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RESUMEN 

La miel es una sustancia natural dulce, transparente y de apariencia viscosa, elaborada             

por las abejas, a partir del néctar de flores y de secreciones extraflorales que ha sido                

utilizada desde la antigüedad ya sea como saborizante, alimento y en algunos casos             

como medicamento. Es almacenada en celdas dentro de la colmena hasta que complete             

el tiempo de su maduración, que es cuando ya está lista para el consumo. Las abejas                

elaboran varios productos en su colmena, entre los que se encuentran: polen, propóleos,             

cera, jalea real y miel. Esta última es el que elaboran en mayor cantidad ya que                

constituye su fuente de alimento para toda la colmena y para el ser humano también ya                

que es rica en nutrientes que favorecen y mejoran la salud. La composición química de               

cada miel es variada, va a depender de diversos factores externos como el clima, suelo,               

condiciones ambientales en que se encuentre la colmena, y también del tipo de             

vegetación de la cual ha sido extraído el néctar, además puede presentar coloraciones             

diferentes que pueden ir desde un ámbar claro hasta coloraciones rojizas, todo depende             

de la fuente floral de la que ha sido extraído el néctar. Tomando en cuenta lo anterior, el                  

objetivo del trabajo es comparar, desde el punto la vista físico-químico, químico y             

biológico, dos mieles de abejas provenientes de la provincia de El Oro, la muestra 1               

proviene de la parroquia Güizhagüiña del cantón Zaruma y la muestra 2 se obtuvo de la                

parroquia La Avanzada del cantón Santa Rosa, a través de métodos recomendados en la              

literatura especializada, para la determinación de semejanzas y diferencias entre las           

mismas. 

Los estudios desarrollados fueron: determinación de acidez libre, lactónica y acidez total,            

cromatografía en capa delgada (CCD), cuantificación de flavonoides, determinación de la           

actividad antioxidante a partir de FRAP-TEAC, DPPH-TEAC y la cinética por secuestro            

del radical DPPH. 

Los resultados obtenidos en la determinación de acidez revelaron que ambas muestras            

no cumplen con los límites establecidos por las normativas ecuatorianas, pero la muestra             

2 sí cumple con otras normativas internacionales. En CCD los resultados mostraron la             

posible existencia de glicósidos de flavonoides, cumarinas, ácidos fenólicos, flavonoles          

y/o flavonas; en las dos muestras de mieles. También permitió sugerir que la muestra de               

Santa Rosa presenta mejor capacidad de secuestro de radicales libres respecto a la             

muestra zarumeña. La cuantificación de flavonoides mostró valores de 1,74 mg EQ/100 g             

para la miel 1 y 2,54 mg EQ/100 g para la muestra 2. Los estudios sobre la actividad                  
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antioxidante, por su parte, permitieron corroborar la superioridad de la muestra 2 respecto             

a la 1 en todos los ensayos realizados y establecer las concentraciones equivalentes a              

trolox para ambos mecanismos. Respecto a la cinética de secuestro de DPPH, se             

clasificaron ambas muestras como antioxidantes de cinética rápida. 

Se concluyó que ambas muestras de mieles difieren en todos los parámetros estudiados,             

y que la muestra procedente de Santa Rosa, mostró mejores resultados en cuanto a              

índice de calidad y actividad antioxidante respecto a la muestra de la ciudad de Zaruma               

cuyos resultados fueron inferiores y en algunos casos no cumplía con los valores de              

referencia de las normativas. 

  

Palabras claves: ​Apis mellifera​; FRAP-TEAC; DPPH-TEAC; CCD; DPPH-cinética. 
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ABSTRACT 

Honey is a sweet, transparent and viscous natural substance, made by bees, from the              

nectar of flowers and extra-floral secretions that has been used since ancient times either              

as flavoring, food and in some cases as medicine. It is stored in cells inside the hive until                  

the time of maturation is complete, which is when it is ready for consumption. Bees make                

several products in their hive, among which are: pollen, propolis, wax, royal jelly and              

honey. The latter is the one that they elaborate in greater quantity since it constitutes their                

food source for the whole hive and for the human being also since it is rich in nutrients                  

that favor and improve health. The chemical composition of each honey is varied, it will               

depend on various external factors such as climate, soil, environmental conditions in            

which the hive is found, and also the type of vegetation from which the nectar has been                 

extracted, it can also present colorations different that can range from a light amber to               

reddish colors, everything depends on the floral source from which the nectar has been              

extracted. Taking into account the above, the objective of the work is to compare, from the                

point of view physical-chemical, chemical and biological, two honey bees from the            

province of El Oro, sample 1 comes from the parish Güizhagüiña of the Zaruma canton               

and Sample 2 was obtained from the La Avanzada parish of the Santa Rosa canton,               

through methods recommended in the specialized literature, for the determination of           

similarities and differences between them. 

The studies developed were: determination of free acidity, lactonic acid and total acidity,             

thin layer chromatography (CCD), quantification of flavonoids, determination of antioxidant          

activity from FRAP-TEAC, DPPH-TEAC and the kinetics by DPPH radical sequestration. 

The results obtained in the acidity determination revealed that both samples do not             

comply with the limits established by Ecuadorian regulations, but sample 2 does comply             

with other international regulations. In CCD the results showed the possible existence of             

flavonoid glycosides, coumarins, phenolic acids, flavonols and / or flavones; in the two             

honey samples. It also allowed us to suggest that the Santa Rosa sample has a better                

capacity for free radical sequestration compared to the zarumeña sample. The           

quantification of flavonoids showed values of 1.74 mg EQ / 100 g for honey 1 and 2.54 mg                  

EQ / 100 g for sample 2. On the other hand, studies on antioxidant activity, on the other                  

hand, allowed us to confirm the superiority of the shows 2 with respect to 1 in all the tests                   

carried out and establish the concentrations equivalent to trolox for both mechanisms.            
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Regarding the kinetics of DPPH sequestration, both samples were classified as           

antioxidants of rapid kinetics. 

It was concluded that both honey samples differ in all the parameters studied, and that the                

sample from Santa Rosa, showed better results in terms of quality index and antioxidant              

activity compared to the sample of the city of Zaruma whose results were lower and in                

Some cases did not meet the reference values of the regulations. 

 

  

Keywords:​ ​Apis mellifera​; FRAP-TEAC; DPPH-TEAC; CCD; DPPH-cinética. 
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INTRODUCCIÓN 

Las abejas han existido desde la antigüedad, y sus productos han beneficiado al hombre,              

entre los productos presentes en la colmena encontramos: la cera: que es comercializada             

en la industria cosmética, farmacéutica y también para la elaboración de artesanías; jalea             

real: posee propiedades nutritivas y es conocida por su actividad regeneradora; polen: es             

utilizado como suplemento alimenticio al poseer aminoácidos, proteínas, carbohidratos,         

entre otros compuestos; propóleo: se lo ha utilizado en la medicina ya que posee              

propiedades antibacterianas, hepatoprotectoras, antioxidantes, etc. y entre los productos         

que elaboran en mayor cantidad encontramos a la miel: que ha sido utilizada en la               

industria farmacéutica por poseer numerosas propiedades medicinales, curativas y         

preventivas para algunas enfermedades​1–3​. 

En el mundo existen diversas clases de especies de abejas, entre la especie más              

conocida se encuentra la ​Apis mellifera ​o también conocida como abeja europea. Ellas             

son oriundas del viejo mundo y fueron traídas al continente americano en el siglo XVII por                

los colonizadores. Estas especies son domésticas y buenas productoras de miel, sin            

embargo, son vulnerables a climas elevados. En Brasil se produjo, por accidente, el             

apareamiento entre ellas con abejas silvestres africanas de especie ​Apis mellifera           

scutellata. ​Esto condujo al surgimiento de la conocida abeja africanizada, que hoy en día              

ha invadido todo el continente americano. Ellas se han adaptado perfectamente a todos             

los climas de la región y son mejores productoras de miel​4,5​. 

La miel es una sustancia natural dulce y de consistencia viscosa, elaborada por las              

abejas a partir del néctar de diferentes tipos de flores que se encuentran cerca de la                

colmena. La miel es utilizada por ellas para su alimentación y por los humanos como               

alimento, endulzante, para cicatrización de quemaduras ya que posee propiedades          
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antibacterianas, también es utilizada en las industrias farmacéuticas para la elaboración           

de jarabes, cremas, shampoo, jabones, entre otros productos​1,6,7​. 

La composición química de las mieles es muy variada y va a depender de un sinnúmero                

de factores, como el tipo de flor de donde es extraído el néctar, el suelo, clima,                

condiciones ambientales, la recolección, el almacenamiento, entre otros factores​7,8​. 

Debido a su alto valor nutricional, tiene un costo mucho más elevado que el resto de                

endulzantes o edulcorantes, por lo cual suele ser adulterada. La adulteración más común             

es la adición de sacarosa. También se observan problemas con su almacenamiento y             

conservación y en muchos casos se extrae sin la debida maduración. Para contrarrestar             

todas estas situaciones existen normativas internacionales para el control de la calidad de             

las mieles, a partir de los cuales se puede evaluar el origen de las mismas, y su calidad                  

desde el punto de vista físico y químico​7,8​. 

La producción de miel en el Ecuador ha ido creciendo poco a poco y, con el pasar de los                   

años, este producto se ha convertido en una importante fuente de exportación para el              

país. Los principales mercados lo constituyen Estados Unidos, Canadá, Bélgica, Francia           

y España. La demanda de producción es de 600 t de miel anuales, de las cuales solo se                  

pueden cumplir con 200 t. De acuerdo con el Registro Apícola Nacional, hasta el año               

2018, el país contaba con 15800 colmenas las cuales generan un ingreso promedio de              

USD 400 por colmena al año. El Gobierno elabora estrategias para duplicar la cifra para               

el año 2020 y elevar con esto la producción del preciado producto​9–12​. 

Con todos los antecedentes antes mencionados se propone como hipótesis, problema           

científico y objetivos del trabajo los siguientes: 
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HIPÓTESIS 

Las diferentes localizaciones de los apiarios, condicionan diferencias en las propiedades           

físico-químicas, químicas y biológicas en las mieles que en él se producen. 

  

  

OBJETIVO GENERAL 

Comparar, desde el punto la vista físico-químico, químico y biológico, dos mieles de             

abejas provenientes de la provincia de El Oro, a través de métodos recomendados en la               

literatura especializada, para la determinación de semejanzas y diferencias entre ellas. 

  

  

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1.    Establecer la acidez de las muestras objeto de estudio. 

2. Aplicar métodos para la determinación de la composición química presente en            

las muestras de mieles. 

3.    Examinar la capacidad antioxidante de las muestras. 
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CAPÍTULO 1. MARCO TEÓRICO 

1.1  Mieles en el Ecuador 

La apicultura surgió en el Ecuador en 1870 con la llegada de los Hermanos Cristianos de                

la Salle a la ciudad de Cuenca, quienes dedicaron gran parte de su tiempo a la                

explotación de la miel con el fin de consumirla en el convento y, el excedente, era                

destinado para la venta al público​13–15​. Después de varios años comenzó la expansión de              

las abejas a gran parte de las zonas costeras del Ecuador, lo que originó la creación de                 

asociaciones por parte del Estado para los apicultores, con el fin de que este producto               

generase un desarrollo para el país​13–15​. 

Ecuador posee características climáticas y geográficas muy favorables para la producción           

de mieles, lo que condiciona el inicio del desarrollo apícola y su influencia en la economía                

del país​16​. 

Con el pasar de los años la producción de miel se ha incrementado de una manera                

notable. Ha aumentado el número de apicultores, de colmenas y la producción de miel y               

de otros productos derivados como jalea real, propóleos, cera, etcétera (​Tabla 1​).            

Adicionalmente, se ha incrementado la producción y comercialización de estos derivados           

en productos utilizados en la cosmetología y en la medicina​17,18​. 

Tabla 1 Desempeño apícola en Ecuador, entre los años 1975-1997, respecto al número             

de apicultores, de colmenas y producción de miel. 

AÑO # DE APICULTORES # DE COLMENAS PRODUCCIÓN DE MIEL (t)

1975 100 1025 20  

1983 326 6424 128  

1984 1837 22000 440  

1987 2837 37000 795 

1994 4282 55849 1200 

1997 4983 70000 1457  
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La producción de miel de abeja con el pasar de los años ha generado grandes cambios a                 

nivel nacional, que han ido desde el incremento de colmenas, la producción de miel,              

mayor número de apicultores como también ha generado ganancias a los mismos. El             

Gobierno ha creado un programa denominado Programa Nacional Sanitario Apícola de la            

Agencia Ecuatoriana de Aseguramiento de Calidad del Agro (Agrocalidad), con la           

finalidad de fortalecer a la población apícola del país, también ayuda brindando créditos a              

los pequeños apicultores para que puedan adquirir más terrenos para la producción de             

miel​19​. 

Ecuador no solo comercializa la miel a nivel nacional sino también a nivel internacional,              

de esa manera se desarrolla la economía del país. Estados Unidos, Canadá, Bélgica,             

Francia y España son los principales países importadores. La demanda de producción es             

de 600 toneladas de miel anuales, de las cuales, solo se producen 200 toneladas​9​. 

1.2 Generalidades de la miel de abeja 

La miel es una sustancia de naturaleza dulce, viscosa y transparente, producida por las              

abejas obreras a partir del néctar succionado de diferentes flores y/o de exudaciones de              

partes vivas de las plantas. Las abejas recogen el néctar y lo combinan con sustancias               

propias de ellas, lo almacenan en sus celdas para que pierdan humedad y ocurre la               

hidrólisis de la sacarosa o también conocida como la maduración de la miel, que es la                

etapa final donde se encuentra apta para el consumo​7,20,21​. 

La composición química de las mieles va a variar de acuerdo a la ubicación geográfica               

donde se encuentre la colmena y también de la vegetación que haya a los alrededores.               

Otros factores que van a influir son: el suelo, el clima, condiciones ambientales y la más                

importante la recolección del producto, ya que tiene que cumplir con un tiempo de              

maduración adecuado​7​. 

La miel ha sido utilizada desde la antigüedad para la alimentación como un edulcorante              

primario natural. Presenta propiedades nutricionales por ser rica en proteínas, vitaminas,           

minerales e hidratos de carbono, que brindan energía a nuestro cuerpo. Posee            

propiedades medicinales ayudando a aliviar el dolor de garganta, ha sido utilizada para             

quemaduras en la piel actuando como un agente protector​20,22​. 
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Las propiedades fisicoquímicas no van a ser iguales para todas las mieles, éstas van a               

variar de acuerdo a sus diferentes orígenes botánicos, biogeográficos y entomológicos.           

Su tonalidad puede ir desde un ámbar claro hasta colores rojizos, dependiendo de la              

cantidad de compuestos fenólicos y de minerales que se encuentren presentes en las             

mismas, así mismo su costo va a ser superior al de otros edulcorantes, provocando que               

se presenten adulteraciones con la finalidad de reducir su costo​8,23​. 

1.3 Acidez de las mieles 

La acidez es uno de los parámetros más importantes en el análisis de la miel, se debe                 

fundamentalmente a la existencia, dentro de su composición, de ácidos orgánicos, a            

pesar de la baja proporción en que estos se encuentran (menor de un 2%). Los ácidos                

orgánicos más comunes son: el ácido glucónico, cítrico, málico, succínico, fórmico,           

acético, butírico, láctico, oxálico y tartárico. El más abundante es el ácido glucónico,             

derivado de la acción de la glucosa oxidasa sobre la glucosa por lo que se toma este                 

como el ácido predominante en la miel​7,24,25​. 

La acidez en las mieles se mide, además del valor de pH, por las denominadas acidez                

libre, acidez lactónica y acidez total; siendo esta última la suma de las dos primeras. La                

diferencia entre la acidez libre y lactónica, se justifica a partir del hecho que muchos               

ácidos presentes en las mieles son hidroxiácidos por lo que en condiciones de pH ácido               

(pH natural de las mieles), son capaces de esterificarse intra- molecularmente y producir             

lactonas. Por tanto, cuando se valora la acidez en condiciones de alcalinidad, el valor que               

se obtiene no tiene en cuenta las lactonas, dado que los ésteres se hidrolizan en medio                

básico, este es el valor denominado acidez libre. Al añadir un exceso conocido de ácido               

es cuando se puede determinar la acidez lactónica. Es por ello que esta acidez se define                

también como la reserva de acidez cuando la miel comienza a alcalinizarse, posee un              

valor siempre inferior a la acidez libre​26–28​. 

El método utilizado para la determinación de la acidez de la miel es el Titrimétrico, que                

consiste en la titulación de la miel. Tiene diferentes metodologías ya que algunos autores              

utilizan como indicador una disolución de fenolftaleína al 1% en etanol e hidróxido de              

sodio al 0,01 N y otros autores utilizan disoluciones de hidróxido de sodio y ácido               

clorhídrico al 0,05 N sin indicadores​18,19​. Los valores permitidos para la acidez total en las               

mieles no deben exceder de 50 milequivalentes de ácido por 1000 g de miel, aunque la                

norma ecuatoriana solo permite 40 milequivalentes de ácido por 1000 g de miel​7,27–33​. 
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La acidez de las mieles indica el grado de frescura de la misma, también puede indicar si                 

se encuentra contaminada con microorganismos que ocasionan la fermentación del          

producto. Su determinación ayuda a identificar si la miel ha sido contaminada con ácido              

láctico o fórmico, ácidos muy comunes que se los utiliza para combatir la Varroa (ácaro               

que ataca a las abejas disminuyendo su peso), éstos provocan que la acidez             

aumente​34,35​. 

1.4 Composición química de mieles 

La composición química de las mieles va a depender de dos factores muy importantes:              

los externos y la composición del néctar. Entre los factores externos se encuentran: el              

entorno geográfico en el que se encuentre la colmena, el clima, las condiciones del suelo,               

el cuidado apícola que le brinden y el almacenamiento de la miel una vez cosechada. La                

composición del néctar depende únicamente del tipo de flor donde lo obtenga la             

abeja​23,36​. 

Las mieles están compuestas en su mayor parte de carbohidratos, fundamentalmente           

fructosa y glucosa. También está compuesta por otros azúcares, agua, proteínas, ácidos            

orgánicos, aminoácidos, fenoles, vitaminas, minerales y otros compuestos, pero         

minoritariamente. La composición general de las mieles, en cuanto a las familias de             

compuestos, son similares, pero los porcentajes y los componentes particulares dentro de            

cada familia van a variar​37–40​. Esto dependerá de los factores explicados anteriormente.            

Algunos ejemplos se muestran en la ​Tabla 2​. 

Tabla 2​ Composición química de las mieles 

COMPUESTOS PORCENTAJES 

Fructosa y Glucosa < 60 % 

Sacarosa < 5 % 

Agua 13- 26% 

Ácidos 0,17- 1,17% 

Minerales (K, P, Ca, Mg) 0,02- 1,03% 

Proteínas y aminoácidos 0,00- 0,13% 
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Flavonoides (ácido 

protocatético, ác. salicílico, ác. 

cafeico, tricetina, fenil láctico, 

hesperidina) 

  

1,28- 1,31% 

Fuente bibliográfica 23,31,37,39,41 

 

1.4.1 Cuantificación de flavonoides 

Los flavonoides son compuestos químicos que se encuentran en las flores, hojas, frutas y              

semillas de las plantas. Tienen como fin protegerlos de los rayos ultravioletas, de agentes              

oxidantes o de sustancias químicas. Estos metabolitos son constituyentes minoritarios en           

las mieles, pero su composición va a depender del origen botánico y del néctar              

recolectado. Entre los flavonoides más comunes que se encuentran las mieles están la             

quercetina, kaempferol y apigenina, aunque muchos otros se han reportado​42,43​. 

El contenido de flavonoides presentes en las mieles es de gran importancia ya que va a                

aportar al color, al sabor y producirá efectos beneficiosos para la salud, por lo que le                

atribuyen numerosas propiedades terapéuticas. Para la cuantificación de flavonoides se          

han utilizado varios métodos. Uno de ellos es la determinación del complejo que forman              

los flavonoides con tricloruro de aluminio a partir de la lectura a 415 nm, utilizando               

espectrofotometría UV​43​. 

Generalmente la cuantificación se desarrolla tomando como referencia a la quercetina.           

También otro método para la determinación de flavonoides totales, se utiliza una mezcla             

de tricloruro de aluminio y se le adiciona hidróxido de sodio para leer la absorbancia en el                 

UV a 510 nm​44–47​. 

1.5 Actividad antioxidante de mieles 

Los antioxidantes son sustancias que permiten retardar o inhibir la oxidación, ayudando a             

disminuir los efectos negativos que son causados por los radicales libres. Estos pueden             

producir alteraciones genéticas en el genoma de las células de los seres humanos y son               

responsables de numerosas afecciones relacionadas con el envejecimiento celular​44,48,49​. 

20 



 

La cantidad de antioxidante que puede llegar a contener una miel va a depender de la                

fuente floral de donde ha sido tomado el néctar. La literatura plantea que las mieles más                

oscuras contienen mayor cantidad de antioxidantes que las claras. Estudios han           

demostrado que las mieles contienen cantidades similares de antioxidantes a las frutas y             

vegetales​44,48,49​. 

La determinación de la capacidad antioxidante en mieles se ha realizado con diferentes             

ensayos, entre los que se encuentran: 

Ensayo de FRAP 

El ensayo FRAP ​(Ferric reducing ability of plasma, siglas en inglés-​capacidad           

antioxidante equivalente a trolox), ​se basa en determinar la capacidad reductora de las             

muestras frente al ión férrico con el reactivo TPTZ. Se calcula en el espectrofotómetro y               

se basa en que, en presencia de antioxidantes se forma un complejo azul, cuya              

determinación se realiza a partir de la lectura de la absorbancia a 593 nm​49,50​. 

Ensayo con DPPH 

El ensayo DPPH (2,2-Difenil-1-picrylhidracil) permite la evaluación de la captación de           

radicales libres presentes en un compuesto. Se mide la absorbancia a 513-517 nm con la               

ayuda de un espectrofotómetro UV, a partir de la reacción del DPPH con la muestra​51​. 

Ensayo de ABTS 

El ensayo ABTS consiste en la generación de ABTS​+​, que va reaccionar ABTS con              

persulfato de potasio produciendo un cromóforo azul verdoso. Se lee la absorbancia a             

414 nm​48–50​. 

Ensayo del anión superóxido 

Este ensayo permite la inhibición del anión superóxido y se lee la absorbancia a 420               

nm​48,52​. 
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CAPÍTULO 2. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1 Recolección y procesamiento de las muestras 

Las muestras de mieles utilizadas, fueron tomadas en la provincia de El Oro. La muestra               

de miel 1 proviene de la parroquia Güizhagüiña del cantón Zaruma y la muestra 2 se                

obtuvo de la parroquia La Avanzada del cantón Santa Rosa. 

La muestra de Zaruma fue colectada en el mes de Julio del año 2018 y la muestra de                  

Santa Rosa en el mes de Febrero del año 2019, ambas mieles fueron elaboradas por               

abejas de especie ​Africanizada​. 

La desoperculación fue el proceso por el cual fueron obtenidas ambas. El método de              

extracción, de la muestra zarumeña fue por escurrida mientras que en la muestra 2 fue               

centrifugación, seguido de una filtración, la cual se realizó con un colador artesanal. 

Para el almacenamiento de las muestras se utilizaron envases completamente cerrados,           

limpios y secos, a una temperatura de 24 grados Celsius. 

2.2 Determinación de acidez 

Para la determinación de la acidez, se siguieron los procedimientos descritos en las             

normas INEN 1634 sobre miel de abejas, los cuales se describen a continuación ​23​: 

Acidez libre 

Se pesaron 10 gramos de miel en un vaso de precipitación de 250 ml, se le agregaron 75                  

ml de agua libre de CO​2 y con la ayuda de una varilla de vidrio se homogeneizó la miel.                   

Se tituló la misma y un blanco conformado solo por los 75 ml de agua destilada libre de                  

CO​2​, con una disolución de hidróxido de sodio 0,05 N, hasta lograr un pH de 8,5. 

Acidez lactónica 

A las disoluciones anteriores (pH = 8,5), se le adicionaron inmediatamente 10 ml de              

hidróxido de sodio 0,05 N, y se retituló con una disolución de ácido clorhídrico 0,05 N,                

hasta lograr un pH de 8,3. 
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La determinación del pH se realizó en un Phmetro (Fisher Scientific accumet AE150). Las              

muestras de miel se trabajaron por triplicado. 

Las fórmulas utilizadas en las determinaciones fueron: 

Acidez libre = (cm​3​ de NaOH 0,05N - cm​3​ del título en blanco) x 50/g de muestra 

Lactonas = (10,00 – cm​3​ de HCl 0,05N) x 50/g de muestra) 

Acidez total = acidez libre + lactonas 

2.3 Estudios sobre composición química 

Los estudios químicos se desarrollaron de forma cualitativa, a partir de la utilización de              

cromatografía en capa delgada (CCD) y de forma cuantitativa, a partir de la cuantificación              

de flavonoides. 

2.3.1 CCD 

Preparación de las muestras: Se pesaron 100 g de cada una de las muestras de miel y                 

se diluyeron con 500 ml de agua ácida (pH=2). Posteriormente, se filtraron a través de               

papel de filtro y con posterioridad con el uso de microfiltros de 0,2 y 0,45 μm. Se                 

colocaron las muestras sobre columnas RP-18, previamente acondicionadas, primero con          

metanol y después con agua ácida. La elución se desarrolló primero con agua ácida              

seguido de agua ultrapura. Finalmente, se eluyeron las columnas con metanol y las             

fracciones metanólicas se concentraron en un rotoevaporador (HEILDOLPH –LABORATA         

2001) hasta sequedad. Todos los disolventes utilizados fueron grado CLAE. 

Los estudios por CCD se desarrollaron sobre ambos extractos metanólicos y sobre las             

disoluciones de miel descritas en el acápite anterior. Se utilizaron placas de vidrio de 10 X                

20 cm y silicagel GF254 como fase estacionaria (espesor 0,25 mm). La fase móvil fue               

butanol: ácido, acético: agua (BAW, según siglas en inglés) en proporciones 65:25:10.            

Las aplicaciones para cada muestra se realizaron por duplicado, la primera menos            

concentrada que la segunda. 

La corrida cromatográfica se realizó a temperatura ambiente, utilizando una cámara de            

vidrio con dimensiones de 21,5 cm de alto y 23 cm x 6 cm en la base. Se realizó bajo                    

cámara extractora de gases, el tiempo de saturación fue de 15 minutos. Se practicó              

revelado físico con luz ultravioleta, a longitudes de onda de 254 nm y 365 nm y un                 
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revelado mixto empleando ácido sulfúrico (H2SO4), vainillina y calor, Se utilizó además            

como revelador disolución metanólica de 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) al 0,2 %. 

El butanol y metanol utilizados en el ensayo, fueron de marca FISHER SCIENTIFIC, el              

ácido acético glacial fue de marca J.T.BAKER. Todos calidad analítica. 

2.3.2 Cuantificación de flavonoides 

La cuantificación de flavonoides en ambas muestras de mieles se realizó por el método              

colorimétrico utilizando cloruro de aluminio. 

Se preparó una disolución de cloruro de aluminio al 10% en metanol y la disolución de                

acetato de potasio se trabajó a una concentración de 1M en agua destilada. Para la curva                

de calibración se utilizó quercetina en metanol a concentraciones de 0,0031; 0,00625;            

0,0125 y 0,05 mg/mL. Las muestras de mieles se trabajaron al 5 % en agua destilada. 

Se tomaron 2 ml de cada muestra, 100 μl de cloruro de aluminio, 100 μl de acetato de                  

potasio y 2,8 ml de agua destilada; todo por triplicado. Para el blanco se agregaron 2 ml                 

de la muestra, 100 μl de agua destilada, 100 μl de acetato de potasio y 2,8 ml de agua                   

destilada. Se dejó incubar durante 40 minutos a temperatura ambiente todas las mezclas,             

pasado ese tiempo se colocaron en cubetas de cuarzo para su lectura en el              

espectrofotómetro a una longitud de onda de 415 nm. 

Con los valores de absorbancia obtenidos y utilizando como base la curva de calibración              

desarrollada, se obtuvieron las concentraciones equivalentes a quercetina para cada          

muestra. La marca de los reactivos utilizados en el ensayo fueron los siguientes: cloruro              

de aluminio hexahidratado (FISHER SCIENTIFIC), acetato de potasio (FISHER         

BIOREAGENTS). 

2.4 Actividad antioxidante de las muestras 

2.4.1 FRAP- TEAC (Ferric reducing ability of plasma, siglas en inglés- capacidad            

antioxidante equivalente a Trolox) 

El ensayo FRAP-TEAC sobre ambas muestras de miel se realizó basado en lo             

recomendado por Benzie, I y Strain J., 1996 y por Varga, I. Szollosi, R. y Bagyanszki,                

2000​53,54​. 
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El reactivo FRAP se preparó mezclando 2,5 ml de disolución a 10 mM de TPTZ               

(2,4,6-tripyridyl- 5-triazine), 25 ml de buffer de acetato de sodio (pH 3,6) y 2,5 ml de                

cloruro férrico 20 mM. La disolución resultante fue incubada a una temperatura de 37              

grados celsius durante 30 minutos​50,54,55​. 

Para la obtención de la curva de calibración se utilizaron concentraciones de 0,025;             

0,075; 0,1; 0,125; 0,15 y 0,175 mg/mL de trolox en metanol. Se tomaron 50 μL de cada                 

una de ellas y se le añadieron 1,5 mL del reactivo FRAP. Se homogeneizaron todas en el                 

vortex y se esperó 5 minutos para su lectura en el espectrofotómetro UV, a una longitud                

de onda de 593 nm. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado. Se utilizó              

como blanco la disolución de FRAP. 

Para el ensayo de FRAP se pesaron 4 g de cada muestra y se traspasaron a un balón                  

volumétrico de 10 ml, aforando con agua destilada. De estas disoluciones se tomaron 50              

μL (por tres) y se trasvasaron a tubos de ensayo, agregándole 1,5 ml del reactivo FRAP a                 

cada una. Con la ayuda de un vortex se homogeneizaron todas las muestras y se               

mantuvieron por 5 minutos, a temperatura ambiente. Se leyó posteriormente a una            

longitud de onda de 593 nm en un espectrofotómetro UV. Se empleó como blanco el               

reactivo FRAP. Con los valores de absorbancia obtenidos y utilizando como base la curva              

de calibración desarrollada, se obtuvieron las concentraciones equivalentes a trolox para           

cada muestra. 

La balanza analítica utilizada era de la marca RICE LAKE, el vortex THERMO             

SCIENTIFIC FISHERBAND y espectrofotómetro UV THERMO SCIENTIFIC EVOLUTION        

201/220. 

Las marcas de los reactivos utilizados fueron: acetato de sodio trihidratado (TM MEDIA),             

ácido acético glacial (J.T. BAKER), ácido clorhídrico (FISHER CHEMICAL), TPTZ de           

marca (ALFA AESAR) y cloruro férrico anhidro (TM MEDIA). 

2.4.2 DPPH- TEAC (2,2-Difenil picrylhidrazil-capacidad antioxidante equivalente a        

trolox) 

El ensayo DPPH se realizó según el método de Brand Willians, con algunas             

modificaciones. La disolución de DPPH se preparó a una concentración de 0,1 mM en              

metanol​54,55​. 
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La curva de calibración se obtuvo para el trolox trabajando a concentraciones de 0,025;              

0,075; 0,1; 0,125; 0,150 y 0,175 mg/mL en metanol. Se tomaron 100 μL de cada una de                 

las concentraciones (por tres), se trasvasaron a tubos de ensayo y se le añadieron 3,9 ml                

de la disolución de DPPH. Los tubos de ensayo se homogeneizaron con la ayuda de un                

vortex y se mantuvieron en oscuridad por un tiempo de 30 minutos, a temperatura              

ambiente. Pasado ese tiempo se procedió a vaciar el contenido de cada tubo en las               

cubetas para su respectiva lectura en el espectrofotómetro, a una longitud de onda de              

517 nm. 

Las disoluciones a utilizar en éste ensayo se prepararon a partir de 5 g de miel (para                 

cada muestra de estudio), que se diluyeron con agua destilada en un balón volumétrico              

de 10 mL, hasta aforar. Las pesadas se desarrollaron en balanza analítica. De cada una               

de las disoluciones se tomaron 100 μL, se trasvasaron a tubos de ensayo y se le                

añadieron 3,9 ml de la disolución de DPPH. Se trabajaron por triplicado cada una de las                

muestras de miel. Como blanco se utilizó una mezcla que contenía 3,9 ml de la disolución                

de DPPH y 100 μL de metanol. Los tubos de ensayo se homogeneizaron con la ayuda de                 

un vortex y se mantuvieron en oscuridad por 30 minutos, a temperatura ambiente.             

Pasado ese tiempo se procedió a vaciar el contenido de cada tubo en las cubetas para su                 

respectiva lectura en el espectrofotómetro, a una longitud de onda de 517 nm. En ambos               

casos se utilizaron como blanco la disolución de DPPH. 

Con los valores de absorbancia obtenidos y utilizando como base la curva de calibración              

desarrollada, se obtuvieron las concentraciones equivalentes a trolox para cada muestra. 

La balanza analítica, el vortex y el espectrofotómetro utilizado fueron los mismos            

descritos en el acápite anterior. 

El reactivo DPPH utilizado en el ensayo fue de la marca ALDRICK y el metanol FISHER                

SCIENTIFIC. 

2.4.3 DPPH- cinética 

El estudio cinético se desarrolló según Barrón-Yánez y col., 2011, con algunas            

modificaciones​56,57​. 

La curva de calibración se desarrolló con DPPH utilizando concentraciones de 0.1; 0,2;             

0,4; 0,6; 0,8 y 1 mM en metanol. Todo se trabajó por triplicado. A éstas se les midió,                  
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posteriormente, la absorbancia en el espectrofotómetro a 517 nm de longitud de onda. Se              

utilizó metanol como blanco. 

Se prepararon las muestras por triplicado y se utilizaron tres concentraciones diferentes            

de miel: 50 %, 70 % y 90 %. Para la preparación de las disoluciones se pesaron 2,5 g, 3,5                    

g y 5 g de miel respectivamente y se aforaron en volumétricos de 5 ml con agua                 

destilada. Los patrones utilizados fueron el ácido ascórbico y la quercetina a            

concentraciones de 0,3 mg/ml. Posteriormente se trasvasaron a tubos de ensayo 100 μL             

de cada disolución de miel preparada y de los patrones (por tres), y se le adicionan 3,9 ml                  

de disolución de DPPH 0,1 mM. Con la ayuda de un vortex se homogeneizaron las               

mezclas contenidas en los tubos de ensayos. Inmediatamente se trasvasaron a las            

cubetas para su inmediata lectura en el espectrofotómetro UV, a una longitud de onda de               

517 nm. Las lecturas se realizaron desde tiempo cero y de ahí, consecutivamente, cada              

30 segundos hasta completar 1 hora. Como blanco se utilizó la disolución de DPPH​58​. 

Con las absorbancias obtenidas, se calcula el DPPH remanente (DPPH rem), a partir del              

uso de la curva de calibración elaborada con anterioridad. Se utilizó como blanco el              

metanol. 

El por ciento de DPPH rem se calculó como sigue: 

% DPPH rem=100XDPPH rem/DPPHt=0 

La balanza analítica, el vortex y el espectrofotómetro utilizado fueron los mismos            

descritos en el acápite II.4.1. 

El reactivo DPPH utilizado en el ensayo fue de la marca ALDRICK y el metanol fue de                 

FISHER SCIENTIFIC. 

2.5 Procesamiento estadístico 

El tratamiento estadístico de los datos se realizó con la ayuda del programa estadístico              

IBM SPSS Statistics versión 22. Se estableció la media y desviación estándar y se aplicó               

un análisis de comparación de medias a partir de la utilización del Test de Student               

(prueba T) para muestras independientes. 
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CAPÍTULO 3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

3.1 Acidez de las mieles 

Los resultados obtenidos en las determinaciones de acidez libre, lactonas y acidez total,             

para cada una de las muestras objeto de estudio, se describen en la ​Tabla 3​. 

Tabla 3 Valores obtenidos en las determinaciones de acidez libre, lactonas y acidez              

total, para cada una de las muestras. 

MUESTRA ACIDEZ LIBRE 

Promedio 

(meq/kg)± DS 

LACTONAS 

Promedio 

(meq/kg)± DS 

ACIDEZ TOTAL 

Promedio 

(meq/kg)± DS 

PH 

1 50,04 ± 1,22​a 10,25 ± 4,05​a 60,30 ± 1,63​a 3,72 ± 0,01ª 

2 39,80 ± 1,51​b 6,22 ± 1,47​a 45,87 ± 0,16​b 3,81 ± 0,00​b 

m​uestra 1: Zaruma, muestra 2: Santa Rosa. meq/kg: miliequivalentes por Kg de miel. DS:              
desviación estándar. Letras iguales para un mismo parámetro, no existen diferencias           
estadísticamente significativas. Letras diferentes para un mismo parámetro, existen         
diferencias estadísticamente significativas. 

  

Los resultados obtenidos muestran diferencias estadísticamente significativas en todas         

las determinaciones, excepto en la determinación de lactonas, para ambas muestras. Se            

observa que ambas mieles no cumplen con el valor límite permitido en las normativas              

ecuatorianas para la acidez total (menos de 40 meq/kg de miel)​23​, sin embargo, la miel               

correspondiente a la zona de Santa Rosa (2) presentó un valor de acidez total que si                

cumple con otras normativas (menos de 50 meq/kg de miel)​ 20-22. 

También se constata que en ambos casos la acidez lactónica resulta inferior a la acidez               

libre y que existe una relación inversa entre el valor del pH y la acidez total para cada                  

muestra, tal y como describe la literatura. 

Se reportan valores muy diversos para la acidez de las mieles, el ​Anexo 1 muestra               

algunos de ellos. Como se observa, la mayoría de las mieles de origen floral (excepción               
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las mieles de Brezo), generalmente cumplen con la normativa de menos de 50 meq/kg de               

miel, pero muchas de ellas no lo hacen respecto a la norma ecuatoriana. Las              

denominadas mieles de bosque, cuyo origen no es floral sino a partir de exudados              

azucarados de partes de plantas y/o animales, o aquellas mieles que se encuentran             

mezcladas tampoco cumplen con ambas normativas. Dadas estas situaciones, algunos          

autores proponen eliminar la determinación de acidez total como parámetro de control de             

la calidad en las mieles, debido a que han comprobado, además, que el resto de los                

parámetros de control de la calidad, y aquellos que reflejan adulteraciones o            

envejecimientos de las mieles se encuentran dentro de los límites establecidos. 

En las muestras que se utilizaron, se consideró que la miel 2 presenta un adecuado valor                

de acidez según normativas internacionales y se ratificó su origen floral dado los valores              

de otros parámetros considerados​41​. Se apoya con esto, además, el reclamo de eliminar             

este parámetro como excluyente para la comercialización de las mieles. 

Los elevados valores de acidez pueden deberse a factores como origen no floral,             

presencia de sustancias utilizadas para el combate de la varroa, adulteración y            

envejecimiento de la misma. Se considera que la muestra 1 presenta un valor de acidez               

muy elevado, asumiendo que sea debido al envejecimiento de la misma. Esta muestra se              

colectó en julio del 2018 y durante el período de almacenamiento posiblemente se             

deterioró la misma. De hecho, si se compara el valor de pH obtenido en este experimento                

con el reportado por Ordóñez y Valarezo en 2019, para esta muestra en julio del pasado                

año se comprueba la disminución del mismo. Se recomienda realizar los ensayos            

específicos (contenido de humedad y de hidroximetilfulfural, el índice de diastasa), que            

demuestren este hecho. En este caso se ratifica igualmente el origen floral de esta              

muestra (1), dado el valor de pH que exhibe. 

3.2 Estudios sobre composición química 

3.2.1 Cromatografía en capa delgada (CCD) 

Los estudios por CCD se desarrollaron sobre las muestras de miel y los extractos              

metanólicos, producto del fraccionamiento de las mismas. Los resultados obtenidos se           

muestran en la ​Figura 1​. 
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Figura 1 Cromatograma obtenido de las muestras de miel y los extractos metanólicos,             
frente a varias condiciones de revelado 

  

Nota: Z: Zaruma; SR: Santa Rosa. A. Revelado con Luz UV a 254 nm para muestras de                 
miel; B. Revelado con Luz UV a 366 nm para muestras de miel; C. Revelado con Luz UV                  
a 254 nm para extractos metanólicos; D. Revelado con Luz UV a 366 nm para extractos                
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metanólicos; E. Revelado con vainillina en medio ácido para extractos metanólicos; F.            
Revelado con DPPH para extractos metanólicos. 

Se puede observar que las disoluciones de miel, no muestran señales en las condiciones              

cromatográficas ensayadas (Figura 1 A y B), mientras que los extractos metanólicos sí             

(Figura 1 C-F). Esto resulta lógico debido a que los componentes mayoritarios de las              

disoluciones de miel son azúcares. Estos son compuestos de elevada polaridad, lo que             

conduce a que no se muevan del punto de aplicación, a pesar de la utilización de una                 

fase móvil polar. Por otra parte, carecen de grupos cromóforos conjugados por lo que no               

es posible observarlos bajo luz UV​59​. Los extractos metanólicos, en cambio, muestran            

señales en ambas circunstancias, lo que evidencia la adecuada separación lograda a            

partir del sistema de fraccionamiento empleado. Se discutirán entonces sólo estos           

resultados. 

La elevada polaridad de la fase móvil, que permitió la separación y visualización de los               

componentes de los extractos, sugiere la existencia de componentes polares en los            

mismos. 

El revelado bajo luz UV a 254 nm (Figura 1 C) muestra, en principio, discretas diferencias                

de composición química, respecto a compuestos con agrupamientos cromóforos, para          

ambas muestras de miel. La literatura describe que los ácidos fenólicos y los flavonoides              

presentan la capacidad de unirse al indicador fluorescente de la sílica y provocar cambios              

en la emisión del mismo, y como consecuencia estos aparecen como manchas oscuras             

en estas condiciones​59​. El comportamiento observado para ambas muestras sugiere la           

existencia de estos metabolitos. La muestra zarumeña solo muestra compuestos cuyos           

Rf son superiores a 0,5. En la de Santa Rosa, sin embargo, se constatan, además de                

componentes con valores de Rf semejantes, compuestos que quedaron en el punto de             

aplicación y que se trataría sin dudas de componentes más polares. 

Respecto a lo obtenido bajo luz UV 366 nm (Figura 1 D), en ambos casos se visualizan                 

manchas fluorescentes semejantes en color y valores de Rf, para ambas. En la literatura              

se relaciona el color de las manchas obtenidas en estas condiciones de revelado, con              

algunos tipos de compuestos​60​. La ​Tabla 4​ lo describe. 
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Tabla 4 Relación entre el color observado y la posible estructura de los compuestos              

químicos 

Color Metabolito sugerido 

Amarillo fluorescente intenso Antronas y antranoles 

Naranja, verde y azul Glicósidos de flavonoides 

Azul intenso, azul verdoso Cumarinas 

Azul Ácidos fenólicos (ejemplo cafeico) 

Amarillo anaranjado, amarillo verdoso Flavonoles 

Naranja, amarillo verdoso Flavonas 

Fuente: Wagner & Bladt, 1996​60​. 

 

Tomando lo anterior como base, se puede sugerir la existencia de glicósidos de             

flavonoides, cumarinas, ácidos fenólicos, flavonoles y/o flavonas en ambas muestras de           

miel. Algo que se reporta en la literatura. 

El revelado con vainillina (Figura 1 E) presenta nuevamente diferencias entre ambas            

muestras, y permitió observar una mancha que presenta un valor de Rf menor a 0,5 que                

no se había observado con anterioridad. La literatura describe diferentes          

comportamientos frente a este revelador, para los metabolitos secundarios​59​. Los          

terpenos, esteroles, alcaloides y compuestos lipofílicos en general, muestran zonas de           

color azul o azul violeta oscuras. Los flavonoides revelan de color rojo o rojo púrpura y los                 

ácidos fenólicos lo hacen de color violeta o violeta brillante. Tomando en consideración             

los resultados obtenidos, se podría sugerir la presencia, fundamentalmente de ácido           

fenólicos, en ambas muestras. 

Se descarta la posibilidad de terpenos porque no se observó revelado, para estos valores              

de Rf, bajo luz UV 366. 

El análisis integral de los resultados por CCD, presentados hasta el momento, permiten             

sugerir que los ácidos fenólicos y los flavonoides deben constituir los metabolitos            
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fundamentales para ambas mieles. También se puede presumir, que ambas muestras no            

presentan la misma composición química. 

Como es conocido, los compuestos fenólicos y en particular los flavonoides, son            

antioxidantes por excelencia. La presunta existencia de estos en las muestras, se apoya             

además, con los resultados obtenidos al revelar con DPPH (Figura 1 F). Se puede              

comprobar la coincidencia entre los compuestos que revelaron en las condiciones           

anteriores y que se sugieren, y los lugares donde se decoloró la disolución de DPPH. Con                

esto se apunta hacia la posibilidad de actividad anti radicalaria para ambas muestras de              

mieles. Se podría además sugerir que la muestra de Santa Rosa presenta mejor actividad              

que la de Zaruma. 

3.2.2 Cuantificación de flavonoides 

El análisis de regresión lineal realizado con la curva patrón, cumplió con los parámetros              

establecidos para ello​61​, con un coeficiente de correlación de 0,999231, y mostró la             

siguiente ecuación: 

absorbancia= -0,0130879+19,5781 (concentración mg/mL) 

Los resultados obtenidos en el estudio de cuantificación de flavonoides, equivalentes a            

quercetina, se muestran en la siguiente tabla (​Tabla 5​): 

Tabla 5​ Resultados de la cuantificación de flavonoides, equivalentes a quercetina 

MUESTRA Promedio mg EQ/100 g de miel ± DS 

1 1,74 ±  0,16ª 

2 2,54 ± 0,05ª 

muestra 1: Zaruma, muestra 2: Santa Rosa. mg EQ: miligramos equivalentes a            
quercetina Letras iguales, no existen diferencias estadísticamente significativas. Letras         
diferentes, existen diferencias estadísticamente significativas. 

  

Como se observa, a pesar de no existir diferencias estadísticamente significativas, la miel             

proveniente de Santa Rosa muestra mayor cantidad de flavonoides, equivalentes a           

quercetina, que la miel zarumeña. Por tanto, al consumir 100 g de miel, se está               

33 



 

consumiendo cantidades de flavonoides equivalentes a quercetina, de 1,74 mg para la            

miel zarumeña y 2,54 mg para la miel de Santa Rosa, lo cual resulta muy positivo desde                 

el punto de vista fisiológico. 

La literatura muestra valores diversos de este parámetro. En el año 2013, Lee Suan y               

col. y Ciappini y col. reportaron valores entre 18,5-32,88 mg EQ/100 g en mieles de               

Malasia y 3,28-3,95 mg EQ/100 g en mieles de alfalfa, trébol y eucalipto,             

respectivamente. Por su parte Muñoz y col. en el 2014 obtuvieron valores entre 0,91 y               

3,83 mg EQ/ 100 g en mieles peruanas y, en el 2015, Can y col. encontraron valores                 

entre 0,65 y 8,10 mg EQ /100 g en mieles turcas. Sousa y col., por su parte, estudiaron                  

muestras de miel de las zonas sureste, sur y suroeste de Brasil en el año 2018 y                 

reportaron valores entre 2,97 y 10,46 mg EQ /100 g, entre 0 y 2,60 mg EQ /100 g y entre                    

0 y 4,27 mg EQ/ 100 g respectivamente. Esos autores reportaron para mieles de Túnez               

valores equivalentes a quercetina entre 9,58 mg y 22,5 mg en 100 g de miel. Se puede                 

comprobar que los valores obtenidos en este trabajo se corresponden con lo reportado             

para la mayoría de los estudios consultados. Estos resultados se encuentran en total             

coherencia con los obtenidos en CCD. 

3.3 Actividad antioxidante de las muestras 

El análisis de regresión lineal realizado con las curvas patrón, cumplieron con los             

parámetros establecidos para ello​61​. En el estudio FRAP-TEAC el coeficiente de           

correlación fue 0,998016 y en el de DPPH-TEAC fue de 0,991751. Las ecuaciones             

obtenidas para cada uno de ellos se muestran a continuación: 

absorbancia= -0,00290476+7,00476 (concentración mg/mL) para FRAP-TEAC 

% inhibición= 3,02463+552,693 (concentración mg/mL) para DPPH-TEAC 

Los resultados obtenidos durante los estudios de la actividad antioxidante, basados en la             

determinación de la capacidad reductora del ion férrico a ferroso (FRAP, ​Ferric Reducing             

Ability of Plasma, siglas en inglés​), y en la de secuestro del radical DPPH (2,2-Difenil               

picrylhidrazil), utilizando trolox como patrón, se muestran en la ​Tabla 6​. 

Tabla 6 Resultados de la capacidad antioxidante de ambas muestras, a partir de la              

determinación de la reducción del ion férrico a ferroso, y del secuestro del radical DPPH;               

ambos equivalentes a trolox 
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MUESTRA FRAP-TEAC 

Promedio TEAC (mg)/100 
g de miel ± DS 

DPPH-TEAC 

Promedio TEAC (mg)/100 
g de miel ± DS 

1 2,42 ±  0,18ª 1,05 ± 0,11​a 

2 2,87 ± 0,13​b 1,27 ± 0,50​a 

muestra 1: Zaruma, muestra 2: Santa Rosa. FRAP-TEAC: ​Ferric reducing ability of            
plasma (siglas en inglés)-​capacidad antioxidante equivalente a trolox. DPPH-TEAC:         
2,2-Difenil picrilhidrazilo-capacidad antioxidante equivalente a trolox. Letras iguales para         
un mismo parámetro, no existen diferencias estadísticamente significativas. Letras         
diferentes, existen diferencias estadísticamente significativas. 

  

Como se observa en la ​Tabla 6​, ambas mieles presentan la capacidad de reducir el ion                

férrico a ferroso, por lo que muestran actividad antioxidante. La muestra 2, sin embargo,              

presenta un valor ligeramente superior y estadísticamente significativo de mg          

equivalentes a trolox, que es capaz de actuar a través de este mecanismo, respecto a la                

muestra 1. Se demuestra que, al consumir 100 g de miel, se puede reducir el ion férrico a                  

ferroso tal y como lo hacen 2,42 mg y 2,87 mg de trolox, para las muestras 1 y 2                   

respectivamente. Estos resultados son consistentes con lo sugerido en CCD y en la             

cuantificación de flavonoides. 

En la literatura se encuentran resultados muy diversos en cuanto a este parámetro.             

Numerosas muestras han presentado valores superiores a los obtenidos en este trabajo y             

otras, sin embargo, han mostrado valores similares e incluso inferiores. Lee Suan y col.              

en el 2013 reportaron valores de TEAC que se encontraban entre 52 y 83 mg/ 100 g de                  

miel en muestras de Malasia​62​. En ese mismo año Montenegro y col. encontraron valores              

entre 12,5 y 31,53 mg/ 100g en mieles monoflorales del centro y sur de chile y Muñoz en                  

el 2007 reportó valores desde 0 hasta alrededor de 30 mg /100g en mieles de diferentes                

regiones de ese mismo país​48,63​. Souza do Nascimento y col., por su parte, encontraron              

valores de TEAC en mieles de Brazil que presentaban un promedio de 30 mg/ 100 g de                 

miel​64​. En el 2017, Quino y Alvarado reportaron rangos entre 15,335 y 172,870 mg/ 100 g                
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de miel para mieles bolivianas y en el 2018 Gül.y Pehlivan obtuvieron valores promedio              

de 0,0048 x 10-4 mg/ 100 g de miel para mieles turcas​49,51​. 

Respecto a los valores de DPPH-TEAC, como se observa en la ​Tabla 6​, estos resultaron               

inferiores a los obtenidos para FRAP-TEAC y además no se constataron diferencias            

estadísticamente significativas entre ambas muestras. Se demuestra que, al consumir          

100 g de miel, se capta el radical DPPH tal y como lo hacen 1,05 mg y 1,27 mg de trolox,                     

para las muestras 1 y 2, respectivamente. Nuevamente la miel de Santa Rosa mostró              

superioridad en cuanto a capacidad antioxidante, a través de este mecanismo. 

En la literatura consultada se reportan valores muy superiores a los detectados en este              

trabajo. Ciappini y col. en el 2013 reportaron valores entre 9,36 y 75,74 mg/100 gramos               

en mieles de trébol, eucalipto y alfalfa​44​. Según, Alvarez-Suárez, en el 2009 establecieron             

cantidades que se encontraban entre 122,06 y 294,5 mg/100 gramos en mieles cubanas             

y Vit y col. reportaron entre 43,55 y 290 mg/100 gramos en mieles checas​18,65​. 

Los resultados obtenidos en las determinaciones de la actividad antioxidante, a partir de             

ambos mecanismos, evidenciaron que, a pesar de que las muestras trabajadas si tienen             

la capacidad de reducir el ion férrico a ferroso y captar el radical DPPH, su magnitud,                

referente a trolox y a otras muestras de miel es baja. Se puede además sugerir que, al                 

parecer, las muestras desarrollan mejor la actividad antioxidante a partir de la reducción             

del ion férrico que por secuestro de radical DPPH. 

La causa de estas diferencias se encuentra precisamente en la composición química            

particular de las muestras objeto de estudio, que a su vez dependen de la localización               

geográfica y las especies vegetales que rodean las colmenas. 

Los compuestos de naturaleza fenólica, especialmente los flavonoides, son los presuntos           

responsables de la actividad antioxidante en las mieles y en la mayoría de los extractos               

vegetales. Estos metabolitos resultan minoritarios en mieles (generalmente alrededor de          

un 2 %) y en particular en estas muestras resultan bajos. No obstante, la miel 2, presenta                 

una discreta superioridad en cuanto a la cantidad de flavonoides y por tanto es              

congruente con la mayor actividad antioxidante mostrada, para ambos mecanismos. Los           

estudios de CCD y de cuantificación de flavonoides desarrollados en este trabajo (acápite             

3.2) así lo demuestran. 
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La curva de calibración obtenida durante el estudio cinético, cumplió con los parámetros             

establecidos​60,61,65​. El análisis de regresión lineal realizado mostró un coeficiente de           

correlación de 0,997102 y mostró la siguiente ecuación: 

absorbancia= 0,00503014 + 1,165*(concentración mM) 

El estudio para evaluar la cinética del secuestro del radical DPPH en ambas muestras,              

mostró los resultados que se muestran en la ​Figura 2​: 

  

Figura 2 Comportamiento cinético, a partir de la evaluación del por ciento del DPPH              

remanente en el tiempo, de ambas muestras de miel. A: 50% de miel. B: 70% de miel. C:                  

90% de miel. 

 

 
A 
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C 

 

Como se observa, a medida que aumentó la concentración de miel, disminuyó el por              

ciento de DPPH remanente, por lo que aumentó la capacidad secuestradora de este             

radical. También se comprueba, tal y como se comentó con anterioridad que la muestra              

proveniente de Santa Rosa presenta actividad secuestradora superior (muy discreta),          

respecto a la muestra zarumeña. Esto se comprueba, fundamentalmente, para las           

concentraciones del 50% y del 90%. Sin embargo, para todas las concentraciones            

trabajadas y para ambas muestras, la velocidad a la cual se logró el máximo de inhibición                

no cambia (menos de 5 min. en todos los casos). Se podría sugerir que, en principio, la                 
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concentración de las mieles es directamente proporcional a la capacidad secuestradora           

pero no interfiere en el tiempo al cual se logra la máxima actividad posible. 

Los trabajos reportados que establecen la cinética de reacción con el radical DPPH,             

clasifican a los antioxidantes desde el punto de vista cinético como​56​: 

● Antioxidantes de cinética rápida: si la reacción para llegar al estado           

estacionario (meseta) se produce en menos de 5 min. ejemplos ácido ascórbico,            

isoascórbico e isoeugenol. 

● Antioxidantes de cinética intermedia​: si la reacción para llegar al estado           

estacionario (meseta) se produce entre 5 y 30 min., ejemplo: gamma tocoferol. 

● Antioxidantes de cinética lenta​: si la reacción para llegar al estado estacionario            

(meseta) se produce a partir de los 30 min. ejemplo: guayacol. 

Al visualizar los gráficos de la ​Figura 2​, se comprueba que las muestras ensayadas              

tienen un comportamiento muy similar al descrito para antioxidantes de cinética rápida,            

pues logran su máxima actividad secuestradora antes de los 5 min., manteniéndose esta             

sin cambio durante el tiempo restante. 

Al comparar, bajo las mismas condiciones de estudio el comportamiento cinético del            

ácido ascórbico y de la quercetina, se pudo comprobar lo anteriormente discutido. En la              

Figura 3​ se expone esto gráficamente para la concentración del 90%. 
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Figura 3 Comportamiento cinético, a partir de la evaluación del por ciento de DPPH              

remanente en el tiempo, de ambas muestras de miel a una concentración del 90%, del               

ácido ascórbico y de la quercetina 

 
A 

 
B 

A: Muestra de Zaruma, Quercetina y ácido ascórbico. B: Muestra de Santa Rosa,             
Quercetina y ácido ascórbico. 

 

No se han encontrado artículos que reflejen estudios cinéticos de mieles. Los trabajos             

consultados sólo determinan el por ciento de secuestro a los 5 min. Se toma entonces               
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estos trabajos como referencia para realizar la contrastación. Los valores reportados en            

mieles chilenas en el 2013, se encuentran entre 56,15% y el 89,85% de DPPH remanente               

y en el caso de mieles de la península ibérica (2015), estos oscilaron entre 4,4% y 47,1%.                 

Al asumir que, en nuestro trabajo, a partir de ese tiempo no se mostraron variaciones en                

cuanto al % de DPPH remanente, podemos asumir que nuestros resultados se            

encuentran en concordancia con los reportados en la literatura. 
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CONCLUSIONES 

● Ambas muestras de mieles mostraron valores de acidez total que no se            

encuentran dentro de las normas ecuatorianas establecidas. La muestra de Santa           

Rosa, sin embargo, si presentó valores que son aceptados por otras normativas            

internacionales. 

● Los análisis químicos desarrollados, a partir de CCD, permitieron sugerir          

diferencias cualitativas en la composición química de las muestras y proponer la            

presencia de ácidos fenólicos y flavonoides para ambas. 

● La determinación cuantitativa de flavonoides mostró un mayor contenido de estos           

metabolitos respecto a la muestra zarumeña, aunque éstos no resultaron          

estadísticamente significativos. 

● La muestra procedente de Santa Rosa presentó mejor actividad antioxidante que           

la muestra de Zaruma, tanto en su capacidad de secuestrar radicales libres como             

para reducir al ion férrico. 

● Los estudios cinéticos desarrollados permitieron clasificar ambas muestras        

trabajadas como antioxidantes de cinética rápida. 
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RECOMENDACIONES 

● Establecer otros parámetros de calidad recomendados para el estudio de mieles. 

● Profundizar en los estudios sobre composición química, relacionándolos con el          

origen de cada muestra 
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ANEXOS 

Anexo 1​ Valores de acidez de diferentes países 

VALORES DE 
ACIDEZ 

PROCEDENCIA DE LAS MIELES FUENTE 

7 meq/kg General Paz (Argentina)   

34 38  meq/kg Molina Punta (Argentina) 

25 meq/kg Bella Vista (Argentina) 

65 meq/kg José Crespo y Castillo (Perú)   

25 73 meq/kg Hermilio Valdizán (Perú) 

61 meq/kg Damasco Beraún Monzón (Perú) 

26,3 meq/kg La Ceja (Colombia)   

24 54,2 meq/kg Santa Bárbara (Colombia) 

34,2 meq/kg Betania (Colombia) 

44 meq/kg M. Alanca (Honduras)   

66 40 meq/kg M. El Paraíso (Honduras) 

32 meq/kg M. Danlí (Honduras) 

24,17 meq/kg M. Concordia (Uruguay 
67 
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