos fendlicos que se encuentran en la miel son:

fenoles libres (&cidos volatiles), acidos fenolicos, polifenoles (por lo general en forma
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de flavonoides) y pigmentos (1). En general el contenido de fenoles es mayor en mieles
oscuras. Varios autores han demostrado que el contenido de fenoles totales esta
fuertemente correlacionada con capacidad antioxidante.

Un antioxidante es un compuesto quimico que hallandose en pequefias concentraciones
con respecto a las de un sustrato oxidable, retarda o previene la oxidacion de dicho
sustrato (2). En el caso de la miel la capacidad antioxidante es la habilidad que tienen
algunas mieles para contrarrestar la cantidad de reacciones oxidativas que pueden
ocurrir en la naturaleza, éstas pueden producir efectos perjudiciales tanto en los
alimentos como en el organismo, donde contribuyen al desarrollo de enfermedades
cronicas. Los principales componentes de la actividad antioxidante de las mieles son los
compuestos fendlicos. Sin embargo, la capacidad antioxidante varia en gran medida
segun el origen botéanico de la miel, otros factores como la elaboracion, manipulacion y
almacenamiento de las mieles afecta a la capacidad antioxidante en menor grado. La
accion antioxidante de los flavonoides se basa en sus propiedades como donadores de
electrones o hidrogenos. Los flavonoides son antioxidantes capaces de donar hidr6geno
a través de sus grupos hidroxilos para inactivar a un radical libre, generando a su vez un
radical fenoxilo, estable por deslocalizacidn del electrdn en su estructura. La capacidad
de los flavonoides para actuar como antioxidantes por donacién de electrones depende
directamente del potencial de reduccion de sus radicales e inversamente de la
reactividad de las moléculas de flavonoides con oxigeno.

El pardeamiento enzimatico es una alteracion quimica, aunque de naturaleza enzimatica
en sus primeras etapas que tiene como sustratos a los compuestos fendlicos que se
transforman en estructuras poliméricas con coloraciones pardas como consecuencia de
la actividad principalmente de los sistemas enzimaticos polifenoloxidasa. . Para que se
produzca el pardeamiento enzimatico hacen falta que concurran tres factores esenciales
(3): Presencia de sustratos fendlicos, sistema enzimatico activo y presencia de oxigeno.
Los diferentes métodos desarrollados para controlar, minimizar o inhibir el proceso de
pardeamiento enzimatico suele ser preventivos. Se clasifican en métodos quimicos
(EDTA, CINa, etc.), metodos fisicos (T° atmosfera modificada, etc.) y métodos

enzimaticos (Catalasas).
3. Materiales y métodos

Este trabajo se ha llevado a cabo utilizando seis muestras de mieles de origen botanico
certificado (romero, azahar, eucalipto, tomillo, castafio, roble) fueron facilitadas por el
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Dr. José Sanchez de la universidad de Salamanca, mientras que la miel comercial, asi
como las manzanas, fueron obtenidas en un supermercado de la zona.

3.1 FRAP

El procedimiento seguido ha sido el descrito por (4) y se basa en la reduccion a ferroso
a pH bajo el complejo Férrico-tripyridiltrizaina (Fe**-TPTZ) de coloracion amarilla por
accion del antioxidante (miel). Esta reaccion produce un color azul intenso medido a
una longitud de onda de A=593 nm. Se realiza una recta de calibrado TROLOX
(antioxidante estandar), a través del cual se evalud la capacidad antioxidante de las
muestra de miel, el resultado final se expresa en umoles de Trolox equivalentes/ g de
muestra.

3.2 ABTS™

El procedimiento seguido ha sido descrito por (5). Se basa en la capacidad de los
antioxidantes para atrapar radicales libres presentes en el medio, en este caso el radical
cation ABTS™*. En primer lugar es necesario formar el radical coloreado in situ. Dicho
radical se genera a partir del precursor ABTS, por accidon de un sistema enzimatico
formado por peroxidasa y agua oxigenada. Después se afiade el antioxidante y se mide
el descenso de absorbancia, monitorizado a una A=414 nm, producido por la captacién
de dicho radical por parte del antioxidante. Al igual que en el caso anterior, fue
necesario realizar diariamente una recta de calibrado TROLOX que permiti6 evaluar la
capacidad antioxidante de la muestra, el resultado final se expreso en umoles de Trolox
equivalentes/ g muestra.

3.3 Fenoles Totales

El calculo de los fenoles totales se realizo por el método de folin-ciocalteu que es una
modificacion de (6). El conjunto de compuestos fenolicos presentes en la miel se oxidan
por el reactivo folin-ciocalteu, el cual, a su vez se reduce por la accion de los fenoles.
Dicha reaccion da una coloracion azul que puede medirse a una A de 760 nm. Lo
primero que se realizé fue una recta de calibrado utilizando como patrén acido galico
(R?=0.995), se realiz6 un procedimiento similar con las muestras expresandose el
resultado final en mg equivalentes de acido galico/ g de muestra.

3.4 Inhibicion del pardeamiento enzimético

El procedimiento seguido fue similar al descrito por (7) con ligeras modificaciones. Se
prepararon 3 muestras de puré de manzana a las que se afiadian un 2 % de las mieles,

una cuarta muestra se preparo afiadiendo un 1 % de acido ascorbico y paralelamente se
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preparo un control (+) se pone solamente el puré de manzana y un control (-) donde se
Ileva a ebullicidn el puré de manzana para inhibir totalmente la PPO. A continuacion las
muestras se dejan incubar durante 1 hora. Se le afiade 20 ml de metanol acuoso (1:1), se
centrifugan a 8000 r.p.m., se filtran las muestras y se determina la absorbancia a una A=
420. El resultado se expresa en porcentaje de inhibicion del pardeamiento enzimatico
(considerando el 100% de inhibicion la absorbancia obtenida en el control negativo).

3.5 Tratamiento estadistico

El analisis estadistico se ha llevado a cabo utilizando el programa SPSS version 22. Para
comprobar si habia diferencias significativas entre los resultados obtenidos para los
diferentes parametros analizados se llevo a cabo un analisis de la varianza (ANOVA) de
un factor teniendo en cuenta las diferencias entre las medias de los grupos de mieles a
un nivel de significacion del 5% (p<0.05).

4 Resultados y discusion

4.1 Capacidad antioxidante de la miel

En la tabla | quedan reflejados los datos obtenidos en la evaluacién de la capacidad
antioxidante ( media £ desviacion estandar de las tres repeticiones) de las siete muestras
de miel analizadas, tanto por el método FRAP, como por el método ABTS™", expresados

en umoles de Trolox equivalentes/ g de muestra

Tabla I Datos de la capacidad antioxidante de las mieles (umoles de trolox/ g de muestra)

Mieles FRAP ABTS™ Como se puede observar, los valores del FRAP
Comercial 0.76£0.08 ~ 0.55£0.07  oscilaban entre los 0.07 pmoles de Trolox/g de
Romero 0.07+0.01 | 0.09+0.01

la miel de romero (mono-floral), hasta los 3.01

Azahar 0.14+0.01 = 0.09+0.01 . .
pmoles de trolox/ g de la miel de roble (miel de

Eucalipto 0.21+0.03 | 0.26+0.01 ] ] ] )

. mielada), siendo estos ligeramente superiores a
Tomillo 0.89+0.03  0.92+0.03

- 7 o+

Castafio 1512005  098+003 | 10 obtenidos por el método ABTS™ aunque
Roble 3014024 273+049  ambos métodos siguen la misma tendencia, ya

que, la capacidad antioxidante de las mieles va
aumentando en funcion del color y del origen botanico, pardmetros que a su vez estan
relacionados con el contenido fenolico de las mieles. También se observa que los
analisis realizados en la miel comercial (miel de milflores), presenta valores intermedios

en ambos métodos respecto al resto de las muestras de mieles comerciales.
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Cabe destacar que solo las mieles de castafio y de roble tienen una actividad superior al
trolox 1 mM que es el patron que se suele considerar a efectos de comparacion. Los
resultados obtenidos en este estudio van acordes con otros estudios realizados en mieles
esparfiolas (8), checas (9), portuguesas (10) y eslovenas (11). Tan sélo (12), evaluaron la
capacidad antioxidante de siete muestras de mieles italianas dando resultados superiores
en la miel de madrofio (mono-floral) que las mieles de mielada.

En la figura I, podemos ver de forma grafica la relacion entre los dos métodos utilizados

para evaluar la capacidad antioxidante de las mieles.

llustracién I: Relacion entre el método FRAP y el método ABTS™*

El indice de relacion de pearson entre el método FRAP y el método ABTS™ para este
estudio fue (r=0.983), similar al obtenido en los estudios de (9) para mieles checas
(rerarsasts =0.937). Este indice, sin embargo, es superior al descrito por (13) para mieles
portuguesas rerap/open =0.747.

Cuando se hace el estudio estadistico ANOVA de un factor se establecen 4 grupos
diferenciados en el método FRAP y 3 en el ABTS. En el caso del FRAP un primer
grupo lo constituyen las mieles de romero, azahar y eucalipto, un segundo grupo que
engloba a las mieles comercial y de tomillo y las mieles de castafio y roble (grupos 3 y
4) que son distintas a todas las demaés y distintas entre si. Cuando lo que se compara son
los resultados obtenidos en el método ABTS, los tres grupos estan constituidos por las
mieles de romero, azahar, eucalipto y comercial (grupo 1), comercial tomillo y castafio
(grupo 2) y el roble (grupo 3).

4.2 Fenoles totales en la miel

Otro de los pardmetros que se evalud en las mieles fue el contenido total de
compuestos fendlicos, con el objetivo de ver si habia una correlacion entre este
pardmetro con la capacidad antioxidante. En la tabla Il se muestran los datos de los
compuestos fendlicos totales ( media £ desviacion estandar de tres repeticiones) de las

siete muestras de miel expresados en mg de acido galico/ g de la muestra.

David Martin Garretas Pagina 5



Evaluacién de la capacidad antioxidante de la miel

y su potencial como conservante natural Resumen

Tabla I1: Valores de compuestos fendlico (mg AG/ g)

Como se puede observar el contenido en

mieles mg de AG/g de miel
) compuestos fenolicos oscilaba entre los 0.33 mg
Comercial 0.58+0.01

AG/g de la miel de romero a 2.77 mg AG/ g de la

Romero 0.33+0.01 . ] . .
miel de roble. El contenido fenolico de las mieles

Azah 0.330.01 . .
£anat fue aumentando en funcién del color, mieles
Eucalipto 0.88£0.02 oscuras> mieles claras; el orden fue
Tomillo 1.74+0.01 romero<azahar<eucalipto<tomillo<castafio<roble
Castafio 2 4940.02 Estos resultados son acordes a los descritos para
mieles espafolas (8), portuguesas (13), checas (9
Roble 2.77+0.01 P (8), portug (13) ®)

y eslovenas (11).

En todos los estudios sefialados los polifenoles totales aumentaban en funcion del color
de las mieles y del origen boténico, y mieles con un alto contenido en fenoles
presentaban una mayor capacidad antioxidante. Tan s6lo en el estudio de (12)
comentado anteriormente se describen datos contradictorios al resto de los estudios,
puesto que, segun estos autores la miel de madrofio (monofloral) presenta una cantidad
mayor de compuestos fendlicos que las mieles de mielada.

En el Figura Il se muestra la relacion entre la capacidad antioxidante y los polifenoles

totales de las diferentes mieles.

Fenap = 0,892

._ ragrs+ = 0,855

/-/Q/ & FRAP
bt T =
T T T T T 1 —— Lineal (FRAP)

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3

Fenoles totales

Capacidad
antioxidante

O = N W H

Figura 1: Relacidon de la capacidad antioxidante y los fenoles totales

El coeficiente de correlacion de pearson para la capacidad antioxidante y los fenoles
totales fue para el método FRAP (r=0.892) y para el método ABTS™ (r=0.855). Estos
valores fueron superiores a los obtenidos por otros autores, (13) para mieles
portuguesas (roppHpT= 0.831) Y (rrrarpT=0.818); (9) checas (rerappT= 0.852).

Sin embargo, los datos obtenidos en nuestro estudio sobre la relacion del contenido en
fenoles y la capacidad antioxidante fue inferior al obtenido, (12) italianas (rrrappT=
0.9636) y (rasTspt=0.8920); (11) eslovacas (rerarrt= 0.966) Yy (rpHHppT= 0.932).
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Cuando se hace el estudio estadistico ANOVA, para los fenoles totales todas las mieles
son diferentes unas de otras excepto las mieles de romero y azahar que se pueden
agrupar en un mismo conjunto, en el analisis se obtienen 6 grupos diferenciados. El
primer grupo lo forman la miel de tomillo y azahar y los otros 5 grupos para cada una
de las mieles analizadas.

4.3 Inhibicion del pardeamiento enzimatico

El estudio de la inhibicion del pardeamiento enzimético en purés de manzana se realizo
con tres muestras de miel (eucalipto, castafio y roble). Paralelamente se preparé una
cuarta muestra, a la que se adicioné como conservante acido ascérbico, uno de los
compuestos quimicos que mas se usan en la industria alimentaria para la inhibicion del
pardeamiento enzimatico, para poder comparar la eficacia de la miel en la inhibicién del
pardeamiento frente al acido ascarbico.

En la tabla 11 se muestran los valores obtenidos para cada una de las muestras de miel y
la muestra de acido ascérbico expresados en % de inhibicion (media + desviacién

estandar de las dos repeticiones) del pardeamiento de la muestra.

Tabla I11: % de inhibicion del pardeamiento en puré de manzanas

i i S Como podemos observar en la tabla 11l solo la
Tipo de mieles % inhibicién del

pardeamiento miel de roble ha conseguido inhibir el

AA 163.3 +23.6 pardeamiento enzimatico en puré de manzana en
Eucalipto -87.5+9.1 un 23.8 %.

Castafio -6.4£25.1 En uno de los dos ensayos realizados en la miel
Roble 23.8+12.6

de Castafio se obtuvo un resultado positivo
respecto a la inhibicion del pardeamiento enzimatico, 11.38. Por lo tanto, habria que
considerar que este tipo de miel también podria ser utilizado para prevenir el
pardeamiento enzimatico en purés de manzana.

Los resultados obtenidos para las mieles de mielada en nuestro estudio fueron similares
a los descritos por (14) , pero fueron inferiores para las mieles florales. Los resultados
obtenidos en nuestro estudio fueron inferiores a los descritos por (7) y (15) tanto para
las mieles de mielada como para las mieles florales.

A pesar de que con la utilizacion de mieles de mielada se consigue inhibir el
pardeamiento enzimatico de purés de manzana, su eficacia como conservante natural en
este campo estd muy alejada de otros conservantes como por ejemplo, el &cido

ascorbico que como vemos en la tabla Il tienen un porcentaje de inhibicion del
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pardeamiento bastante alto (163.3 %). En la tabla IV se muestran los coeficientes
relacién de pearson entre los diferentes parametros analizados en las mieles con el

porcentaje de inhibicion del pardeamiento enzimatico en puré de manzanas.

Tabla IV: Coeficiente de relacion de pearson

El coeficiente de correlacion entre

% inhib PT ABTS** FRAP .
el los polifenoles totales y el % de

FRAP | 0,960 | 0,892 0,983 T o
ABTS™ | 0,902 0,855 inhibicion enzimética (r= 0.991)
PT 0,991 fue superior al sefialado por (7)

donde describieron una correlacion de (r=0.347).
5. Conclusion

Una vez analizados los resultados de este estudio se pueden obtener las siguientes

conclusiones:

1. Respecto a la capacidad antioxidante y polifenoles totales de las mieles

e No se encuentran diferencias significativas entre los dos métodos
empleados para medir la capacidad antioxidante. Aunque los valores
varian en funcion del método que se utilice, la capacidad antioxidante de
las mieles por ambos métodos siguen la misma tendencia.

e Tanto el método FRAP como el método ABTS™ se pueden considerar
métodos validos para determinar la capacidad antioxidante de la miel y
se obtiene un adecuado coeficiente de correlacion entre ambos métodos.

e Tanto la actividad antioxidante de las mieles como su contenido en
polifenoles totales varia en funcién de su origen botanico. Los grupos
significativamente diferentes estan correlacionados con el color de las
mieles.

e La miel de roble, la Unica que puede considerarse estrictamente mielada,
es significativamente diferente a todas las demas en todos los parametros
analizados.

e La correlacion positiva que presenta la capacidad antioxidante y el
contenido en fenoles totales (r=0.892) evidencia la capacidad que tiene

esta familia de compuestos para ejercer una accion antioxidante.
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2. Respecto a la Inhibicion del pardeamiento enzimatico

e De las tres mieles utilizadas s6lo las mieles de mielada conseguian
inhibir el pardeamiento enzimatico en purés de manzana. A pesar de ello,
su eficiencia esta muy alejada de otros conservantes naturales como el
acido ascorbico, utilizado en este trabajo.

e EI porcentaje de inhibicion del pardeamiento enzimético en puré de
manzanas estd relacionado con el contenido fendlico y la capacidad
antioxidante de las mieles, cuanto méas elevados sean los valores de estos

parametros mas elevado el porcentaje de inhibicion enzimatica.
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