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Introduccion

El creciente interés en los compuestos polifendlicos de origen vegetal se debe a la
apreciacion de su amplia actividad farmacoldgica en especial su capacidad para actuar
como antioxidantes en los sistemas bioldgicos (Benthsath, Rusznyak y Sent., 1996) . El
mecanismo antioxidante esta vinculado con las potencialidades de unirse a los
polimeros bioldgicos, tales como enzimas, transportadores de hormonas, y ADN; quelar
iones metalicos de transicion, tales como Fe2+, Cu2+, Zn2+, catalizar el transporte de
electrones, y depurar radicales libres (Saskia, van y Bast, 1998). Debido a este hecho se
han  descrito  efectos protectores en diferentes patologias patologias.
Actualmente entre otros factores los producidos por el cambio climéatico condicionan
una serie de efectos negativos sobre la especie humana mediados por la generacion de
radicales libres. Existe tanto la proteccion endogena (Ames et al., 1993), como la
incorporacion de productos naturales capaces de actuar contra estas especies (Manach,
Scalbert, Morand, Rémésy, y Jiménez, 2004).

Una estrategia para contribuir a disminuir el dafio provocado por estas especies y que
permite mejorar la calidad de vida, es sin duda la incorporacion de miel rica en
polifenoles capaces de producir actividad antioxidante (Aljadi y Kamaruddin, 2004; Al-
Mamari, Al-Meeri, y Al-Habori, 2002).

Objetivos

1. Determinar el contenido de compuestos polifenolicos y flavonoides totales
mediante técnica espectrofotométrica UV-visible en base é&cido galico y
luteolina en mieles procedentes de la especie Apis mellifera

2. Evaluar el potencial antioxidante en mieles procedentes de la especie Apis
mellifera.
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Materiales y Métodos
Mieles

Las muestras de mieles fueron recolectadas en el 2008 y proceden de diferentes apiarios
y latitudes de la regién central de la provincia de Villa Clara. Cuba. Las muestras no han
sido sometidas a tratamiento térmico ni pasteurizacion y fueron almacenadas a la
oscuridad y temperatura ambiente para minimizar posibles alteraciones.

Extraccion de compuestos fendlicos y flavonoides totales

Se pesan 0.1 g de muestra de miel se pasa a un tubo de ensayo con tapa y se extrae con
1 ml de metanol absoluto, la mezcla es centrifuga 13000 rpm durante 5 minutos, el
sobrenadante se transfiere a un matraz de 10 ml y se diluye con agua destilada y
desionizada.

Determinacion de compuestos fenolicos totales

El contenido de compuestos fenolicos totales fue evaluado utilizando el método
fotocolimetrico descrito por (Singleton, y Rossi, 1965). Se transfiere 1ml de la solucién
anterior a un matraz de 25 ml | se diluye con agua destilada y desionizada, se afiade 1
ml de reactivo Folin & Ciocalteu’s, se agita 5 minutos. Se afiade 10 ml de Na2CO3 7 %,
se agita de nuevo y se mantiene durante 90 minutos a 23 oC. Se determind la
absorbancia a 275 nm.

Determinacién de compuestos flavonoides totales

Para conocer el contenido de compuestos flavonoides totales se utilizd el método
fotocolimetrico descrito por (Zhishen, Mengcheng y Jianming, 1999). Se transfiere 1ml
de la solucién anterior a matraz de 10 ml | se diluyé con agua destilada y desionizada, se
afiadié 0.3 ml de NaNO2 5 %, se agitdé la mezcla 5 minutos. Se afiadié 0.3 ml de
ALCL3 10 %, se esper6 6 minutos. Se afiadi6 2 ml de NaOH 1 M, se completd la
solucion con agua destilada y desionizada, se determind la absorbancia a 510 nm.
Se cuantificaron los niveles de compuestos fendlicos y flavonoides totales mediante los
modelos matematicos obtenidos mediante los modelos matematicos obtenidos en las
curva de calibracion.

Determinacion del potencial antioxidante

Se determin0 el potencial antioxidante de los compuestos fendlicos totales mediante
ensayo reportado por (Emmons, Peterson y Paul, 1999), con algunas modificaciones. Se
pesaron 5 mg de R-caroteno, se transfirieron a un matraz de 50 ml, se diluyo con
cloroformo, se mezclaron 3 ml de esta solucién con 40 mg de &cido linoleico y 400 mg
de tween 40 en un matraz de 100 ml. El cloroformo se elimin6 mediante flujo de
nitrégeno gaseoso. Inmediatamente se adiciond agua destilada y desionizada hasta
completar el volumen, se agito durante 5 minutos. Se mezclaron 3 ml de la emulsion (R-
caroteno/ acido linoleico) con 50 pl de solucidn de miel (10 pg/ml), se incubo la mezcla
60 minutos. Leer absorbancia a 470 nm y blanco como referencia.



Calculos:

Donde es la velocidad de degradacion del control, es la velocidad de degradacién de la
muestra.

Caracterizacion de elementos traza

Para la obtencion de los elementos traza, se partio de la técnica de analisis por
espectrometria de absorcion atémica, adaptando el método basado en la destruccion de
la materia organica, digestion himeda 4cida (“wetashing”). Los elementos a analizar y
sus respectivas longitudes de onda fueron: Ca (237,312 nm), Mg (228,802 nm), Zn
(206,200 nm), Cu (224,700 nm) y Fe (259,940 nm). Para realizar las curvas de
calibracion para los elementos se utilizd el sistema estandar multilementos. marca
Merck.

Evaluacién de la irritabilidad oftalmica empleando el ensayo de hemdlisis en células
rojas de sangre humanos (red blood cell (RBC))

Este método de trabajo permite diferenciar dafios sobre la membrana citoplasmatica
(hemolisis), sobre la proteina y conocer la seguridad de estos productos.

Resultados
Compuestos fenolicos totales

Se detect6 la presencia de este grupo de compuestos y los niveles de los mismos fueron
relativamente alto, con rangos de valores medios comprendidos entre (6,1 - 44 mg
(CEAG) /100 g de miel), donde resalta una relacion directa entre el color y niveles de
compuestos polifendlicos presentes (Tabla 2). Estos resultados concuerdan con lo
referido por Blasa (2005), la cual encontr6 valores similares en otra latitud y en
condiciones climaticas diferentes.

Evidentemente la presencia de entidades moleculares de diferente naturaleza (&cidos
fenolicos, taninos, flavonoides) en las mieles depende de la calidad y diversidad de
especies botanicas visitada por las abejas. El incremento del nivel de estos metabolitos
en un medio pudieran iniciar un incremento del poder antioxidante Weston, (2000).
Sobre este aspecto también pueden tributar otros factores post-cosecha que incluyen, el
propio proceso de mejoramiento industrial, el cual puede disminuir, remover y degradar
metabolitos relacionados con el potencial biolégico y que se encontraban incluidos en
las mieles provenientes de los apiarios (Wang et al., 2004).

Compuestos flavonoides totales

Como es de esperar, se detectd la presencia de este subgrupo dentro de los compuestos
fenolicos, con rangos de valores medios comprendidos entre entre (1,17 — 2,39 mg
(CEL)/100 g de miel) (Tabla 2), donde al igual que los compuestos fenolicos resalta una
relacion directa entre el color y niveles de compuestos flavonoides presentes. Por otro
lado, es imposible en este estudio diferencial la capacidad de los flavonoides de los



compuestos fendlicos para actuar como antioxidantes en el ensayo realizado, por cuanto
la miel esta conformada por un pool metabodlico que incluye ambos grupos.

Los niveles de compuestos flavonoides detectados en las muestras, se corresponde
cuantitativamente pero en menor grado como es logico que los compuestos fenolicos y
ello pudiera estar en correspondencia también con los resultados del potencial
antioxidante encontrado.

Tabla 2: Area de recoleccion, concentracion de compuestos fenolicosa y flavonoidesb
totales en muestras de mieles procedentes de la especie Apis mellifera

Zona de Polifenoles totales Flavonoides totales

Muestras recoleccién mg (Agi?/ 100g Mg (LE)/100g miel
1 Norte 32,8+0,04 2,26+0,004
2 Norte 30,4+0,03 2,39+0,008
3 Sur 33,9+0,01 1,27+0,004
4 Sur 44,0+0,05 2,27+0,006
5 Este 34,3+0,05 2,3940,002
6 Este 25,1+0,01 1,19+0,005
7 Oeste 26,7+0,03 1,39+0,004
8 Oeste 6,1+0,03 1,17+0,006

a El contenido de compuestos fenolicos totales fue determinado por el reactivo
de Folin-Ciocaltau. Los valores son expresados a través de la media +
desviacion estandar.

b El contenido de compuestos flavonoides por método calorimétrico empleando
AICI3. Los valores son expresados a través de la media + desviacion estandar.

Leyenda: (AGE) Acido galico equivalente; (LE) luteolina equivalente

Actividad antioxidante

Al analizar los resultados de las muestras de mieles (Figura. 2). Todas presentaron
actividad antioxidante, destacandose la muestra 4, 2 y 1, las que mostraron un potencial
antioxidante superior al 60 % con respecto al control, mientras que el potencial de las
restantes disminuye ligeramente. Estos resultados coincide con (Al-Mamari y Al-
Habori, 2002); (Aljadi y Kamaruddin, 2004); (Blasa et al., 2006), los que obtuvieron
similares resultados al evaluar mieles de diferentes origenes botanicos y que concuerdan
con el criterio de que este efecto podria ser consecuencia tanto de la concentracion
como la naturaleza de compuestos fendlicos presentes en las mieles.
Por otra parte, diferentes investigadores han confirmado que el ensayo usando R-
caroteno es ampliamente eficaz para evaluar la capacidad antioxidante de productos
naturales, ya que esta estructura es extremadamente susceptible a la oxidacion mediada
por especies radicales libres. En principio, la decoloracién del B- caroteno, es una



reaccion que ocurre en respuesta a la accion oxidante del &cido linoleico ya que sus dos
dobles enlaces son sensibles a la degradacion (Unten et al., 1997; Singh et al 2002).

Estos criterios y asumiendo el hecho de que los efectos negativos de varios factores
estresantes sobre la especie humana son mediados por especies reactivas de oxigeno
(ROS) (Blasa et al., 2006), nuestros resultados, al igual que los reportados por (Ames et
al., 1993; Manach y Jiménez, 2004), advierten la posibilidad del uso de la miel de abeja
como un suplemento de proteccion exdgeno contra la accion destructiva de estas
especies quimica.
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Figura 2: Actividad antioxidante de diferentes muestras de miel procedentes de
la especie Apis mellifera, colectadas en diferentes puntos geogréaficos de la
region central de Cuba; Alfa- tocoferol (VE) y Butil Hidroxi Tolueno ( BHT)
son estandares; La concentracion de cada muestra para la evaluacién fue de 10
pg/mly 1 pg/ml para VE y BHT

Presencia de metales.

La capacidad nutritiva de la miel y su accion antioxidante, puede estar comprometida
con la composicion quimica. Como alimento debe estar libre de contaminantes
inaceptables o contener niveles aceptados sobre todo de metales. Al analizar nuestros
resultados, se detectaron niveles de Ca, Mg, Zn, Cu y Fe (Figura 1) en los rangos de
1,811 - 3,229 para el caso del Ca; 1,402 - 3,336, Mg; 0,046 - 0,199, Zn; 0,045 - 0,386 y
1,39 - 3,87 Fe respectivamente. Estos resultados comparados con datos reportados en la
literatura son altos en general inclusive para los elementos Zn y Cu que se encuentran
en menor cuantia. EI contenido de elementos metalicos fue medido posterior a la
cosecha y almacenamiento lo cual implicd una serie de operaciones que pudieron
comprometer la existencia real de estos contaminantes en muestras virgenes.

Debe tenerse en cuenta, segin lo expresado por Saskia (1998), que ademas de
comprobado la capacidad de los polifenoles vegetales para actuar como antioxidantes en
los sistemas bioldgicos, encontrd cierta relacion entre estos y la presencia de minerales
mediados por la capacidad de quelar elementos metalicos de transicion como Fe2+,
Cu2+, Zn2+ entre otros. Aspecto importantisimo en nuestros resultados por cuanto los



niveles de hierro (Fe) son extremadamente altos (Figura 3) y ademas de comprometer la
actividad antioxidante de los compuestos fenolicos, pudiera inducir efectos toxicos.
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Figura 3: Presencia de elementos metalicos en muestras de miel procedentes de la
especie Apis mellifera, colectadas en diferentes puntos geogréficos de la region
central de Cuba.

Evaluacién de la irritabilidad oftdlmica en células rojas de sangre humanos (red blood
cell (RBC))

Las muestras ensayadas, no fueron capaz de provocar % de hemolisis, por lo tanto,
resultdé imposible poder calcular la concentracion hemolitica 50 (CH50). Estos
resultados como es de esperar insindan que aunque existan diferentes niveles de
compuestos polifendlicos y presencia de metales, no mostraron ningun efecto de
irritabilidad y permite clasificar al producto como no toxico.

Conclusiones

En todas las muestras de mieles se detectaron niveles de compuestos fenolicos totales,
responsables del poder antioxidante en los ensayos realizados y dicho potencial esta en
proporcidn directa con los niveles de compuestos fendlicos presentes en las muestras.

Por otro lado, La presencia de metales en las diferentes muestras no comprometio la
actividad antioxidante de los compuestos fendlicos. Por otro lado, se demostro que la
presencia de diferentes niveles de compuestos fenolicos y metales no induce efectos
toxicos.
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