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1. Resumen

La miel en México ha ocupado un lugar importante desde la antigiedad como
endulzante y para combatir algunos padecimientos por sus actividades biologicas,
antitumoral, antiinflamatorias, antibacterianas, antivirales y anti fingica, pero se ha
investigado poco sobre el uso de la miel en trastornos metabdlicos como la diabetes
mellitus (DM). Es una enfermedad metabdlica que se clasifica como parte de las
enfermedades crénicas no transmisibles (ECNT) las cuales se incrementan afio con
afio, para la cual se han buscado alternativas de tratamiento que sean mas
naturales. Una de ellas es la inhibicion de enzimas como la a-amilasa y a-
glucosidasa las cuales ayudan a retardar la absorcion de la glucosa a la sangre y
asi no tener un efecto hipoglucémico. El objetivo de la tesis fue extraer compuestos
bioactivos de diferentes mieles multiflorales por ultrasonido y determinar el efecto
inhibidor de estas enzimas relacionadas con la DM. Se realizaron extractos
mediante ultrasonido en etanol al 85% a diferentes tiempos los (0, 10, 20 y 30 min)
a una onda de frecuencia de 50-60 Hz, se determinaron fenoles, flavonoides
capacidad antioxidante medida como ABTS y DPPH e inhibiciéon de a-amilasa y a-
glucosidasa. Los resultados mostraron diferencias significativas (P < 0.05) entre las
mieles y los tiempos de extraccion con ultrasonido. En el tiempo de 20 min de
ultrasonido se tuvieron los mejores resultados. En promedio en los fenoles tuvieron
un aumento de 24.9+1.8 mg Eq Q/100 g, en flavonoides de 0.99 +0.033 mg Eq
Q/100 g, y en la capacidad antioxidante por ABTS un incremento de 19.6+1.06 mg
Eq AG/100 mg y en DPPH de 21.5+3.0 mg Eq AG/100 mg, inhibicién de a-amilasa
el aumento fue de 24.1+0.3% e inhibicién de a-glucosidasa de 16.7+£0.3 %. Estos
resultados indican que todas las mieles cuentan con propiedades antidiabéticas y
son una alternativa mas saludable a las personas con DM y que con ultrasonido se

incrementa la extraccion de estos compuestos bioactivos.

Palabras clave: Diabetes mellitus, compuestos bioactivos, miel.



1. Abstract

Honey in Mexico has held an important place since ancient times as a sweetener
and to combat some ailments due to its biological, antitumor, anti-inflammatory,
antibacterial, antiviral and antifungal activities, but little research has been done on
the use of honey in metabolic disorders such as diabetes mellitus (DM). It is a
metabolic disease that is classified as part of the non-communicable chronic
diseases (ECNT) which are increasing year after year, for which more natural
treatment alternatives have been sought. One of them is the inhibition of enzymes
such as a-amylase and a-glucosidase, which help slow the absorption of glucose
into the blood and thus do not have a hypoglycaemic effect. The objective of the
thesis was to extract bioactive compounds from different multiflorales honeys by
ultrasound and to determine the inhibitory effect of these enzymes related to DM.
Extractions were made by ultrasound in 85% ethanol at different times (0, 10, 20 and
30 min) at a frequency wave of 50-60 Hz, phenols, flavonoids antioxidant capacity
measured as ABTS and DPPH and inhibition of a-amylase and a-glucosidase. The
results showed significant differences (P < 0.05) between the honeys and the
ultrasound extraction times. The best results were obtained in the time of 20 min of
ultrasound. On average, phenols had an increase of 24.9+1.8 mg Eq Q/100 g, in
flavonoids 0.99 £0.033 mg Eq Q/100 g, and in the antioxidant capacity by ABTS an
increase of 19.6+1.06 mg Eq AG/100 mg and in DPPH of 21.5+3.0 mg Eq AG/100
mg, a-amylase inhibition increased by 24.1£0.3% and a-glucosidase inhibition by
16.7+£0.3%. These results indicate that all honeys have antidiabetic properties and
are a healthier alternative for people with DM and that the extraction of these

bioactive compounds is increased with ultrasound.

Key words: Diabetes mellitus, bioactive compounds, honey.



1 Introduccién

La miel ha ocupado un lugar importante desde la antigiedad como endulzante y
medicina tradicional, ha sido mencionada como medicamento en innumerables
obras. Es una solucién de azlcar viscosa y saturada que proviene del néctar que
ha sido recolectado y modificado por la abeja (Apis melifera) (Vandamme et
al..,2013).

El interés de la investigacion es principalmente por sus componentes como el
azucar (75-79%) y agua (20%), y algunos otros son proteinas, vitaminas del
complejo B, minerales y antioxidantes como flavonoides, acido ascorbico, catalasa
y selenio (L.Vandamme, Heyneman, Hoeksema, Verbelen, Monstrey., 2013). Es
utilizada por sus propiedades medicinales y funcionales, ya que es un alimento
antioxidante que contiene una variedad de fenoles y flavonoides, contiene
actividades biolégicas como antitumoral, antiinflamatorias, antibacterianas,
antivirales y antifingicas, reduce la tos, también se ha investigado un poco sobre el
uso puntual de la miel en trastornos metabodlicos como la diabetes mellitus (Peiro,
2018).

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad metabdlica que se ha clasificado
como parte de las enfermedades cronicas no transmisibles (ECNT) (Villalobos et al.
2008). Esta tiende a incrementar afio con afio, y se ha convertido en un problema
de salud para el cual es necesario buscar alternativas de tratamiento (International
Diabetes Federation., 2019).



2 Marco teoérico

2.1 Lamiel

Conforme a la NOM Oficial Mexicana NOM-004-SAG/GAN-2018, la miel es la
sustancia dulce natural producida por abejas a partir del néctar de las flores o de
secreciones de partes vivas de plantas o de excreciones de insectos succionadores
de plantas que quedan sobre partes vivas de las mismas y que las abejas recogen,
transforman y combinan con sustancias especificas propias, y depositan,

deshidratan, almacenan y dejan en el panal para que madure o pueda afiejarse.

De acuerdo a Cristian y Mariano (2016) la miel es una sustancia producida por las
abejas (Apis mellifera) que recogen y procesan el néctar de las flores o de las

secreciones de ciertas especies de plantas.

Esta compuesta principalmente de fructosa y glucosa (65%), asi como agua (18%),
con un contenido minimo de proteinas y lipidos y otros constituyentes como
enzimas, aminoacidos, acidos organicos, carotenoides, vitaminas, sustancias
aromaticas, también contiene minerales y metales pesados, que juegan un papel

importante en la determinacion de las cualidades de la misma (Silva et al., 2015).

Se tiene en cuenta que es un producto muy complejo el cual depende de la botanica
de la flor, la cual se debe a la region geografica, condiciones climatoldgicas, edad,
etc. Por lo tanto, se tienen diferentes mieles dado a su origen geografico de donde

se obtienen (Solayman et al., 2015).



2.2 Producciéon de la miel en México

México es uno de los diez paises productores de miel, ocupando el quinto lugar en
producciéon en el mundo y el tercer exportador, en las ventas internacionales
estando solo por debajo de China y Argentina. El 70 % de la produccion proviene
de Yucatan, Campeche, Jalisco y Chipas con un registro de produccion de nueve
mil 810, siete mil 520, cinco mil 948 y cinco mil 500 toneladas de miel
respectivamente de cada estado (SADER, 2019).
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Figura 1. Participacion por estado de la produccion de miel 2019

Fuente: Elaborado con base a datos de SADER 2019

Conforme a estos datos la produccion de miel fue de 61.9 mil toneladas, lo que
represento un 6.1 %mas que en los ultimos diez afios cuya medida fue de 58 mil
toneladas. La produccion de miel depende alrededor de 43 mil apicultores los cuales
deben de contar con el adecuado manejo de la colonia, la genética de las abejas
utiizadas para esta produccion, las variantes climatolégicas como heladas,
huracanes, sequias, entre otros, esto también se ve reflejado en el color, olor y sabor
de la miel (SAGARPA, 2019).






2.3 Tipos de miel

Existen alrededor de 320 variedades de miel que proceden de diversas fuentes
florales por lo cual el sabor, color y olor de un tipo especifico dependen de las
diversas fuentes liquidas de las flores y plantas visitadas por la abeja melifera y esto
depende de la temperatura, lluvia y cambios climaticos y estacionales de donde se
encuentre la planta. El color varia de marron claro a marron oscuro dependiendo de

donde zumbaran las abejas (Meo et al., 2017).

La clasificacion depende a la recoleccion de polen que realiza la abeja melifera ya
sea de una flor o de diversas flores, para poder clasificar las mieles en monoflorales

y las multiflorales.

Mieles monoflorales: se les denomina asi cuando en su compasion predomina una
especie botanica con un porcentaje de polen superior o igual a 45% (Cérdova et al.
2013) predominan en las zonas de &reas templadas de especies como brezo, tilo,
trigo, trébol y en areas tropicales de naranja, castafo, eucalipto, romero, a las cuales

se les denomina segun sea la planta (Solayman et al., 2015)

Mieles multiflorales: son aquellas que provienen de varias fuentes botanicas, y
ninguna de las cuales es predominante (Buelga et al., 2017), cada tipo de polen con

tiene un porcentaje menor al 45 % (Cordova et al., 2013).



2.4 Composicion

2.4.1 Carbohidratos

Los principales hidratos de carbono que componen la miel son los monosacaridos
fructosa 38%, glucosa 31%, de igual manera se han identificado diez disacaridos
maltosa, sacarosa, maltulosa, turanosa, isomaltosa, laminaribiosa, nigerosa,
cojibiosa, gentiobiosa y B-trehalosa y algunos trisacaridos como Maltotriose, Erlose,
Melezitose, Centose 3- a 5 Isomaltosilglucosa, L-Kestosa, Isomaltotriosa, Panose,
Psopanose y Theanderose, todos presentes en cantidades muy pequefas (Khan et
al., 2017).

2.4.2 Proteinas

La miel contiene un porcentaje muy bajo de proteinas aproximadamente 0.5% las
cuales son principalmente enzimas y aminoécidos (Ulloa, 2010), y cuanto menor
sea el nivel menor sera la tension superficial de la miel, produciéndose asi una
tendencia a la formacion de espuma, las mieles adulteradas, sobrecalentadas o
almacenadas durante mucho tiempo muestran una reduccién o ausencia del

contenido de proteinas (De-Melo et al., 2017).

Con diversos estudios se han identificado cerca de 8 a 11 proteinas y cuatro son
comunes en todas las variedades de mieles. Estas se originan a partir de la abeja
melifera y el lugar de donde se obtienen la sustancia alimenticia y estas se
encuentran principalmente en forma de enzimas (Khan et al., 2017).

2.4.3 Enzimas

Las abejas meliferas agregan diferentes enzimas durante el proceso de
maduracion de la miel. Las enzimas agregadas incluyen diastasa (amilasa), que
digiere el almidon a maltosa y es relativamente estable al calor y al almacenamiento,

e invertasa (sacarasa o a- glucosidasa), que cataliza la conversién de sacarosa en



glucosa y fructosa. La invertasa también cataliza muchas otras conversiones de

azucar y es principalmente responsable de los patrones de azucar de la miel.

La glucosa oxidasa y la catalasa son otras dos enzimas afadidas por las abejas

meliferas, que regulan la produccion de peroxido de hidrégeno (H202).

El H202 producido sirven como uno de los factores antibacterianos de la miel, el
rango contenido de proteinas en la miel es de 0,01 a 0,04 g (Khan et al., 2017).

2.4.4 Aminoacidos

Estos estan presentes alrededor del 1% del peso de sus componentes de los cuales
se han considerado tres posibles fuentes que pueden contribuir a la composicion de

aminodacidos en la miel los cuales son: néctar, polen y las propias abejas.

En la miel se han descrito un total de 26 aminoacidos libres, dentro de los cuales
los mas comunes son, serina, treonina, homoserina, taurina y a- También se ha
encontrado la presencia de acido amino adipico en algunos tipos de miel. Dentro de
los aminoécidos la prolina es la predominante, que representa entre el 50 y el 85%
de esta fraccién, seguida de la fenilalanina.

Como se encuentra en mayor cantidad la prolina se ha utilizado como criterio para
la evaluacion de la maduracion de la miel y, en algunos casos, de la adulteracion

con azlcar (Buelga et al., 2017).

2.45 Humedad

Es la determinante mas importante para la solidez, su alto contenido generalmente
oscila entre el 13 y el 20% y de esto de pende la viscosidad, también influye en el
peso especifico y color, condicionando asi la conservacion y cualidades
organolépticas de este producto. Después de que se extrae de la colmena, su
contenido de humedad puede cambiar dependiendo de las condiciones que se les

dé durante el almacenamiento (Khan et al., 2017).

2.4.6 Minerales

10



El contenido de minerales tiene una gran influencia sobre el color, el sabor y la
acidez (Yamul, 2008). Estos dependen de su origen botanico y geografico donde se
haya recolectado la miel se han encontrado 54 minerales diferentes (Solayman et

al., 2016), algunos de ellos se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Contenido de minerales de la miel

Mineral Promedio Rango (ppm)
(ppm)

Potasio 205 100-588
Azufre 58 036-108
Cloro 52 23-75
Calcio 49 23-68
Fosforo 35 23-50
Magnesio 19 11-56
Sodio 18 06-35
Hierro 2.4 1.2-4.8
Cobre 0.3 0,14-0,70
Manganeso 0.3 0,17-0,44

Fuente: Ball, 2007. La composicion quimica de la miel

2.4.7 Vitaminas

En la miel contiene diversas vitaminas y compuestos bioactivos bioldgicos
esenciales que incluyen vitaminas A (retinol), vitamina E (tocoferol), vitamina K
(vitamina antihemorragica), vitamina B1 (tiamina), vitamina B2 (riboflavina), vitamina
B6, niacina, vitamina C (Acido ascérbico), Acido pantoténico y fendlicos, flavonoides
y acidos grasos, acido cinamico, acido hidroxibenzoico, acido octadecanoico, éster
etilico y flavonoides. Ademas, contiene apigenina, pinocembrina, acacetina, acido

abscisico.

La cantidad y presencia de estos compuestos esta determinada por el clima y las

condiciones geogréficas de donde se obtuvo (Meo et al., 2017).
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2.4.8 Color

Es uno de los principales atributos de la miel para poder comercializarla, existen
diferentes colores que pueden variar desde tonos casi negros y &mbar, pero los mas
comunes son amarillo brillante, rojizo o verdoso, aunque este varia dependiendo de
su origen botéanico, contenido de ceniza, temperatura de la colmena y tiempo de

almacenamiento.

Es un parametro importante en la calidad, aceptacion y preferencia de los
consumidores y en diferentes paises el precio esta relacionado por este, los claros
generalmente tienen un valor superior, aunque los tonos oscuros se aprecian en

determinadas regiones (Silva et al., 2015).

2.5 Compuestos bioactivos

2.5.1 Compuestos fenolicos

Los compuestos fendlicos son un grupo quimicamente heterogéneo, con
aproximadamente 10,000 compuestos, que se agrupan en diferentes clases segun
su base estructura quimica. Se pueden dividir en &cido fendlico y flavonoides
(flavonas, flavonoles, flavononas, flavonoides, antocianinas, isoflavonas). Los
compuestos fendlicos son trasferidos atreves del néctar a la miel. Estos compuestos
cuentan con un anillo aromético y con uno o mas grupos hidroxilo en sus
estructuras, que pueden variar de un simple a un polimero fendlico de molécula

compleja de alto peso molecular (Silva et al., 2015).

La miel puede contener varios &cidos carboxilicos arométicos y aril-alifaticos,
principalmente hidroxilo y metoxi-derivados del acido benzoico y cinamico y estas
contribuyen a sus propiedades sensoriales, también se encuentra la presencia de
benzoico, hidroxibenzoico, salicilico, galico, vanilico, siringico, protocatechico,
también se han descritos acidos férricos, cumarico, ferulico, clorogénico,

fenilacético y rosmarinico (Santos et al., 2017).
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Se han realizado diferentes métodos (Folin-Ciocalteu) en las cuales se ha obtenido
que el contenido fendlico total en la miel es de 20 a 193 mg equivalentes de &cido
galico (GAE)/100 g de miel.

Estos compuestos fendlicos y algunos otros organicos su degradacion en la miel
depende de las condiciones ambientales a las que estén sometidos (Santos et al.,
2017).

2.5.2 Flavonoides

Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los vegetales que protegen
al organismo del dafio producido por agentes oxidantes, como los rayos
ultravioletas, la polucién ambiental, sustancias quimicas presentes en los alimentos
estos contienen en su estructura quimica un nimero variable de grupos hidroxilo
fenolicos y excelentes propiedades de quelacion del hierro y otros metales de
transicion, lo que les confiere una gran capacidad antioxidante y una gran capacidad

de proteccion frente a los fendmenos de dafio oxidativo.

Tienen propiedades anti-radicales libres que se dirigen fundamentalmente hacia los
radicales hidroxilo y superéxido, especies altamente reactivas implicadas en el inicio
de la cadena de peroxidacion lipidica y en varias investigaciones se ha descrito su
capacidad de modificar la sintesis de eicosanoides (con respuestas anti-prostanoide
y antinflamatoria), de prevenir la agregacion plaquetaria (efectos antitromboticos) y
de proteger a las lipoproteinas de baja densidad de la oxidacion (prevencion de la

placa de ateroma) (Martinez et al., 2002).

Santos Buelga (2017) describe que la cantidad de flavonoides de la miel es de 1,1
a 7,5 mg equivalentes de quercetina, de los cuales se encuentran diferentes clases
de flavonoides, flavonas, flavonoles, flavanonas, flavan-3-oles, antocianinas,
dihidroflavonoles e isoflavonas, aunque en la miel se han identificado principalmente
pinocembrina, crisina, galangina, pinobanksina, apigenina, genisteina, quercetina,

kaempferol y miricetina (Santos, 2017).
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2.6 Actividades bioldgicas

2.6.1 Actividad antioxidante

Los antioxidantes son agentes para contrarrestar el deterioro causado por oxidantes
tales como O2, OH-, radicales superoxidos y lipido piréxilo. Algunas enfermedades
cronicas y degenerativas como cancer, sintesis de mutagenos, envejecimiento,
aterosclerosis entre otras son persistentes y susceptibles al estrés oxidativo por lo
cual las células exhiben un sistema de defensa contra el dafio oxidativo (Ahmed et
al., 2018).

Este sistema de defensa consta de radicales libres y agentes protectores oxidativos
como catalasa, peroxidasa, acido ascorbico, tocoferol y polifenoles, estos agentes
antioxidantes estimulan biomoléculas como carbohidratos, proteinas, lipidos y
acidos nucleicos por lo cual las células se alteran por esta estimulacion y, en dltima

instancia, provocan una respuesta antioxidante (Ahmed et al., 2018).

La miel exhibe una fuerte actividad antioxidante la cual contribuye a la prevencion
de varios trastornos agudos y crénicos como, inflamatorios, alérgicos, trombdéticos,

diabéticos, cardiovasculares, oncoldgicos entre otros (Figueroa, 2020)

Los acidos fendlicos son responsables de la actividad antioxidante de la miel,
aunque de igual manera intervienen azucares, proteinas, aminoacidos, carotenos,
acidos organicos, productos de reaccién de Maillard, produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y otros componentes menores también contribuyen a

la accion antioxidante (Ahmed et al., 2018).

Se a estableci6 que la miel elevaba la cantidad y la actividad de agentes
antioxidantes como el betacaroteno, la vitamina C, el glutation reductasa y el acido

arico en sujetos humanos sanos.

La forma de actuar de los antioxidantes es de secuestro de radicales, donacion de
hidrogeno, quelacién de iones metélicos, accién del sustrato de los flavonoides para

las acciones de los radicales hidroxilo y superoxido (Ahmed et al., 2018).
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2.6.2 Actividad antidiabética

La diabetes tipo 2 consiste en hiperglucemia progresiva, resistencia a la insulina y
B- insuficiencia de las células pancreaticas, que puede resultar de la toxicidad de la
glucosa, citocinas inflamatorias y estrés oxidativo, y es responsable del 90-95% de
todos los casos de diabetes (Canalejo, 2019). En este sindrome existen muchas
anomalias del metabolismo de las lipoproteinas, los carbohidratos estan
involucradas con un nivel elevado de glucosa y las complicaciones agudas de este
trastorno pueden incluir cetoacidosis hiperosmolar, diabética y estado

hiperglucémico, que pueden conducir a la muerte (Brutsaert, 2020).

En estudios realizados in vivo se ha demostrado que la miel tiene componentes
antidiabéticos y en estos estan involucrados los antioxidantes en los cuales se
encuentra un efecto hipoglucémico el cual se observd que redujo los niveles de
glucosa en la diabetes mellitus tipo 2. Este antidiabético o hipoglucemiante de la
miel se atribuye a la presencia de fructosa en ella ya que esta ayuda a regular el
sistema de respuesta a la insulina, lo que resulta en un nivel de glucosa en sangre

controlado (Lépez, 2013).

Los monosacéaridos como glucosa, fructosa y galactosa se forman por hidrélisis de
carbohidratos antes de su absorcién algunos estudios han sugerido que la fructosa
es captada por los dos receptores GLUT5 y / o GLUT2 a través de proteinas

El nivel de la glucosa también pude ser regulado por el hipoglucemiante de la
fructosa en el higado, en esta area la fructosa estimula las enzimas de fosforilacion,
como la glucosidasa, lo que desencadena la fosforilacion de la glucosa hepatica, la
inhibicion de estas enzimas da como resultado la inhibicion de la glucogendlisis. Por
tanto, el metabolismo completo del glucégeno y la glucosa esta regulado por la
fructosa, lo que demuestra su funcidon reguladora vital para controlar la

hiperglucemia.
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En un estudio realizado se observd que el efecto de la miel puede deberse a la
modulacién de la via de sefializacion de la insulina ya que este es un componente
clave. Es conocido por modular las funciones de varios sustratos que regulan la
progresion del ciclo celular, la supervivencia celular y el crecimiento célula, el efecto
de los extractos de miel sobre la via de sefalizacion de la insulina activada por Akta
se ha investigado y se observo que el desarrollo de resistencia a la insulina se
caracterizd por niveles elevados de NF- k Fosforilacién de serina B, MAPK y
sustratol (Ahmed et al., 2018).

2.7 Diabetes

La diabetes mellitus, o simplemente llamada diabetes, es una enfermedad grave a
largo plazo (o crénica) que se produce cuando hay niveles elevados de glucosa en
la sangre de una persona ya que su cuerpo no puede producir la hormona insulina
o la cantidad suficiente, o no puede utilizar eficazmente la insulina que produce
(Reyes et al., 2009)

La insulina es una hormona esencial producida en el pancreas que permite que la
glucosa del torrente sanguineo ingrese a las células del cuerpo donde esa glucosa
se convierte en energia, también es esencial para el metabolismo de proteinas y
grasas. La falta de insulina, o la incapacidad de las células para responder a ella,
conduce a niveles altos de glucosa en sangre (hiperglucemia), que es el indicador

clinico de diabetes (Saname et al., 2016).

El déficit de insulina, si no se controla a largo plazo, puede causar dafio a muchos
de los 6rganos del cuerpo, dando lugar a complicaciones de salud discapacitantes
y potencialmente mortales como enfermedades cardiovasculares (ECV), dafo a los
nervios (neuropatia), dafo renal (nefropatia) y enfermedad ocular (que provoca
retinopatia, pérdida de la vision e incluso ceguera). Sin embargo, si se logra un
control adecuado de la diabetes, estas complicaciones graves pueden retrasarse o

prevenirse por completo (International Diabetes Federation, 2019).

2.8 Tipos de diabetes
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2.8.1 Tipo1l

La diabetes tipo 1 es causada por una reaccién autoinmune en la que el sistema
inmunoldgico del cuerpo ataca las células beta del pancreas que producen insulina.
Resultado de esto, el cuerpo produce muy poca o ninguna insulina (International
Diabetes Federation, 2019).

Las causas de este proceso destructivo no se comprenden completamente, pero se
sabe puede ser provocada por la combinacion de susceptibilidad genética
(conferida por una gran cantidad de genes) y un desencadenante ambiental, como
una infeccidn viral, inician la reaccion autoinmune, también se han implicado toxinas

o algunos factores dietéticos (International Diabetes Federation, 2019).

Esta enfermedad puede desarrollarse a cualquier edad, aunque el tipo 1 se presenta
con mayor frecuencia en nifios y jévenes, esta es una de las enfermedades crénicas
mas comunes en la infancia, aunque la diabetes tipo 2 también se observa en nifios
mayores y va en aumento debido a que el sobrepeso y la obesidad infantil son cada

vez mas comunes (International Diabetes Federation, 2019).

Algunos de los principales sintomas presentados en la diabetes tipo 1 se muestran
en la figura 1. Algunos de los sintomas como el cuadro clinico clasico de sed
excesiva (polidipsia), miccion frecuente (poliuria) y pérdida de peso puede no estar
presente y el diagnéstico puede no darse a tiempo (International Diabetes
Federation, 2019).
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.

Sed excesiva Visién borrosa Enuresis

©

Frecuente Falta de energfa, Constante Peso repentino

miccién fatiga hambre pérdida

Figura 2. Sintomas presentes en las personas con diabetes tipo 1
Fuente: International Diabetes Federation, 2019

Las personas con diabetes tipo 1 necesitan inyecciones diarias de insulina para
mantener un nivel de glucosa en el rango apropiado. Sin insulina, no sobrevivirian.
Sin embargo, con un tratamiento diario apropiado con insulina, un control regular de
la glucosa en sangre, educacion y apoyo, pueden llevar una vida sana y retrasar o

prevenir muchas de las complicaciones asociadas con la diabetes.

Los analisis para diagnosticar la diabetes tipo 1 son por una concentracion elevada
de glucosa en sangre o presencia de algunos o, raramente, de todos los sintomas
mencionados en la figura 1. Sin embargo, diagnosticar el tipo de diabetes a veces
es dificil y es posible que se requieran pruebas adicionales para distinguir entre
diabetes tipo 1y tipo 2 (International Diabetes Federation, 2019).

2.8.2 Tipo 2

La diabetes mellitus tipo 2 es un padecimiento crénico caracterizado por un trastorno
del metabolismo de los carbohidratos, proteinas y lipidos, que se manifiesta
principalmente como hiperglucemia, debida a la deficiencia relativa de insulina
secundaria a un defecto de su secrecion en las células B del pancreas, por aumento

de la resistencia periférica al efecto de la hormona, o a la combinacion de ambos
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factores (Garcia et., al 2011). Durante esta resistencia a la insulina, la hormona es
ineficaz y a su debido tiempo provoca un aumento en la produccion de insulina que,
con el tiempo, puede desarrollarse una produccion inadecuada de insulina y esto da
como resultado la falla de las células beta pancreaticas para satisfacer la demanda
(International Diabetes Federation, 2019).

Este tipo de diabetes se observa con mayor frecuencia en adultos mayores, pero en
la actualidad se observado cada vez més en nifios y adultos mas jovenes debido al
aumento de los niveles de obesidad, inactividad fisica y una dieta inadecuada. La
diabetes tipo 2 puede presentarse con sintomas similares a los de la diabetes tipo
1 pero, en general, pero la diabetes tipo 2 es mucho menos dramatica y la condicion

puede ser completamente asintomatico.

Las causas del tipo 2 no se comprenden completamente, pero existe un fuerte
vinculo con el sobrepeso y la obesidad, y el aumento de la edad, asi como con el
origen étnico y los antecedentes familiares, por lo cual este tipo es mas comdn.
representa alrededor del 90% de toda la diabetes en todo el mundo (International
Diabetes Federation, 2019). Y en México es uno de los principales problemas de
salud publica. La prevalencia mundial para el afio 2030 se ha estimado en 4.4%.3
Sien el tiempo actual la enfermedad afecta a 200 millones de personas en el mundo,
esta cifra se elevard a 333 millones para el afio 2025, alcanzando la mayor
poblacién de pacientes con diabetes jamas vista (mas de 50%) en paises en

desarrollo (Garcia et al., 2011).

2.8.3 Digestion de hidratos de carbono

El proceso de absorcion de hidratos de carbono se divide en tres fases:

1. Fase luminal: Durante esta fase los carbohidratos, proteinas y grasas de la
dieta son hidrolizados y solubilizados; dependiendo en gran medida de las
secreciones pancreatica y biliar.

2. Fase mucosa: En esta fase tiene lugar la hidrdlisis final y la captacion de los

sacaridos y péptidos, y los lipidos captados por las células epiteliales son
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procesados y almacenados para ser exportados desde el enterocito a los
capilares linfaticos o sanguineos.
3. Fase de transporte: En esta fase los nutrientes absorbidos pasan a la

circulacién sanguinea o linfatica.

No todos los carbohidratos potencialmente digeribles se absorben en el intestino
delgado, hasta el 20% del almidon de la dieta puede llegar al colon siendo
fermentados por las bacterias del colon (al igual que ocurre con la fibra dietética
fermentable), produciéndose acidos grasos de cadena corta (butirato,
propionato, acetato y lactato), hidrégeno, dioxido de carbono y metano (Garcia
et al., 2007).

Los hidratos de carbono (HC) son fundamentales en la alimentaciéon humana. Su
importancia radica en su valor energético, su poder edulcorante y su contenido en
fibra. Son un amplio grupo de compuestos cuya caracteristica quimica comun es de
polihidroxialdehidos, cetonas, alcoholes o &cidos, simples o polimerizados por
uniones O-glucosidicas. Segun el grado de polimerizacion se pueden catalogar en

mono Yy disacaridos (azUcares), oligosacaridos y polisacaridos (Luna et al., 2014)

Durante la digestion de los carbohidratos participan numerosas enzimas
gastrointestinales y pancreaticas, por ejemplo, las amilasas de origen salival y
pancreatico, que actuan sobre los oligosacaridos (almidones) para su fragmentacion
en disacéaridos. Después, en el intestino, las enzimas a-dextrinas, maltasa, sacarasa
y lactasa actian sobre a-dextrinas, maltosa, sacarosa y lactosa respectivamente,
descomponiéndolas en monosacaridos: glucosa, fructosa y galactosa que son
transportados por las a-glucosidasa a las vellosidades del intestino delgado donde
se lleva a cabo la absorcién, este fenébmeno es debido a la accion de las enzimas
amilasa y maltasa, encargadas de la absorcion de glucosa y la formacion de

glucogeno.

En estudios realizados se ha demostrado que la inhibicién de enzimas clave (a-
amilasa y a- glucosidasa) relevante para la DT2 podria servir como enfoque

terapéutico para el manejo de esta enfermedad, y algunos compuestos bioactivos
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vitales como los polifenoles que poseen interesantes beneficios estructura-funcion
han mostrado potenciales prometedores (Alcala et al., 2011).

La inhibicibn de estas enzimas disminuye significativamente la digestion y la
absorcién de carbohidratos, disminuyendo asi el nivel de glucosa en sangre
posprandial en los pacientes con diabetes mellitus.

Los hidratos de carbono se miden con el indice glucémico (Gl) y durante
investigaciones realizadas de la miel de Acacia se observaron que algunos tipos de
miel tienen comparativamente mayor concentracion de fructosa con Gl inferior y
Mieles de bajo Gl son mas valoradas en comparacién con Gl alto. La ingestién de
miel con un Gl tiene efectos ventajosos fisiologicos y puede ser utilizada en

pacientes como un agente antidiabético (Peird, 2019).

2.8.4 a-Amilasa

El nombre quimico de la a-amilasa es a-1,4-D-glucano glucano hidrolasa; su
clasificacion numérica es EC 3.2.1.1, lo que la clasifica dentro del grupo de las
enzimas hidrolasa. Esta proteina une al calcio con una simple cadena polipeptidica
de 496 aminoacidos. Tiene multiples funciones bioldgicas, ya que como enzima
cumple un papel importante en la digestion inicial de almidén, el glucogeno y otros
polisacéaridos, porque cataliza la hidrélisis de los enlaces a-1,4-glucosidicos, lo cual
resulta en la configuracion a-anomérica de los oligosacaridos que liberan glucosa al

medio ambiente oral (Tovar et al., 2013).

2.8.5 a-Glucosidasa

La a-glucosidasa (E.C. 3.2.1.20) se encuentra en el borde en cepillo de las mucosas
del intestino delgado cataliza el paso final de la digestion del almidén y los
disacaridos que son abundantes en la dieta humana (Kazeem et al., 2013).

Esta enzima se encuentra en todo lo largo de todo el intestino delgado. La absorcion
intestinal de los nutrientes tiene un efecto directo sobre la secrecion de insulina, la

hormona clave en el metabolismo de los carbohidratos. La secrecion de insulina se
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realiza de manera basal continua y en forma pulsatil o en bolos. Los sitios de accion
de la insulina son los tejidos muscular, graso y hepatico, donde la insulina actia

para permitir la entrada de glucosa a las células (Alcala et al., 2011).

2.8.6 Ultrasonido

La extraccion asistida por ultrasonido (EAU) se usa para aislar compuestos
(Hussam et al., 2013). Ciertos beneficios en términos de penetracion del disolvente
surgen del uso en EAU de componentes de los alimentos, incluyendo la
intensificacion de transferencia de masa y efectos capilares. La extraccion también
podria mejorarse debido al colapso de las burbujas formadoras de cavitacion, cerca
de las paredes celulares (Toma et al., 2001). La tasa de extraccion y el rendimiento
pueden mejorarse mediante la combinacién O6ptima de variables de ultrasonidos,
como la intensidad y el tiempo (Rodriguez-Bernaldo et al., 2010). De igual manera
es una tecnologia de extraccion amigable con el medio ambiente es el ultrasonido,
esta metodologia de extraccidén tiene como ventaja obtener mejores tiempos de
proceso, mejora la calidad, reduce riesgos quimicos y ocupa menos energia
(Chemat et al., 2011).
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3 Justificacion

En la actualidad existe un interés por mejorar la salud y evitar las enfermedades
cronicas como la diabetes, la miel contiene compuestos fendlicos y flavonoides que
presentan una actividad antioxidante y antidiabética debido estos compuestos se
relacionan con la inhibicion de radicales libres y enzimas como la a amilasa y la 3
glucosidasa las cuales se relacionan con la actividad antidiabética, pero la miel por
su alto contenido de azucares no es recomendable para usar en personas con
problemas de diabetes, por lo que en esta investigacion se pretende extraer estos
compuestos bioactivos antidiabéticos mediante el uso del ultrasonido para poder

administrarlos a personas con problemas de diabetes.

4 Planteamiento del problema

La diabetes tipo Il en una enfermedad crénico degenerativa que actualmente se ha
incrementado en gran manera, las estadisticas actuales sobre el incremento
consecutivo y la elevada tasa de mortalidad la han convertido en prioridad dentro
del sistema de salud. El desarrollo de diabetes mellitus es el inicio de una atrofia lo
cual conlleva el mal funcionamiento de diversos 6rganos relacionados, como el
pancreas, rifién, higado, alteraciones en la retina, alteraciones en lipidos, entre
otros. Se han implementado diversas iniciativas de tratamiento desde la educacién
al paciente con riesgo o diagnostico de diabetes, tratamiento farmacoldgico,
ejercicio; sin embargo, la incidencia continla en aumento con el paso de los afios.
Durante muchos afos la cultura Mexicana ha utilizado la medicina tradicional como
tratamiento de diversas enfermedades; tal es el caso de la miel la cual cuenta con
actividades biolégicas como antitumoral, antiinflamatorias, antibacterianas,
antivirales, antifangicas y se ha investigado un poco sobre el uso puntual de la miel
en trastornos metabolicos como la diabetes mellitus ya que ha demostrado tener
compuestos bioactivos con actividad antioxidante y antidiabética pero la miel no

puede ser administrado a personas con diabetes por su alto contenido de azucares
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por lo que para poder administrar en personas diabéticas y se requiere extraer estos
compuestos bioactivos de la miel mediante ultrasonido como una alternativa natural

en la prevencion y/o control de la diabetes tipo Il

5 Objetivo general

Extraer los compuestos bioactivos con la actividad antioxidante y antidiabética de

mieles multiflorales mediante uso del ultrasonido

6 Objetivos especificos

e Extraer compuestos bioactivos con actividad antioxidante y antidiabética de
distintas mieles mediante ultrasonido

e Cuantificar compuestos bioactivos (fenoles y flavonoides).

e Determinar la actividad antioxidante de las mieles mediante los métodos de
ABTS y DPPH.

e Medir la actividad antidiabética mediante ensayos enzimaticos de a amilasa

y la B glucosidasa.
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7 Hipdtesis

Los fenoles y flavonoides que contienen las mieles, obtenidos con ultrasonido,
pueden inhibir la actividad enzimatica de la a-amilasa y a-glucosidasa, lo que impide
la hidrolisis de oligosacaridos y disacaridos absorbibles por los enterocitos del
intestino delgado. Este efecto puede reducir los niveles de glucosas en la sangre

efectuando un efecto hipoglucemico para las personas con diabetes tipo 2.

8 Variables de estudio
Variables de prediccién: Las distintas mieles obtenidas de diferentes municipios del
estado de Oaxaca y extraccion por ultrasonido a distintos tiempos 0,10, 20 y 30 min.

Variables de respuesta: Compuestos bioactivos (fenoles y flavonoides), actividad
antioxidante (ABTS y DPPH) y actividad antidiabética (a-amilasa y a-glucosidasa)

con lo que cuentan los extractos obtenidos por ultrasonido.
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9 Materiales y métodos

Las muestras evaluadas fueron un total de 6, las cuales fueron obtenidas de tres
diferentes municipios del estado de Oaxaca las cuales fueron almacenas en
recipientes de 30 mL y codificadas con las iniciales del lugar donde se obtuvieron y
el tipo de color de la miel cada una fue sellada herméticamente y almacenadas a

una temperatura ambiente.

Tabla 2. Nomenclatura de las mieles

Municipio Color Cadigo
San Jerénimo Tecoalt Ambar J-A
San Jer6nimo Tecoalt Ambar J-Al
San Pablo Ocopetatillo Ambar P-A
San Pablo Ocopetatillo Blanca P-B
San Pablo Ocopetatillo Ambar P-Al
San Antonio Eloxochitlan Blanca A-B

Las muestras fueron Illevadas a los laboratorios de Aprovechamiento
Agroalimentario Integral y multiusos de la Universidad Autbnoma del Estado de

Hidalgo en el Instituto de Ciencias Agropecuarias.

A estas mieles se le realizaron diferentes andlisis, los cuales se describen a

continuacion.

9.1 Etapal

Se realiz6 la obtencién de los extractos de las distintas mieles, de acuerdo a Pittaya
Chaikham et al. 2015, con algunas modificaciones, se colocaron 5 g de miel en
etanol al 85 % (1:10), posteriormente se introdujeron en bafo ultrasénico por 10, 20
y 30 min con temperatura de 20 °C, se homogenizaron y centrifugaron a 6,000 rpm

por 15 min a 4°C, el sobrenadante se guardé para los posteriores analisis.
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9.2 Etapa?

Se realiz6 la determinacion de los compuestos bioactivos de los extractos obtenidos

(fenoles, flavonoides, antioxidantes) de las mieles.

9.3 Fenoles totales.

Se realizaron de acuerdo al método de Folin-Ciocalteu descrito por Rababah et al.
(2013). Se realizé una dilucion del extracto (1:10) usando agua destilada, se
homogeneizaron y centrifugaron a 6,0000 rpm por 15 min a 4 °C. Posteriormente,
se tomaron 0.3 mL del sobrenadante en un tubo de ensayo y se mezclaron con 1.5
mL del reactivo Folin-Ciocalteu 0.2 N durante 8 min a temperatura ambiente y en
oscuridad, posteriormente, se agreg6 1.2 mL de Na2COs3 0.7 M, y se dejaron en
reposo durante dos horas en ausencia de luz. La mezcla resultante se midié a 765
nm usando un espectrofotometro, frente a un blanco de agua. El contenido de
fenoles totales se determiné a partir de una curva estandar de acido galico (0 a 100
mg/L). La cantidad de fenoles totales se expres6 como equivalentes de acido galico
(mg GAE/100 g de miel).

9.4 Flavonoides totales

El contenido total de flavonoides se determiné utilizando el método Dowd adaptado
por Arvouet-Grand et al. (1994). Se utilizé una solucién de cloruro de aluminio (AICI3)
en metanol al 2%. Se colocdé 5 mL el extracto con 5 mL de metanol puro, se
homogenizo y se centrifugo a 6,000 rpm durante 15 min. En un tubo de ensayo se
colocaron 2 mL del sobrenadante y se agregaron 2 mL de tricloruro de aluminio
(AICI3) y se mantuvo en ausencia de luz durante 20 min, a las muestras se les midio
la absorbancia a 415 nm en un espectrofotometro (Spectronic Genesys). Se utilizé
quercetina para la elaboracion de la curva de patron (0 a 100 mg / L). El contenido
total de flavonoides se expres6 en mg equivalente de quercetina / 100 g de miel (mg
QE /100 g de miel).
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9.5 Actividades antioxidantes

9.6 Actividad de eliminacion de radicales libres ABTS

La actividad antioxidante se determind utilizando el compuesto cromogénico &cido
2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS) de acuerdo a Pimentel-
Gonzalez et al. (2015). El reactivo ABTS 7 uM, reaccion6 con persulfato de potasio
(K2S208), 2.45 pM, en proporcién 1:1, la reaccién se dej6é en agitacion durante 16
horas en oscuridad y asi generar el radical ABTS +, el radical se estabilizé con
etanol al 20 % hasta alcanzar una absorbancia de .7 £ .01 a 734 nm. Una vez
estabilizado el reactivo se colocaron 2 mL en un tubo se agregaron 200 uL del
extracto de miel, se agitaron y se dejaron en reposo durante 6 min, posteriormente
se ley6 la absorbancia a 734 nm utilizando como blanco etanol al 20%. Los
resultados se calcularon con la siguiente formula y se expresaron como

equivalentes de acido ascoérbico en 100 g de miel (mg AAE / 100 g de miel).

(intercepto * Vol alicuota * Vol dilucion * 100)

AAE/g =
me /g peso muestra

9.7 Actividad de eliminacion de radicales libres DPPH

Para la actividad antioxidante de DPPH (radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo) se
realizd de acuerdo a Turkmen et al. (2006). Para la preparacion del reactivo DPPH
0.2 Mm se pesaron 7.9 mg y se disolvieron en 100 mL de metanol al 80%, se
colocaron en agitacion durante 2 horas en oscuridad total para su disolucion total,
se estabilizé con metanol al 80% hasta alcanzar una absorbancia de .7 £ .01 a 515
nm, se agregaron 2.5 mL y 500 pL del extracto de miel, posteriormente se incubaron
durante 1 hora en oscuridad total, se midio la absorbancia a 515 nm, en un
espectrofotometro, utilizando metanol al 80% como blanco. Los resultados se
expresaron como equivalentes de acido ascorbico en 100 g de miel (mg AAE / 100

g de miel).
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9.8 Azucares reductores

Los azucares reductores se determinaron de acuerdo a Ricardo-Sposina et al.
(2012) con algunas modificaciones. Para preparar el reactivo 3,5 diantrosalicilico
(DNS) se pes6 .1 g del reactivo DNS y 30 g de tartrato de sodio y potasio
(KNaC4H406.4H20) estos se disolvieron en 20 mL de hidroxido de sodio (NaOH) y
posteriormente se aforaron a 100 mL con agua destilada y se coloc6 en agitacion
durante 24 horas en oscuridad para disolver todos los compuestos, se agregaron 3
mL del reactivo y 2 mL de la dilucion del extracto de miel en un tubo de ensayo, se
agitaron y se coloco en ebullicion durante 5 min, se colocé en un bafio de hielo para
enfriar y se midi6 la absorbancia a 575 nm en un espectrometro. Se utilizé dextrosa
para la elaboracion de la curva patron (0-2 mg/L. y los resultados se expresaron

como mg / L de azucares.

9.9 Azucares totales

Los azucares totales se determinaron de acuerdo a Odalys Rodriguez-Gémez et al.
(2013), con algunas modificaciones. Se preparo una solucién de antrona (C;,H;,0)
pesando 200 mg del reactivo en 100 mL de &cido sulftrico (H,SO,) 98% en frio, se
colocaron 5 mL del reactivo y 2.5 mL de la dilucion del extracto (1:10000), se
agitaron y colocaron en un bafio maria en ebullicién durante 10 min, posteriormente
se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se midié la absorbancia a 625 nm,
utilizando una curva estandar de solucion de glucosa a 50 mg / L. Los resultados

fueron expresados como mg / L de azucares.

9.10 Actividad antidiabética in vitro

9.10.1 Inhibiciéon de a-glucosidasa

La inhibicion de a-glucosidasa se determind de acuerdo a (Gondi Roa et al 2015)
con algunas modificaciones, los extractos de miel (200 p L) se mezclaron con 100

U L de solucion de stock (10 mg de 4- nitrofenil 2 mL de solucion buffer pH 6.9) y
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5.600 ml de buffer de fosfato 0,1 mol / pL (pH 6,9), posteriormente se preincubardn
a 37° C durante 10min, después se agregaron 40 uL de solucion a- glucosidasa y
se incubaron durante 20 min a 37 ° C posteriormente se le agregaron 4mL de NaCO3
1 M (10.6 g en 100ml de H20 destilada) y 5 ml de agua destilada, posterior a esto
se leyo la absorbancia a 405 nm en un espectrometro (6715 UV/Vis Spectronic

Genesys) y se calculd la inhibicién de la a-glucosidasa (%).

9.10.2 Inhibicion de a-amilasa

La inhibicion de la a-amilasa se determiné de acuerdo a Rabia et al. 2020 con
algunas modificaciones donde la solucion buffer de fosfato de sodio 0.02 mol / p L
(pH 6.9) se mezclaron con 300 p L de almiddn al 2% y se encubaron a 37° C durante
10 min posteriormente se agregaron 50 y L de la enzima a-amilasa (.02
unidades/mL) y 50 u L del extracto de miel y se incubaron nuevamente a 37° C
durante 20 min , después se agregaron 300 p L de DNS (1g de DNS disuelto en 20
ml de NaOH al 10% y aforado a 100 ml). Posteriormente, los tubos de ensayo se
incubaron en un bafio de agua caliente durante 5 min y luego se enfriaron a
temperatura ambiente. La absorbancia se midié a 540 nm. Los resultados se
compararon con el control (la muestra se reemplaz6 por tampdn) y se calculé la

actividad de inhibicion de la a-amilasa (%) con la siguiente formula.

Abscontrol - Absmuestra

% inhibicion de « —amilasa = (= ) X 100

Abscontrol

10 Analisis estadistico

Se realiz6 la comparacion multiple por ANOVA. Cuando existieron diferencias
significativas (p<0,05) entre los tratamientos se realizé la comparacion de medias
por el método de Tukey utilizando el software NCSS 2007 (EE.UU.).
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11 Resultados y Discusiones

11.1 Azucares reductores

De acuerdo a la metodologia antes mencionada se obtuvieron los siguientes
resultados del contenido de azucares reductores con diferentes tiempos de
tratamiento ultrasonico (tabla 1), se observo que tenian un contenido de 21.776
+6.25 mg/g con diferencias significativas de (p < 0.05) en los distintos tratamientos
gue se les dio a cada una, obteniendo que las mieles P-B,18, P-Al y A-B son las

gue contiene una menor cantidad de azucares reductores.

La disminucién del contenido de azucares se puede observar en la Fig.1 donde el
tiempo de tratamiento con mejores resultados fue el de 20 min siendo diferente a
todos los demas, de acuerdo a la literatura (Rohling et al., 2018) la disminucion del
contenido de azucares con ultrasonido se debe al proceso de cavitacion que genera
el ultrasonido, ya que esta rompe la pared celular desde adentro y asi las cadenas

de azucares son liberadas y separadas.

Tabla 3. Contenido de azucares reductores de los extractos de miel

Azucares reductores mg Eq G/ 100 g

Miel 0 min 10 min 20 min 30 min

J-A 21.157 + 0.05eBC 21.157 + 0.0eC 16.339 £ 0.23e4 20.180 + 0.14eB
J-Al 20.018 + 0.09dBC 19.562 + 0.18dC 17.966 + 0.23dA 19.822 + 0.18dB
P-A 18.422 + 0.05acBC 18.976 + 0.18acC 18.748 + 0.23acA 18.162 + 0.23acB
P-B 18.780 + 0.18¢BC 19.920 + 0.05¢C 17.283 + 0.0cA 18.618 + 0.05¢cB
P-Al 19.106 + 0.09aBC 15.655 £ 0.18aC 19.529 £ 0.05aA 19.139 + 0.05aB
A-B 18.487 + 0.05bBC 20.799 + 0.09bC 17.706 + 0.14bA 19.334 + 0.23bB

Nota: diferentes letras representan diferencias significativas, letras mayusculas
representan columnas, letras mindsculas representan filas.
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Figura 3. Contenido de azucares en las distintas mieles y tiempos de ultrasonido

Representan una diferencia significativa (P <0.05) dentro de las columnas (entre los tiempos) segin
lo determinado por la comparacion de promedios de Tukey. Todas las determinaciones se realizaron
por triplicado. El cédigo se expresa con las primeras letras el municipio de donde fue obtenida la miel
J: San Jeronimo. P: San Pablo Ocopetatillo, A: San Antonio y las letras A, B son el color de la miel

A: @mbar y B: blanca.
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Figura 4: Efecto del ultrasonido a diferente tiempo (0, 10,20,30 min) en diferentes
mieles en sus compuestos bioactivos

P-A1  AB

Nota: a) fenoles totales, b) flavonoides totales representan una diferencia significativa (P <0.05)
dentro de las columnas (entre los tiempos) segun lo determinado por la comparacién de promedios
de Tukey. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado. El cédigo se expresa con las
primeras letras el municipio de donde fue obtenida la miel J: San Jeronimo. P: San Pablo
Ocopetatillo, A: San Antonio y las letras A, B son el color de la miel A: &mbar y B: blanca.
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11.2 Fenoles

El contenido total de fenoles para los extractos analizados se encontraron
diferencias significativas (p<0.05) entre la mayoria de las muestras, siendo las
mieles P-B (29.917 + 1.56 mg Eq AG/100 g), P-Al (28.260 + 1.95 mg Eq AG/100 g)
y A-B (26.878 = 1.56 mg Eq AG/100 g) las de mayor contenido de fenoles y el tiempo
de 20 min el mejor para poder aumentar estos compuestos fig. (2a) el mejor para la

incrementacién de estos compuestos.

Maja et al.,, 2020 observaron que los pre tratamientos con ultrasonido en el
contenido fendlico aumentaron ligeramente en la mayoria de las muestras. El valor
mas alto se registro en la muestra 3 (1.570 mg GAE/Q), y el mas bajo en la muestra
4 (1.453 mg GAE/g). A diferencia de los pretratamientos con ultrasonido, el

pretratamiento con calor provoco una reduccion significativa del contenido fendlico.

11.3 Flavonoides

El contenido de flavonoides mostraba diferencias significativas (p<0.05) entre cada
una de las mieles donde la miel P-Al (1.929 + 0.01 mg Eq Q/100 g) tiene un
incremento de estos compuestos desde los 10 min Fig. (2b) de tratamiento
ultrasénico. Asi mismo siendo el tiempo de 20 min donde se presenté el mayor
incremento de estos compuestos con diferencias significativas (p<0.05) entre los

tiempos de tratamiento.

De acuerdo a Pittaya Chaikham et al., 2015 el aumento en estos compuestos
bioactivos se debe principalmente a la degradacion de las células vegetales ya que
las membranas celulares y organelos se rompen y las enzimas se liberan a través
de las vacuolas que afectan los fenoles y flavonoides, en el caso de la miel se debe

a la desintegracién del grano del polen.
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11.4 Eliminacién de los radicales libres ABTS Y DPPH
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Figura 5. Efecto del ultrasonido a diferente tiempo (0, 10,20,30 min) en diferentes
mieles en su capacidad antioxidante

J-Al P-A P-B P-A1 A-B

Nota: a) ABTS, b) DPPH, representan una diferencia significativa (p<0.05) dentro de las columnas
(entre los tiempos) segun lo determinado por la comparacion de promedios de Tukey. Todas las
determinaciones se realizaron por triplicado. El c6digo se expresa con las primeras letras el municipio
de donde fue obtenida la miel J: San Jerénimo. P: San Pablo Ocopetatillo, A: San Antonio y las letras
A, B son el color de la miel A: ambar y B: blanca.

En la actividad antioxidante se encontraron diferencias significativas (p < 0,05) entre
las mieles analizadas y los tiempos de extraccién. En la prueba de inhibicion del
radical ABTS, los mayores contenidos se encontraron en los tiempos de 20 y 30 min
y en los siguientes extractos J-Al (22.623 = 0.3 mg Eq AG/100 mg), P-B (22.838
1.2 mg Eq AG/100 mg) y P-A (27.784 £ 0.3 mg Eq AG/100 mg).

En la prueba DPPH no se encontraron diferencias significativas (p < 0,05) entre los
tiempos, pero si entre las mieles, la miel A-B obtuvo (36.379 £ 3.868 mg Eq AG/100
mg), mostrando diferencias significativas con respecto al resto de muestras de miel.
Maja et al 2020 obtuvo resultados similares, en donde mieles tratadas con
ultrasonido tuvieron un aumento en los valores del DPPH de 0,346 GA/mg a
0,406346 GA/mg.

Quintero-Lira et al. (2017) demostraron que todos los tipos de miel sometidos a
ultrasonido durante cinco minutos mostraron cambios insignificantes en los acidos
fendlicos, flavonoides y actividad antioxidante, pero después de 15 min de

pretratamiento, estos parametros aumentaron en algunos tipos de miel.
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11.5 Inhibicion de enzimas a-amilasa y a-glucosidasa
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Figura 6. Efecto del ultrasonido a diferente tiempo (0, 10,20,30 min) en diferentes
mieles en su capacidad de inhibicion

Nota: a) a-amilasa, b) a-glucosidasa, representan una diferencia significativa (p <0.05) dentro de las
columnas (entre los tiempos) segln lo determinado por la comparacién de promedios de Tukey.
Todas las determinaciones se realizaron por triplicado. El c6digo se expresa con las primeras letras
el municipio de donde fue obtenida la miel J: San Jerénimo. P: San Pablo Ocopetatillo, A: San Antonio
y las letras A, B son el color de la miel A: ambar y B: blanca.

En la inhibicion de las enzimas se encontraron diferencias significativas (p < 0,05)
entre los tiempos de extraccion. En la prueba de inhibicion de a- amilasa la mayor
inhibicion se encontré en el tiempo de 20 min (Fig. 3a) teniendo un 53 % comparado
con el control. Los extractos con indice mayor de inhibicion fueron, J-A (19.487%),
P-B (26.867 %), P-A (37.146 %), SA-B (28.540%).

En la inhibicion de a- glucosidasa el mejor tiempo de inhibicion fue el de 20 minutos
teniendo un 42% comparado con el control (fig. 3 b), las mieles con mayor poder
inhibitorio fueron SP-B (19.706%), P-A (30.991%), A-B (21.542%). Meza et al 2015
obtuvo resultados parecidos en extractos de hojas de yacon en donde el porcentaje

de inhibicién de amilasa fue del 50%.

Los resultados obtenidos para glucosidasa son cercanos a los obtenidos por,
Céspedes et al., 2019 los cuales indicaban que en extractos de hojas de guayaba
se encontraron valores entre el 90 y 45% de inhibiciébn sobre la enzima a-

glucosidasa.

35

A-B

® 0 min
10min
= 20 min

= 30min



Gondi et al., 2015 observaron que el potencial inhibitorio varia segun los aspectos
estructurales de los acidos fendlicos, flavonoides y antocianinas, y el potencial de

inhibicion de los compuestos también varia segun la fuente de la enzima.
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12 Conclusiones

La miel con mejores resultados con la extraccion con ultrasonido fue la del municipio
San Pablo Ocopetatillo con un contenido de, fenoles de (29.917 + 1.56mg Eq
AG/100 g), flavonoides (1.929 + 0.01 mg Eq Q/100 g), capacidad antioxidante ABTS
(27.784 + 0.3 mg Eq AG/100 mg).

La mayor inhibicion fue con el extracto obtenido por ultrasonido en 20 min con una
inhibicién de a-amilasa con 37.146 + 0.09 % y de a-glucosidasa con 30.991 + 0.104.
Las mieles cuentan con compuestos bioactivos con propiedades antioxidantes y
antidiabéticas que dan una alternativa natural y saludable para tratar a las personas
con diabetes mellitus.
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