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Resumen

El presente estudio tuvo como objetivo caracterizar muestras de miel de Apis
mellifera y evaluar el efecto del enriquecimiento con extractos en polvo de
arandano, té verde y cacao sobre su contenido de compuestos bioactivos,
actividad antioxidante y capacidad antibacteriana frente a Staphylococcus
aureus, Escherichia coli y Salmonella spp. Para ello, se caracterizaron 19
muestras de miel mediante analisis fisicoquimicos y se seleccionaron tres con
base en su contenido fendlico y capacidad antioxidante, las cuales fueron
enriquecidas con los extractos mencionados en concentraciones de 0.5%, 1% y
1.5%. Posteriormente, se evalué la actividad antioxidante mediante los métodos
ABTS y DPPH, y la actividad antibacteriana mediante la técnica de difusion por
pozo. Los resultados mostraron que el enriquecimiento aumento
significativamente el contenido de fenoles y flavonoides, asi como la actividad
antioxidante de la miel. El extracto de té verde generd el mayor incremento en
estos parametros, seguido por el cacao y el arandano. Asimismo, se observo una
mejora en la capacidad antibacteriana de las mieles fortificadas, especialmente
frente a Staphylococcus aureus'y Salmonella spp., siendo el extracto de té verde
el mas efectivo. Estos hallazgos confirman que la adicion de extractos naturales
en polvo potencia las propiedades bioactivas de la miel, lo que refuerza su
potencial para ser utilizada como alimento funcional, no solo por sus beneficios
nutricionales, sino también por su capacidad mejorada para combatir el estrés
oxidativo y la proliferacion de bacterias patégenas, lo que podria ser
aprovechado en el desarrollo de productos con aplicaciones en la industria

alimentaria y de la salud.

Palabras clave: miel, Apis mellifera, extractos vegetales, compuestos bioactivos,
actividad antioxidante, actividad antibacteriana, alimentos funcionales,

enriquecimiento.
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Abstract

The present study aimed to characterize Apis mellifera honey samples and
evaluate the effect of enrichment with powdered extracts of blueberry, green tea,
and cocoa on their content of bioactive compounds, antioxidant activity, and
antibacterial capacity against Staphylococcus aureus, Escherichia coli, and
Salmonella spp. For this, 19 honey samples were characterized through
physicochemical analyses, and three were selected based on their phenolic
content and antioxidant capacity. These were enriched with the mentioned
extracts at concentrations of 0.5%, 1%, and 1.5%. Antioxidant activity was
subsequently evaluated using the ABTS and DPPH methods, and the
antibacterial activity was assessed using the well diffusion technique. The results
showed that enrichment significantly increased the phenolic and flavonoid
content, as well as the antioxidant activity of the honey. The green tea extract
produced the higher increase in these parameters, followed by cocoa and
blueberry. Likewise, an improvement in the antibacterial capacity of the fortified
honeys was observed, especially against Staphylococcus aureus and Salmonella
spp., with green tea extract being the most effective. These findings confirm that
the addition of natural powdered extracts enhances the bioactive properties of
honey, reinforcing its potential as a functional food not only for it’s nutritional
benefits but also for it's improved ability to combat oxidative stress and the
proliferation of pathogenic bacteria, which could be exploited in the development

of products for the food and health industries.

Keywords: honey, Apis mellifera, plant extracts, bioactive compounds, antioxidant

activity, antibacterial activity, functional foods, enrichment.
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1. Introducciodn

La miel es un producto natural elaborado por las abejas meliferas (Apis mellifera)
a partir del néctar vegetal. Este néctar es recolectado, modificado
enzimaticamente y deshidratado por las abejas dentro de los panales, donde lo
almacenan hasta alcanzar su madurez (Vandamme et al., 2013). Gracias a su
alto contenido de azucares, presenta una textura viscosa y una solucidn
sobresaturada. Durante siglos, la humanidad ha empleado la miel no solo como
alimento o endulzante, sino también con fines terapéuticos en diversas culturas.
Se le han atribuido propiedades beneficiosas en el tratamiento de multiples
condiciones, entre ellas infecciones respiratorias, lesiones dérmicas,
alteraciones digestivas, diabetes e incluso enfermedades crénicas como el
cancer o afecciones neuroldgicas y cardiovasculares (Samarghandian et al.,
2017). Estos efectos positivos se han relacionado con su compleja composicion
quimica, rica en compuestos con potencial bioactivo, como los polifenoles y
flavonoides (Cianciosi et al., 2018). A pesar de sus multiples beneficios, aun
existen areas poco exploradas, como su uso como base para incorporar
extractos con propiedades funcionales, lo que podria abrir nuevas oportunidades

en el desarrollo de alimentos con valor agregado.

Alimentos como el arandano, el té verde y el cacao se destacan por su alto
contenido de compuestos bioactivos con propiedades antioxidantes, que ayudan
a neutralizar los radicales libres y prevenir enfermedades cronicas (Arteaga &
Arteaga, 2016; Del Carmen Garcia-Rodriguez et al., 2022; Ortiz et al., 2021).
Ademas, derivado a su gran capacidad antioxidante, se ha demostrado que estos
alimentos también pueden ofrecer proteccién contra infecciones bacterianas y
fungicas, inhibiendo el crecimiento de diversas especies patdogenas (Reygaert,
2014; Baranowska & Bartoszek, 2016; Cornejal et al., 2023). Por lo tanto, la
incorporacion de estos extractos en la miel podria no solo aumentar sus
propiedades antioxidantes, sino también mejorar su capacidad antibacteriana,

ampliando su potencial uso en la industrias alimentaria y farmacéutica.

Por lo cual, la presente investigacion se enfoca en evaluar las propiedades

antioxidantes y antibacterianas de la miel de Apis mellifera enriquecida con
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extractos en polvo de arandano, té verde y cacao en tres diferentes

concentraciones.
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2. Antecedentes

Estudios previos han explorado las propiedades antioxidantes y antimicrobianas

de la miel en diferentes contextos.

Seif Eldin et al. (2024) analizaron la actividad antibacteriana y antifungica de
cuatro tipos de miel de origen muiltifloral, asi como su contenido fendlico,
capacidad antioxidante y sus efectos citotdxicos. Se examind la potencia
antimicrobiana contra Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Aspergillus niger y Candida albicans. La actividad
antioxidante, el contenido total de fenoles, flavonoides y la citotoxicidad se
determinaron mediante la técnica DPPH, espectrofotometria de Folin-Ciocalteu
y letalidad de camarones en salmuera, respectivamente, todas las mieles
evaluadas inhibieron significativamente el crecimiento de los patogenos
probados, mostraron niveles altos de actividad antioxidante, el contenido total de
fenoles varié de 5,75 a 67,95 mg (GAE)/100 g, mientras que el contenido general
de flavonoides varié de 0,15 a 0,5 mg (QE)/100 g. Ninguno de los tipos de miel

expreso efectos de citotoxicidad en las lineas celulares.

Grabek-Lejko et al. (2022) Investigaron el efecto de las frutas (concentraciones
de 1y 4%)y las hojas (concentraciones de 0,5y 1%) de zarzamora y frambuesa
en las actividades bioldgicas de la miel de canola. Se analizaron los extractos de
miel y material vegetal en cuanto a los contenidos totales de fenoles, flavonoides
y antocianinas, asi como los perfiles de polifenoles mediante las técnicas HPTLC
y HPLC. El potencial antiviral se analizé contra el bacteriéfago phi 6, un sustituto
del coronavirus, mientras que el antimicrobiano se probd contra Staphylococcus
aureus y Escherichia coli. Los extractos de zarzamora fueron mas abundantes
en antioxidantes que los extractos de frambuesa, con mejores propiedades
encontradas en las hojas que en las frutas. Afadir estos aditivos vegetales a la
miel aumento significativamente su capacidad antioxidante, incrementandola de
cuatro veces (concentracion de un 4% en frutas) a cinco veces (con un 1% de
hojas). La miel con frutas afiadidas mostré un mayor potencial antiviral en
comparacion con la miel de canola sin tratamiento, siendo mas efectiva con un

4% de frutos de frambuesa y un 1% de hojas de zarzamora. La miel enriquecida
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mostré un mayor potencial antibacteriano contra Staphylococcus aureus que la

miel de canola sin tratamiento.

En un estudio elaborado por Mitek et al. (2023) se evaluo el efecto de la adicion
de frutas y hierbas en la bioactividad de la miel de canola. Se prepararon mieles
cremosas con nueve tipos de aditivos de origen vegetal: frambuesa negra,
grosella negra, fruto de espino amarillo, polvo de fruto de espino amarillo, hojas
de espino amarillo, flor de sauco, polvo de manzana, escaramujo y agracejo (en
concentraciones de 2% y 4% del contenido) y se analizé el contenido de fenoles
totales, flavonoides, actividad antioxidante (mediante las técnicas FRAP, DPPH
y ABTS) y actividad antibacteriana contra cuatro cepas de bacterias: Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Kilebsiella
pneumoniae. Se observd un aumento significativo dependiente de la dosis en el
contenido de ingredientes bioactivos y la capacidad antioxidante en mieles
enriquecidas, en comparacion con la miel de control. El mayor efecto se obtuvo
en la adicién de hojas de espino amarillo en polvo y frambuesa negra. La miel
con la adicion de hojas de espino amarillo inhibié el crecimiento de P. aeruginosa,
S. aureus y K. pneumonia, mientras que las mieles con frutos de frambuesa
negra y grosella negra mostraron actividad solo en las dos ultimas cepas.
Ademas, la miel enriquecida con hojas de espino amarillo y frutos de frambuesa

negra inhibio la formacién de biopeliculas de S. aureus.
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3. Marco teorico

3.1 Miel

De acuerdo a la Oficial Mexicana NOM-004-SAG/GAN-2018 se define a la miel
como 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 afnejarse.

La apicultura se refiere a la crianza y cuidado de las abejas, a través de esta se
obtienen productos como miel, jalea real, propdleo, cera y polen (Secretaria de
Agricultura y Desarrollo Rural, 2015). Para el ano 2400 a.C., esta actividad ya
estaba bien desarrollada en Egipto, como lo demuestra un bajorrelieve en el
Templo del Sol de Ne-Woser-Re, cerca de El Cairo. En esta escena, una figura
aparece soplando humo en colmenas de arcilla para calmar a las abejas,
mientras que otras figuras vierten y filtran miel en recipientes de varios tamafios,

para luego sellarlos (Allsop & Miller, 1996).

En nuestro pais, la abeja de la miel, Apis mellifera (A. mellifera), ha adquirido
una gran relevancia ecoldgica y social, resultado de diferentes procesos
histéricos que se remontan a las culturas mesoamericanas y la época colonial.
A. mellifera fue introducida entre los afios 1760 y 1770 (Negrin Muioz & Sotelo
Santos, 2016); mientras que el manejo de meliponinos, o abejas sin aguijon
(Meliponini), ya era una actividad culturalmente significativa en los pueblos
mesoamericanos (Cortés et al., 2020). Esta relacion se traspasé a A. mellifera'y
aunque sustituyo en parte la funcion de las abejas sin aguijon, no las desplazé
completamente (Villanueva-Gutiérrez et al., 2015). El éxito de esta adaptacion
en México se debe a que A. mellifera es una especie generalista, capaz de
recolectar néctar, polen y resinas de una amplia variedad de plantas con flores,
y a su capacidad de producir grandes cantidades de miel, lo que la ha permitido

establecerse en la mayoria de los ecosistemas del pais. La apicultura, a pesar
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de la presencia de A. mellifera desde la colonia, no adquirid relevancia

econdémica hasta mediados del siglo XX (Baena-Diaz et al., 2022).

La miel es considerada un alimento complejo, ya que sus propiedades varian
segun su origen botanico, el tipo de abejas que la producen, la zona geogréfica
y las condiciones ambientales (Wang et al., 2023). En general, contiene diversos
azucares, siendo la fructosa y la glucosa los mas abundantes, junto con acidos
organicos, enzimas y particulas solidas provenientes de su recoleccion (Eteraf-
Oskouei & Najafi, 2013). Su color puede variar desde casi transparente hasta
ambar oscuro o negro, este depende del origen botanico, la edad y las
condiciones de almacenamiento, pero la transparencia o claridad depende de la
cantidad de particulas suspendidas presentes en la miel, como el polen. La
consistencia de la miel puede ser liquida, viscosa o cristalizada. La cristalizacion
de la miel resulta de la formacion de cristales de glucosa monohidrato, que varian
en numero, forma, dimension y calidad con la composicién de la miel y las
condiciones de almacenamiento. Cuanto menor sea el contenido de agua y
mayor el de glucosa de la miel, mas rapida sera la cristalizacién (Olaitan et al.,
2007). El sabor y el aroma también difieren y dependen de la planta de la cual
procede el néctar (Santacruz et al., 2016). Siendo los atributos mas destacados
los olores y sabores dulces, florales, afrutados, verdes y herbales (Mahmoud et
al., 2024).

3.2 Composicion de la miel

La miel es un producto natural extraordinariamente complejo que contiene
alrededor de 180 compuestos diferentes. Entre los componentes principales se
encuentran el agua, diversos azucares, aminoacidos libres, proteinas, enzimas,
minerales esenciales y vitaminas. Ademas, la miel alberga una variedad de
fitoquimicos como compuestos fendlicos, flavonoides y acidos organicos, que le
otorgan sus caracteristicas beneficiosas para la salud, tales como su capacidad
antioxidante y antimicrobiana (Cianciosi et al., 2018). Los carbohidratos

constituyen la mayor parte de la composicidén de la miel, representando entre el
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95% y 97% de su peso seco, lo que hace de la miel una fuente rapida de energia

debido a la alta presencia de azucares simples (Samarghandian et al., 2017).

3.2.1 Nutrientes

La miel es reconocida como una fuente importante de macro y micronutrientes.
Su composicion esta dominada por carbohidratos, principalmente mono y
disacaridos. Los monosacaridos, como la glucosa y la fructosa, estan presentes
en mayores cantidades y son los que aportan mayor valor energético a la miel.
Ademas, estos azucares influyen en las caracteristicas fisicas de la miel, como
su capacidad para absorber humedad (higroscopicidad), su tendencia a
cristalizar (granulacién) y su viscosidad. Otros carbohidratos, presentes en
menores cantidades, incluyen la maltosa, sacarosa, turanosa, isomaltosa y
celobiosa (Cianciosi et al., 2018). Durante el almacenamiento, estos azucares
pueden experimentar cambios quimicos. Si la miel se conserva durante un
periodo prolongado o de manera incorrecta, pueden formarse compuestos
indeseables como el 5-hidroximetilfurfural (5-HMF), el cual se utiliza como un

indicador para evaluar la calidad de la miel (Manyi-Loh et al., 2011).

Contiene pequenas cantidades de proteinas, principalmente en forma de
enzimas y aminoacidos libres, a excepcion de la asparagina y la glutamina. El
aminoacido predominante en la miel es la prolina, que representa entre el 50% y
85% del total de aminoacidos presentes en la miel, y proviene principalmente de
las secreciones salivales de las abejas (Apis mellifera). La prolina a su vez se
utiliza como un indicador clave para evaluar la calidad de la miel y también puede
usarse para su caracterizacion en base al origen botanico (Truzzi et al., 2014).
La miel también contiene otros aminoacidos, como la alanina, fenilalanina,

tirosina, acido glutamico, isoleucina y leucina (Bogdanov et al., 2008).

Contiene una cantidad variable de minerales, representando aproximadamente
el 0,2% de su peso seco. Esta cantidad depende de su origen botanico, las
condiciones ambientales y el procesamiento al que ha sido sometida. Entre los
minerales mas comunes en la miel se encuentran el potasio, calcio, cobre, hierro,

magnesio, manganeso, fosforo, sodio, zinc y selenio. Ademas, la miel también
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contiene pequenas cantidades de vitaminas, como el acido ascorbico (vitamina
C), tiamina (B1), riboflavina (B2), niacina (B3), acido pantoténico (BS) y piridoxina
(B6) (Alvarez-Suarez et al., 2013). Las vitaminas del complejo B provienen
principalmente del polen, y tanto estas como la vitamina C pueden verse

afectadas por el procesamiento y almacenamiento de la miel (Ciulu et al., 2011).

3.2.2 Enzimas y acidos organicos

Las enzimas presentes en la miel provienen de tres fuentes principales: el néctar
y las secreciones de las plantas, las abejas y las excreciones de insectos que se
alimentan de plantas. Las enzimas mas abundantes en la miel son la diastasa,
glucosa oxidasa e invertasa, mientras que en menor cantidad se pueden
encontrar catalasa, glucosilceramidasa, a-amilasa, a-glucosidasa, 3-glucosidasa
y proteasas. Las reacciones bioquimicas en la miel se dividen en dos tipos:
aquellas catalizadas por enzimas y las no enzimaticas. Las reacciones
enzimaticas en particular son conocidas por influir en la calidad de la miel y sus

actividades biolégicas (Alaerjani et al., 2022).

Todos los tipos de miel poseen cierta acidez, la cual varia segun su origen. Esta
caracteristica se debe a la presencia de acidos organicos, que no solo
contribuyen al sabor de la miel, sino también a su actividad antimicrobiana y a
su estabilidad. El acido gluconico es el mas predominante, aunque también se
pueden encontrar otros acidos en menor cantidad, como el citrico, acético,
férmico, butirico, lactico, malico, succinico, tartarico y oxalico, entre otros,

dependiendo de su composicién (Mato et al., 2006).

3.3 Produccion y consumo de miel en México

La apicultura en México tiene una importancia a nivel social, econémico y
ecoldgico. Es una de las principales actividades pecuarias que genera empleo,
ingresos y divisas para los productores rurales a través de la produccion de miel,

cera, polen, jalea real y propoleos. Ademas, la apicultura desempefia un papel
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crucial en el equilibrio ambiental de las zonas agricolas del pais, ya que las
abejas, al alimentarse de las flores, contribuyen a la polinizacién, favoreciendo

la fecundacion y la produccion de las plantas. (Chan-Chi et al., 2018)

El clima favorable en gran parte de México permite que las colonias de Apis
mellifera se mantengan activas durante todo el aino. Ademas, la gran diversidad
de vegetacion y ecosistemas en el pais genera una amplia variacién en la
cantidad y calidad de la miel producida (Guzman-Novoa et al., 2011). Debido a
esta diversidad geogréafica y a las caracteristicas socioecondémicas de los
productores, la apicultura en México se lleva a cabo bajo dos modalidades. La
primera es la apicultura fija o sedentaria, en la cual los apiarios permanecen en
un mismo lugar durante todo el afio. La segunda es la apicultura de trashumancia
o movil, donde los apiarios se trasladan a diferentes ubicaciones a lo largo del
afo, siguiendo las floraciones que resultan de interés para el apicultor. (Chontal
et al., 2019)

De acuerdo con la actualizacién 2024 del "Atlas Nacional de las Abejas y
Derivados Apicolas", en México aproximadamente 48 mil personas se dedican a
la apicultura, concentrandose principalmente en Yucatan, Campeche y Chiapas.
En la ultima década, la produccion anual de miel fue de alrededor de 59 mil
toneladas, y en 2021 México se posiciond como el octavo productor a nivel
mundial. La apicultura actual esta presente en mayor o menor grado en los 32
estados que comprende la Republica Mexicana, sin embargo, los estados de
Yucatan, Campeche, Jalisco y Chiapas contribuyen con mas del 40% de la
produccion nacional de miel. Entre 2014 y 2021, los apicultores mexicanos
exportaron cerca de 34.5 mil toneladas de miel al afo, colocando al pais entre
los principales exportadores de este producto, junto con China, Nueva Zelanda
y Argentina. Durante este periodo, el ingreso anual promedio por exportaciones
alcanzé los 110 millones de ddlares, con Estados Unidos, Alemania, Bélgica,
Arabia Saudita y Reino Unido como los principales destinos. En cuanto al
consumo interno, el consumo de miel per capita anual en México vario entre 163
y 280 gramos durante el periodo de 2011 a 2022, segun el Panorama

Agroalimentario (Instituto Nacional de Estadistica y Geografia. INEGI, 2024).
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3.4 Compuestos bioactivos de la miel

Los componentes de la miel ofrecen diversas acciones beneficiosas, entre las
que se incluyen propiedades antibacterianas, antivirales, antifungicas,
antioxidantes, antidiabéticas, antitumorales, antiinflamatorias y
anticancerigenas. Se considera que los compuestos fendlicos y flavonoides
presentes en la miel son los principales responsables de estas actividades
bioldgicas. A su vez la efectividad de la miel estd influenciada por la
biodisponibilidad de sus distintos fitoquimicos, asi como por la manera en que

estos se absorben y metabolizan en el organismo (Al-Kafaween et al., 2023).

3.4.1 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son sustancias que incluyen fenol (hidroxibenceno) en
su estructura, la cual puede estar conectada a estructuras aromaticas (anillos
ciclicos insaturados) o alifaticas (estructuras lineales o ramificadas que no
forman anillos). Son considerados el principal grupo de metabolitos secundarios
en las plantas, y su presencia en los animales proviene de su consumo a través
de la dieta (Creus, 2004).

Los fenoles presentes en los alimentos se dividen principalmente en fenoles
simples, cumarinas, quinonas, betacianina, lignanos, lignina, acidos fendlicos,
flavonoides y taninos, siendo estos tres ultimos los principales compuestos
fendlicos de la dieta (Becerril-Sanchez et al., 2021). Los &cidos fendlicos se
distinguen por tener al menos un grupo hidroxilo en su estructura y son derivados
del acido benzoico o del acido cinamico. Los compuestos basicos derivados del
acido benzoico incluyen los acidos p-hidroxibenzoico, protocatecuico, galico,
siringico, salicilico y gentisico, mientras que los derivados del acido cinamico
incluyen los acidos p-cumarico, cafeico, ferulico y sinaptico (Kaurinovic & Vastag,
2019).

La miel contiene compuestos fendlicos debido a que, durante su produccién, las
abejas combinan sus fluidos corporales con néctares de flores o secreciones de

plantas que incluyen agua, azucares, proteinas y compuestos fendlicos (Jibril et
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al., 2019). Los compuestos fendlicos mas comunes en la miel son principalmente
flavonoides, aunque también se encuentran cumarinas, taninos como el acido
elagico, y acidos fendlicos como el acido cafeico, acido clorogénico, acido

ferdlico, acido galico y acido p-cumarico, entre otros (Abubakar et al., 2012).

3.4.2 Flavonoides

Los flavonoides son metabolitos secundarios compuestos principalmente por un
anillo de benzopirona con grupos fendlicos o polifendlicos en diversas
posiciones. Se encuentran mayormente en frutas, hierbas, tallos, cereales,
nueces, verduras, flores y semillas, otorgando a estos alimentos sus colores

distintivos, como el amarillo, rojo o azul (Ullah et al., 2020).

La clasificacion mas comun de los flavonoides incluye flavonoles, flavonas,
isoflavonas, flavanoles y flavanonas (Silva et al., 2021). Los flavonoides
constituyen la mayor parte de los compuestos bioactivos que se encuentran en
la miel, dentro de los cuales destacan quercetina, kaempferol, pinocembrina,
naringenina, luteolina, apigenina, galangina, crisina, hesperidina (Abubakar et
al., 2012).

3.5 Actividades biologicas de la miel

En los ultimos anos, ha crecido el interés en la miel debido a sus propiedades
beneficiosas para la salud, que han sido ampliamente comprobadas.
(Mahmoodi-Khaledi et al., 2016). Dentro de las cuales se destaca su actividad

antioxidante y antibacteriana.

3.5.1 Actividad antioxidante

El estrés oxidativo se define como un desequilibrio entre oxidantes y

antioxidantes, en el que predominan los agentes oxidantes. Este proceso genera
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dafo oxidativo que puede afectar diversas funciones fisioldgicas. Los principales
agentes oxidantes en las células son los radicales libres y las especies reactivas
de oxigeno (ROS), los cuales estan involucrados en el envejecimiento y en la
aparicion de multiples enfermedades. Entre estas se incluyen las enfermedades
cardiovasculares (ECV), la insuficiencia renal aguda y crénica, enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimer y el Parkinson. También estan implicados
en la degeneracion macular, trastornos biliares y varios tipos de cancer. El estrés
oxidativo, al generar un exceso de radicales libres, provoca dafos en las células
y tejidos, lo que contribuye al progreso de estas enfermedades. Ademas, su
impacto en procesos inflamatorios y degenerativos esta relacionado con la
diabetes y trastornos respiratorios como la enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (EPOC) (Chandrasekaran et al., 2017).

La produccion de ROS y radicales libres es un proceso fisiolégico normal que
ocurre durante diversas funciones metabdlicas. Estos compuestos se generan
principalmente en las mitocondrias durante el metabolismo aerdbico de los
acidos grasos, asi como en procesos como la asimilacion de farmacos y la
respuesta del sistema inmune. Sin embargo, también pueden originarse por
factores ambientales y habitos de vida poco saludables, como la exposicion a
contaminantes, radiacion ultravioleta, radiacion ionizante y el estrés fisico
excesivo, también pueden generar radicales libres, incrementando el riesgo de
dafio oxidativo, lo que aumenta el riesgo de dafio oxidativo en las células (Yang
et al., 2013). Debido a esto, controlar la producciéon y acumulacién de ROS se
considera un factor crucial en la prevencion y manejo de enfermedades

relacionadas con el estrés oxidativo.

El término antioxidante se refiere a cualquier sustancia que, incluso en pequenas
cantidades, puede retrasar o prevenir la oxidacion de otro compuesto. Hay varias
moléculas que participan en la defensa antioxidante, las cuales pueden ser
endogenas (producidas por el cuerpo) o exdgenas (obtenidas a través de la
dieta) (Somogyi et al., 2007).

Las investigaciones han mostrado que la miel es capaz de reducir el impacto del
estrés oxidativo, ayudando en la prevencion de enfermedades. Esto se debe a

su habilidad para combatir sustancias como los radicales libres y especies
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reactivas de oxigeno (Pérez et al., 2006). Esta capacidad esta relacionada con
su contenido en compuestos fendlicos, pero también de otros componentes
como las enzimas, aminoacidos y carotenoides que actuan en conjunto para

neutralizar los radicales libres y proteger las células (Bouayed & Bohn, 2010).

3.5.2 Actividad antibacteriana

La miel es ampliamente reconocida por su actividad antibacteriana, desde
tiempos antiguos, se ha utilizado en el tratamiento y prevencién de infecciones
en heridas. Sin embargo, con el surgimiento de los antibiéticos, su uso clinico
disminuydo en la medicina occidental moderna (Kwakman & Zaat, 2011).
Actualmente, la resistencia a los antibidticos esta aumentando globalmente,
incluso para los antibidticos que son considerados de ultimo recurso. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sefiala que la resistencia a los
antimicrobianos se produce cuando un microorganismo, como una bacteria,
virus, hongo o parasito, modifica su respuesta a un medicamento, lo que hace
que dicho tratamiento pierda efectividad, esta se relaciona principalmente con un
uso excesivo e inadecuado de antibidticos y la transmisiéon de bacterias
resistentes entre personas, animales y el medio ambiente (World Health
Organization: WHO, 2014). Asi mismo la Organizacién Panamericana de la
Salud establecié en 2021 que Helicobacter pylori, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae vy
Salmonella spp. son algunos de los microorganismos que, en los ultimos afos,
han mostrado niveles crecientes de resistencia a diferentes generaciones de
antibidticos, lo que representa una amenaza significativa para la salud publica.
Esto ha llevado a un renovado interés en la miel, debido a su potente efecto

contra bacterias resistentes a los antibidticos.

La efectividad y potencia de la miel contra los microorganismos varia segun el
tipo de miel, lo cual depende de su origen botanico, el estado de salud de las
abejas, su procedencia y el método de procesamiento utilizado. La eficacia
antibacteriana de la miel puede atribuirse a su efecto osmoético, alto contenido de

azucar y bajo contenido de humedad, asi como a la presencia de acido
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gluconico, que produce el antiséptico peroxido de hidrogeno. Ademas, ciertos
compuestos presentes en la miel, como los fitoquimicos, contribuyen

significativamente a sus efectos antimicrobianos (Almasaudi, 2021).
Actividad de agua, alto contenido de azucar

En la miel, la actividad del agua es lo suficientemente baja como para impedir el
crecimiento de bacterias u otros microorganismos, asi mismo la miel pura y sin
diluir detiene el crecimiento de bacterias por su alto contenido de azucar. Este
azucar crea una presion que hace que el agua salga de las células bacterianas
a través de un proceso llamado 6smosis. Al perder agua, las células bacterianas
se deshidratan, se encogen y no pueden sobrevivir en este ambiente rico en

azucar y bajo en actividad de agua (Molan, 1992).
Acidez

La mayoria de los microorganismos crecen mejor en un pH neutro, que esta entre
6.5y 7.5. Sin embargo, la miel tiene un pH acido, que varia entre 3.2 y 4.5, lo
que la hace muy efectiva como antibacteriano. Esta acidez se debe
principalmente a la presencia de acidos organicos, siendo el mas importante el

acido gluconico (Molan, 1992).
Peréxido de hidrogeno

El peréxido de hidrogeno en la miel se genera cuando el oxigeno es reducido
durante la oxidacion de la glucosa a acido glucoénico, un proceso catalizado por
la enzima glucosa oxidasa. Esta enzima, es afiadida por las abejas durante la
recoleccion del néctar, y desempena un papel fundamental en la produccion de
peroxido de hidrogeno. Este es un agente antimicrobiano efectivo que elimina
microorganismos mediante un proceso de oxidacion. Puede actuar de dos
maneras: directamente, al dafiar las paredes celulares de las bacterias, o
indirectamente, al producir radicales hidroxilo, que son moléculas altamente
reactivas que atacan los componentes celulares de las bacterias, como el ADN,
las proteinas y los lipidos. Estos mecanismos inhiben el crecimiento y la
reproduccion de las bacterias, contribuyendo asi a la actividad antibacteriana de
la miel (Faundez et al., 2023).

Compuestos fendlicos
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Estos pueden dafiar la membrana celular de las bacterias, afectando su
estructura y provocando la pérdida de nutrientes esenciales, lo que finalmente
lleva a la muerte de las células bacterianas. Ademas, los polifenoles inhiben
enzimas cruciales para el crecimiento y la reproduccion de las bacterias,
interfiriendo en procesos vitales como la replicacion del ADN vy la sintesis de

proteinas (Almasaudi, 2021).

3.6 Salmonella spp

Salmonella es un género de bacterias gramnegativas en forma de bacilo que
incluye diversas especies patdogenas para humanos y animales. La mayoria de
sus serotipos crecen entre 5°C y 47°C. Su pH de crecimiento varia de 4 a 9,
siendo optimo entre 6.5y 7.5. Se desarrollan bien con una actividad de agua de
0.94 a 0.99. Su crecimiento se detiene a temperaturas inferiores a 7°C, pH <3.8
y aw <0.94. Estas bacterias son responsables de infecciones gastrointestinales,
conocidas como salmonelosis, que pueden variar desde diarreas leves hasta
enfermedades graves como fiebre tifoidea. Se transmiten principalmente a través
del consumo de alimentos o agua contaminada, y representan una de las
principales causas de enfermedades transmitidas por alimentos a nivel mundial

(Gonzalez Pedraza et al., 2014).

3.7 Staphylococcus aureus

Es una bacteria grampositiva en forma de coco, es parte de la flora natural de la
piel y las mucosas humanas. Sin embargo, en ciertas condiciones puede causar
infecciones que van desde leves, como infecciones cutaneas, hasta graves,
como neumonias, septicemias y endocarditis. Staphylococcus aureus crece en
temperaturas entre 37°C y 45°C, con un pH entre 4.5 y 9.6, y una actividad de
agua de 0.89. Su capacidad para producir varias toxinas lo convierte en un
patdgeno altamente versatil y peligroso. En Norteameérica y Latinoamérica, se ha

descrito como la principal causa de bacteriemia nosocomial (Garzoén et al., 2019).
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Puede transmitirse a través del consumo de alimentos contaminados o por
contaminacién cruzada durante su procesamiento. Los animales enfermos
también pueden ser fuente de infeccidn, como en el caso de la mastitis en
rumiantes, que puede contaminar la leche (Scali et al., 2015). Algunas cepas de
S. aureus han desarrollado resistencia a antibiéticos comunes como la penicilina,
dando lugar a cepas resistentes a la meticilina, conocidas como S. aureus
resistente a la meticilina (SARM) (Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria,
2022).

3.8 Escherichia coli

Es un bacilo gramnegativo, ademas de ser una parte clave de la flora intestinal
normal en humanos y otros mamiferos. La mayoria de las cepas de E. coli son
inofensivas, pero algunas, pueden causar enfermedades como diarrea o
disenteria, mientras que otros causan padecimientos como infecciones urinarias,
meningitis, sepsis y sindrome urémico hemolitico (Kaper et al., 2004). Esta
bacteria se transmite a los humanos principalmente por el consumo de alimentos
contaminados, como carne molida cruda o mal cocida, leche sin pasteurizar, y
hortalizas o brotes crudos contaminados. Puede crecer en un rango de
temperaturas entre 7 °C y 50 °C, siendo 37 °C su temperatura 6ptima. Ademas,
puede proliferar en alimentos acidos con un pH de hasta 4.4 y en condiciones de
actividad de agua minima de 0.95 (World Health Organization: WHO, 2018).

Salmonella spp, Staphylococcus aureus y Escherichia coli han mostrado altos
niveles de resistencia a multiples antibiéticos, o que agrava su impacto en la
salud publica. Este fendmeno ha aumentado la necesidad de alternativas
naturales, como la miel, para combatir las infecciones causadas por estas cepas

resistentes.

3.9 Arandano
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También conocido como arandano azul o mora azul cuyo nombre cientifico es
Vaccinium corymbosum, es una planta perteneciente al género Vaccinium, el
cual incluye otros arbustos silvestres que producen bayas redondas vy
comestibles. Debido a su sabor dulce se consume en fresco y se utiliza como
insumo para la preparacion de productos como jaleas, purés, jugos,
mermeladas, vinos, y diversos postres. En los ultimos afos, ha ganado
popularidad por el interés en los compuestos antioxidantes presentes en sus
frutos, que son beneficiosos para la salud humana. Esto ha llevado a que el
arandano se convierta en la cuarta frutilla de mayor importancia econémica a

nivel mundial (Vargas et al., 2018).

3.9.1 Compuestos bioactivos

Los arandanos son frutos ampliamente valorados por sus beneficios para la
salud, su alto contenido nutricional y su excelente aceptacion sensorial. Muchos
de estos beneficios se deben a la presencia de compuestos fendlicos, que
desempenan funciones biolégicas importantes gracias a su capacidad para
neutralizar radicales libres, lo que les otorga su efecto antioxidante. Ademas,
tienen propiedades antialérgicas y antiinflamatorias, contribuyen a la prevencion
del cancer y de enfermedades neurodegenerativas, ralentizan el envejecimiento
celular, favorecen la salud cardiovascular y reducen la incidencia de
enfermedades transmitidas por los alimentos, entre otros efectos positivos
(Bedoya-Catafio et al., 2022).

3.9.2 Actividad antioxidante

Los arandanos contienen principalmente flavonoles, como la quercetina y sus
derivados, ademas de antocianinas y proantocianidinas. También contienen
compuestos no flavonoides, como los acidos benzoico e hidroxicinamico, y sus
derivados, entre los que se encuentran los acidos: galico, cafeico, clorogénico,

p-cumarico, ferulico y vanilico. En particular, para la especie Vaccinium
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corymbosum, se han identificado como principales antocianinas la delfinidina y
la quercetina (Bedoya-Catafio et al., 2022). Se ha encontrado que los arandanos,
en comparacion con otras frutas y vegetales, poseen una alta capacidad
antioxidante, principalmente debido a sus elevadas concentraciones de
compuestos bioactivos. En particular, de antocianinas las cuales se destacan por
su estructura quimica, que presenta una deficiencia de electrones, lo que las
hace altamente reactivas frente a los radicales libres en el cuerpo. Estas
moléculas pueden donar hidrogenos o electrones a los radicales libres o bien
atraparlos y desplazarlos dentro de su estructura aromatica, neutralizando asi su

efecto danino (Zapata et al., 2014).

3.10 Té verde

El té (Camellia sinensis) pertenece a la familia Theaceae y se refiere
especificamente al producto obtenido del procesamiento de las yemas, hojas
jovenes, peciolos y tallos tiernos de esta especie. Ha sido utilizado durante siglos
como una bebida medicinal. Originario del sur de China, su cultivo se ha
expandido ampliamente en Asia y en paises de Africa central. Existen tres tipos
principales de té: negro, oolong y verde. El té verde es una bebida comun en los
paises asiaticos, aunque su popularidad ha crecido a nivel global debido a que
se le han atribuido numerosos beneficios para la salud (Hernandez-Figueroa et
al., 2004).

3.10.1 Compuestos bioactivos

En los ultimos afios, el té ha ganado mucha relevancia en la medicina preventiva,
especialmente por su papel en la prevencion de diversos tipos de cancer,
enfermedades cardiacas y hepaticas, esto se le atribuye principalmente a su alta
concentracion de antioxidantes. El té verde se somete a un procesamiento
minimo para evitar la oxidacién de las hojas, por lo que, a diferencia de otros

tipos de té, no pasa por un proceso de fermentacion, lo que hace que mantenga
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la mayoria de sus compuestos bioactivos. Las hojas frescas de té contienen
alrededor de un 3-4% de alcaloides, como las metilxantinas (cafeina, teobromina
y teofilina). Ademas, el té también contiene aminoacidos caracteristicos, como la

teanina, y compuestos fendlicos (Shrivastava et al., 2018).

3.10.2 Actividad antioxidante

El té verde es conocido como un potente antioxidante por su alto contenido en
compuestos fendlicos, entre estos compuestos, las catequinas son el grupo mas
abundante, destacando Ila epigalocatequina-3-galato (EGCG) como el
compuesto mas activo y que mas contribuye a su actividad antioxidante. Ademas
de la EGCG, el té verde contiene otras catequinas como la epicatequina (EC),
epicatequina galato (ECG) y epigalocatequina (EGC). Junto a las catequinas, el
té verde también cuenta con una variedad de flavonoides, que refuerzan su
capacidad antioxidante. Asimismo, posee acidos fendlicos, entre los que se
incluyen el acido galico, acido cafeico y acido clorogénico. En conjunto estos
compuestos ejercen su accidn antioxidante principalmente neutralizando los
radicales libres. Las catequinas actuan donando electrones o atomos de
hidrogeno a los radicales libres, estabilizandolos y evitando que dafen
componentes celulares como lipidos, proteinas y el ADN. Este proceso
interrumpe las reacciones en cadena que pueden llevar al estrés oxidativo y al

deterioro celular (Chacko et al., 2010).

3.11 Cacao

Theobroma cacao L. es el nombre cientifico que recibe el arbol del cacao, planta
de la familia Malvaceae. Por cacao se conocen las semillas del arbol del cacao
(granos), asi como el polvo que se obtiene de ellas. Ha sido un elemento central
en la cultura mexicana durante siglos. En la época prehispanica, se utilizaba
como moneda, remedio para diversas enfermedades, y como ingrediente

principal en la preparacion de bebidas ceremoniales (Secretaria De Agricultura
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Y Desarrollo Rural, 2018). Con registros histéricos que revelan mas de 150
aplicaciones medicinales del cacao, Hernan Cortés fue quien introdujo este
producto en Europa tras su llegada a Mesoamérica. Para mediados del siglo
XVII, el cacao ya era utilizado en Europa tanto como un medicamento que
promovia la salud y era considerado un tratamiento eficaz para una amplia
variedad de enfermedades y dolencias (De Araujo et al., 2013). En la actualidad,
el cacao y sus derivados son consumidos en todo el mundo por su agradable

sabor y sus posibles efectos beneficiosos sobre la salud (Tan et al., 2021).

3.11.1 Compuestos bioactivos

El cacao se considera un producto vegetal complejo ya que contiene mas de 300
componentes diferentes, incluso en los granos tostados. Entre sus principales
componentes se encuentran la manteca de cacao, que esta compuesta por
acidos grasos como el oleico, estearico y palmitico. También es rico en minerales
como magnesio, potasio, hierro y zinc, contiene metilxantinas, como la
teobromina y la cafeina, y otros compuestos como la tiramina y triptéfano que
ayuda a la produccién de serotonina. Un aspecto destacado es su alto contenido
de polifenoles, se considera que son los responsables de mayoria de los
beneficios para la salud que se le atribuyen al cacao, como la reduccion del
estrés oxidativo, la mejora de la salud cardiovascular, la proteccion frente a la
inflamacién y la prevencion de enfermedades neurodegenerativas (De Araujo et
al., 2013).

3.11.2 Actividad antioxidante

El cacao ha sido reconocido durante mucho tiempo como un alimento con alto
contenido de polifenoles. En 1909, se identificd su principal polifenol, al que se
le dio el nombre "Kakaool", aunque durante mas de 20 afos los investigadores
no estaban de acuerdo sobre el nombre exacto de este compuesto. Luego de

estudios mas detallados, se descubrido que este compuesto era en realidad la
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catequina (Jalil & Ismail, 2008). Con el tiempo, se determiné que los granos de
cacao contienen tres grupos principales de polifenoles: antocianidinas,
proantocianidinas y catequinas, siendo la epicatequina el polifenol mas
abundante (Andujar et al., 2012). Estos compuestos son los responsables de su
actividad antioxidante, ya que poseen propiedades de captura de radicales
libres, quelacion de metales redox-activos, promueve la actividad de enzimas
antioxidantes naturales en el cuerpo, como superdxido dismutasa, y también
puede eliminar de forma directa o indirecta las especies reactivas de oxigeno,

protegiendo asi al organismo contra el estrés oxidativo (Qu et al., 2020).
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4. Planteamiento del problema

En los ultimos afos, la demanda de alimentos funcionales ha crecido de manera
considerable, impulsada por consumidores mas consciente de la relacidon entre
la dieta y la salud. Estos no solo satisfacen necesidades nutricionales basicas,
sino que también aportan beneficios adicionales, como la prevenciéon de
enfermedades cronicas. Cuya prevalencia ha aumentado exponencialmente, y
son consideradas de las principales causas de mortalidad en el pais (Instituto
Nacional de Estadistica y Geografia. INEGI, 2024.)

Paralelamente, la creciente resistencia a los antibidticos es una de las mayores
amenazas para la salud publica a nivel mundial. El uso indiscriminado de
antibioticos ha dado lugar a la aparicion de cepas bacterianas resistentes, lo que
dificulta el tratamiento de infecciones comunes y aumenta el riesgo de
complicaciones graves. Este hecho ha llevado a buscar alternativas naturales
para la inhibicion de bacterias patdégenas, que puedan reducir la dependencia de

los antibidticos sintéticos.

Dentro de este contexto la miel de Apis mellifera es un alimento natural
ampliamente valorado por sus propiedades nutricionales y medicinales, siendo
utilizada tradicionalmente como endulzante y en el tratamiento de diversas
enfermedades. Estas propiedades se deben en gran medida a su composicién
rica en compuestos fendlicos y flavonoides, los cuales contribuyen a su
capacidad antioxidante y antimicrobiana. Sin embargo, a pesar de estos
beneficios, la miel también enfrenta desafios en cuestion de la maximizacion de
su potencial funcional, especificamente en su capacidad para actuar como un

vehiculo de compuestos bioactivos adicionales.

Alimentos como el arandano, el té verde y el cacao son reconocidos por su alta
concentracion de antioxidantes y sus efectos beneficiosos en la prevencién de
enfermedades crénicas y en la inhibicion del crecimiento de microorganismos
patdbgenos. Aunque estos alimentos son comunmente utilizados en diversos
productos, incluyendo alimentos considerados funcionales, su incorporacion en
la miel de Apis mellifera para potenciar sus propiedades antioxidantes y

antibacterianas no ha sido lo suficientemente investigada. Ademas, es primordial
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establecer como varian estas propiedades cuando los extractos de arandano, té
verde y cacao se incorporan a la miel en diferentes concentraciones, y cémo
estos cambios pueden influir en su efectividad tanto desde el punto de vista

antioxidante como antibacteriano.

La falta de estudios que combinen la miel de Apis mellifera con extractos
naturales y se evalue su capacidad antioxidante y antimicrobiana plantea la
necesidad de investigacién en esta area, lo que ayudaria a establecer nuevas
formas de desarrollar productos funcionales que respondan a las demandas de

los consumidores y puedan tener un impacto positivo en la salud publica.
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5. Justificacion

La prevalencia de enfermedades cronicas no transmisibles ha aumentado de
manera considerable en todo el mundo, se estima que matan a 41 millones de
personas cada ano, lo que equivale al 74% de todas las muertes en el mundo,
de estas las enfermedades cardiovasculares suponen la mayoria de las muertes
(17,9 millones de personas cada afio), seguidas del cancer (9,3 millones), las
enfermedades respiratorias cronicas (4,1 millones) y la diabetes (2,0 millones)
(World Health Organization: WHO, 2023). Se ha establecido que estas
enfermedades son de naturaleza multifactorial, donde los habitos alimenticios
juegan un papel determinante para su prevencion o el padecimiento (Grosso,
2019). Como consecuencia, la demanda de alimentos funcionales, que no solo
cumplan con las necesidades nutricionales, sino que también ofrezcan
beneficios adicionales para la salud ha ido en aumento (Meléndez-Sosa et al.,
2020).

La resistencia generalizada a los antibioticos es la causa de cientos de miles de
muertes cada afo. El principal problema es el creciente numero de bacterias que
han desarrollado resistencia a antibidéticos de uso comun, incluyendo aquellos
considerados como medicamentos de ultimo recurso (Urban-Chmiel et al., 2022).
La rapida propagacién de los genes de resistencia a nivel global ha intensificado
la preocupacion, convirtiéndose en un problema de salud publica mundial,

reconocido por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 2014.

La miel de Apis mellifera es ampliamente reconocida por sus propiedades
antioxidantes, antimicrobianas y medicinales, derivadas de su rica composicion.
Sin embargo, a pesar de estos atributos, su potencial para funcionar como
vehiculo para la adicion de compuestos bioactivos no ha sido plenamente

explorado.

El arandano, té verde y cacao son conocidos por su alto contenido de
antioxidantes, como polifenoles y flavonoides, que han demostrado ser efectivos
en la prevencion de enfermedades cronicas y en la proteccion contra infecciones

microbianas. La combinacion de estos alimentos con la miel podria potenciar sus
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propiedades bioactivas, creando un producto innovador con aplicaciones tanto

en la industria alimentaria como en la farmacéutica.

Ademas, la incorporacion de estos extractos en diferentes concentraciones
permite evaluar no solo el impacto sobre las propiedades antioxidantes y
antimicrobianas de la miel, sino también la viabilidad de su uso en diversos
productos comerciales. La capacidad de estos extractos para mejorar las
propiedades de la miel podria abrir nuevas oportunidades para el desarrollo de
productos funcionales que respondan a las necesidades actuales de los

consumidores.
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6. Hipotesis

La adicion de extractos en polvo de arandano, té verde y cacao a la miel de Apis
mellifera incrementara su capacidad antioxidante y antibacteriana frente a
Staphylococcus aureus, Salmonella spp. y Escherichia coli, en comparacion con
la miel sin tratamiento; mejorando asi su perfil nutricional, y proporcionando una

posible alternativa natural para combatir bacterias.
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7. Objetivos

Objetivo general:

Evaluar el efecto de la adicion de extractos en polvo de arandano, té verde y
cacao, mediante su incorporacion a la miel de Apis mellifera, con el fin de
determinar su influencia sobre las propiedades antioxidantes y antibacterianas

del producto.

Objetivos especificos:

» Caracterizar fisicoquimicamente las muestras de miel de Apis mellifera
provenientes de distintas regiones mediante el analisis de parametros como
°Brix, pH, actividad de agua, humedad, acidez, proteinas, azucares, actividad de

diastasa, HMF y color, con el fin de establecer su perfil composicional base.

 Cuantificar el contenido de compuestos bioactivos especificamente fenoles y
flavonoides totales, asi como evaluar la actividad antioxidante de las muestras
de miel, mediante los métodos ABTS y DPPH, con el fin de caracterizar su

potencial funcional.

» Determinar el efecto de la adicion de extractos en polvo de arandano, té verde
y cacao sobre el contenido de compuestos bioactivos, especificamente fenoles
y flavonoides totales, asi como la actividad antioxidante de la miel enriquecida,

mediante los métodos ABTS y DPPH, para valorar su mejora funcional.

« Evaluar la actividad antibacteriana de las mieles enriquecidas con extractos en
polvo de arandano, té verde y cacao frente a Staphylococcus aureus, Salmonella
spp. y Escherichia coli, mediante ensayos de difusion en agar por la técnica de

pozo, con el fin de determinar su eficacia frente a bacterias patdégenas de interés.
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8. Disefio del experimento

El presente estudio se llevo a cabo bajo un disefio experimental completamente
al azar, con el objetivo de evaluar el efecto de la adicion de extractos en polvo
de arandano, té verde y cacao, en tres concentraciones distintas (0.5 %, 1.0 % y
1.5 %) sobre las propiedades bioactivas y funcionales de la miel de Apis

mellifera.

Las muestras de miel sin tratamiento se emplearon como grupo control, mientras
que las muestras tratadas se distribuyeron aleatoriamente en funcion del tipo de
extracto y la concentracion anadida, generando asi un total de nueve
tratamientos experimentales. Cada tratamiento se realizd por triplicado para
asegurar la confiabilidad de los resultados y permitir un adecuado analisis

estadistico.

Este enfoque experimental permitié evaluar de manera objetiva el efecto de los
diferentes extractos y sus concentraciones sobre las propiedades bioactivas y

antibacterianas de la miel.
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9. Materiales y métodos

Se recolectaron diecinueve muestras de miel de Apis Mellifera, procedentes de
los municipios Alvarado, Martinez de la Torre y Pajapan, pertenecientes al estado
de Veracruz, asi como del municipio Huamantla en el estado de Tlaxcala y del
municipio Guadalupe Victoria localizado en el estado de Puebla, todas las
muestras son de origen multifloral y se recolectaron en el afio 2019, estas fueron
almacenas en tubos herméticos de 50 mL, posteriormente se llevaron al
laboratorio de Aprovechamiento Agroalimentario Integral en el Instituto de
Ciencias Agropecuarias, perteneciente a la Universidad Autonoma del Estado de
Hidalgo donde fueron almacenadas a temperatura de refrigeracion (entre 0 y

5°C) en condiciones de oscuridad.

El presente estudio se desarrollé en dos etapas principales, en la primera etapa
se realiz6 la caracterizacion de las muestras de miel, y en la segunda etapa se

llevd a cabo el enriquecimiento y analisis de las muestras.

9.1 Primera etapa: Caracterizacion de las muestras de miel

9.1.1 Determinacion de grados Brix

El contenido de solidos solubles (°Brix) de las muestras de miel fue determinado
utilizando un refractometro digital (modelo Smart-1, Atago, Tokio, Japodn),
previamente calibrado con agua destilada, siguiendo el método descrito por la
AOAC en el 2005 (Association of Official Analytical Chemists por sus siglas en
inglés). Se colocd aproximadamente 1 mL de muestra de miel directamente
sobre la superficie del prisma del refractdometro, asegurando una distribucién
uniforme, después de cada medicion, los valores obtenidos fueron registrados
cuidadosamente. Entre cada medicidn, el refractometro fue enjuagado y limpiado

con agua destilada para evitar contaminacion cruzada entre las muestras.
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9.1.2 Determinacion de pH

El pH de las muestras de miel fue determinado utilizando un potenciémetro digital
(modelo HI-2211, 2012, Hanna instruments, Rumania), previamente calibrado
con soluciones buffer estandar de pH 4.0 y 7.0, siguiendo el procedimiento
descrito por la AOAC (2005). Para cada muestra, se pesaron exactamente 2 g
de miel en un vaso de precipitado de 50 mL, y se diluyeron en 15 mL de agua.
La solucién se agité manualmente o con un agitador magnético hasta lograr una
mezcla homogénea. Finalmente, el electrodo del potenciémetro fue sumergido
en la solucion, y se registro el valor del pH una vez que la lectura se estabilizé.
Entre cada medicién, el electrodo fue lavado con agua destilada y secado
cuidadosamente con papel absorbente para evitar contaminacién entre

muestras.

9.1.3 Determinacion de Actividad de Agua

La actividad de agua (aw) de las muestras de miel fue determinada utilizando un
medidor de actividad de agua (modelo LabTouch-aw Novasina AG, Lachen,
Suiza) previamente calibrado para garantizar la precision de las mediciones,
siguiendo las recomendaciones del fabricante y métodos estandarizados
descritos por la AOAC (2005). Para el analisis, se colocaron aproximadamente 2
g de miel directamente en la camara de medicién del equipo, asegurando que la
muestra cubriera completamente la superficie de medicion sin burbujas de aire
ni particulas externas. El sistema fue cerrado herméticamente, y se espero hasta
que las lecturas se estabilizaran. La actividad de agua de cada muestra fue
registrada. Entre cada medicion, la camara del equipo fue limpiada
cuidadosamente con agua destilada y secada con un pafio para evitar

contaminacion entre muestras.

9.1.4 Determinacion de Acidez
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La acidez de las muestras de miel fue determinada siguiendo la metodologia
establecida por la Norma Oficial Mexicana (NOM-004-SAG/GAN-2018). Para
cada andlisis, se pesaron exactamente 2 g de miel en un vaso de precipitado de
50 mL y se diluyeron con 15 mL de agua destilada. La mezcla fue agitada
manualmente hasta obtener una solucion homogénea. La titulacion se llevo a
cabo en dos etapas: primero, se anadié hidroxido de sodio (NaOH) 0.05 N a la
solucion, gota a gota, con agitacion continua, utilizando un agitador magnético.
Durante el proceso, se monitoreé el pH con un potenciometro hasta alcanzar un
valor de pH 8.5, considerado el punto de neutralizacion. En la segunda etapa, se
titulé la solucién neutralizada con acido clorhidrico (HCI) 0.05 N, siguiendo el
mismo procedimiento, hasta alcanzar un valor de pH 8.3. Este punto corresponde
al final del proceso de titulacion. Los valores obtenidos se registraron

cuidadosamente.

9.1.5 Determinacion de Proteina

El contenido de proteina bruta en las muestras de miel fue determinado mediante
el método Kjeldahl, con base en el método 978.04 de la AOAC (2005), que
cuantifica el nitrégeno total presente en la muestra. Este método consta de tres

etapas principales: digestion, destilacién y titulacion.

Inicialmente, se pesaron aproximadamente 2 g de miel en un matraz Kjeldahl, al
que se afiadieron 10 mL de &acido sulfurico concentrado (H,SO,) y mezcla
digestora. La muestra fue calentada hasta obtener una solucion clara, lo que
indico la conversion del nitrégeno organico en sulfato de amonio ((NH,),SO,).
Posteriormente, en la etapa de destilacion, al afadir hidroxido de sodio (NaOH),
el sulfato de amonio se transformé en amoniaco (NH;), cuyos vapores fueron
capturados en una solucién de acido bodrico. Finalmente, el contenido de
nitrogeno fue determinado mediante titulacién con una solucion estandar de
acido clorhidrico (HCI).

42



El contenido de proteina bruta se calculd utilizando el factor de conversion
estandar de 6.25 (N x 6.25), bajo el supuesto de que el nitrégeno en las proteinas

constituye aproximadamente el 16% de su peso.

9.1.6 Determinacion de azucares reductores

El contenido de azucares reductores en las muestras de miel se determino
utilizando el método de Fehling conforme al procedimiento descrito por la AOAC
(2000), con algunas modificaciones, Este método se basa en la capacidad de los
azucares reductores para reducir el cobre presente en el reactivo bajo
condiciones de calentamiento. Para ello, se pes6 1 g de miel y se diluyé con agua
destilada hasta alcanzar un volumen de 100 mL en un matraz volumétrico,
asegurando una mezcla homogénea mediante agitacion. En un matraz
Erlenmeyer, se preparé una mezcla compuesta por 2.5 mL de solucién Fehling
A, 2.5 mL de solucién Fehling B y 25 mL de agua destilada. Esta fue colocada
en una parrilla con calentamiento y agitacion, donde se afiadieron alicuotas de
la solucién de miel de manera gradual hasta alcanzar el punto de reduccién. Se
utilizé azul de metileno al 1% como indicador visual para identificar el punto final,
notable por un cambio de color en la mezcla, los valores obtenidos se anotaron
cuidadosamente. Los resultados se expresaron como porcentaje de azucares
reductores (% p/p), calculado en base a la equivalencia con glucosa,
considerando el volumen gastado en la reduccion total del reactivo, indicando los
gramos de azucares reductores presentes por cada 100 gramos de muestra de

miel.

9.1.7 Determinacion de actividad de diastasa

La actividad de diastasa en las muestras de miel fue determinada siguiendo la
metodologia descrita en la Norma Oficial Mexicana (NOM-004-SAG/GAN-2018),
con algunas modificaciones. Se pesaron 5 g de miel y se disolvieron en una
mezcla que contenia 2.5 mL de solucion amortiguadora de acetato, 10 mL de

agua destilada y 1.5 mL de solucién de cloruro de sodio. La solucion resultante
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se aforé en un matraz volumétrico de 25 mL. Posteriormente, se tomaron 10 mL
de esta solucién y se calentaron en un bafo Maria a una temperatura constante
de 40 °C. Una vez alcanzada la temperatura, se afiadieron 5.0 mL de una
solucion de almiddn vy, tras un intervalo de reaccion, se incorporaron 5 mL de una
solucién de yodo 0.0007 N. Finalmente, se determind la absorbancia de la
mezcla a 660 nm utilizando un espectrofotometro, lo que permitié evaluar la

actividad enzimatica de la diastasa presente en la miel.

9.1.8 Determinacion de hidroximetilfurfural

La determinacién de hidroximetilfurfural (HMF) en las muestras de miel se realizo
siguiendo la metodologia establecida en la Norma Oficial Mexicana (NOM-004-
SAG/GAN-2018), con algunas modificaciones. Para el analisis, se prepararon
tres soluciones: Carrez | (15 g de ferrocianuro de potasio disueltos en 100 mL de
agua destilada), Carrez Il (30 g de acetato de zinc disueltos en 100 mL de agua
destilada) y una solucion de bisulfito de sodio (0.2 g en 100 mL de agua
destilada). Posteriormente, se pesaron 5 g de miel y se disolvieron en 25 mL de
agua destilada. A esta mezcla se afadieron 0.5 mL de cada solucion Carrez | y
Carrez Il, y se llevd el volumen final a 50 mL en un matraz volumétrico. La
solucion resultante fue filtrada, descartando los primeros 10 mL del filtrado, y se
midieron 5 mL en dos tubos de ensayo. Al primer tubo (referencia), se anadieron
5 mL de la solucion de bisulfito de sodio, mientras que al segundo tubo (muestra),
se agregaron 5 mL de agua destilada. Las absorbancias de ambas soluciones
se midieron a 284 nm y 336 nm utilizando un espectrofotdmetro. Estos valores
permitieron calcular el contenido de HMF presente en las muestras de miel.

utilizando la siguiente formula:
HMF (mg/kg) = (A2sa—Asss) * 14.97

Donde Azs4 es la absorbancia medida a 284 nm, correspondiente a la longitud de
onda donde el HMF presenta su maxima absorcion, y Asss es la absorbancia a
336 nm, utilizada para corregir posibles interferencias de otros compuestos

presentes en la muestra.
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9.1.9 Color

El color de las muestras de miel fue determinado utilizando un colorimetro
(modelo Chroma meter, CR-400, 2008, Konica Minolta, Tokio, Japdn) siguiendo
las instrucciones del fabricante y empleando el sistema de color CIE Lab,
establecido por la Comisién Internacional de lluminacién (CIE). Este sistema
evalua diferentes parametros: L* (luminosidad, de 0 = negro a 100 = blanco), a*
(matiz rojo-verde: valores positivos indican rojo y negativos verde), b* (matiz
amarillo-azul: positivos indican amarillo y negativos azul), asi como los
parametros croma (C*), que representa la saturacion del color, y tono (h°), que

indica el angulo de matiz en el espacio de color.

Para cada medicion, se coloco una cantidad uniforme de muestra de miel en la
cubeta del colorimetro, asegurando que la superficie estuviera completamente
cubierta y libre de burbujas o particulas que pudieran interferir con la medicion.
Las lecturas fueron realizadas en condiciones controladas de iluminacién, y los

valores obtenidos se registraron para cada muestra.

9.1.10 Determinacion de fenoles totales

Los fenoles totales se determinaron utilizando el método de Folin-Ciocalteu,
descrito por Singleton et al. (1999), con algunas modificaciones. Para ello se
preparo el extracto de miel mediante una mezcla de etanol y agua, se tom6 1 g
de miel y se disolvié en 9 mL de una solucién de etanol al 80%, agitando la
mezcla durante 30 minutos a temperatura ambiente para permitir que los
compuestos fendlicos se disolvieran. Después de la extraccion, la solucion se
centrifugd a 10,000 rpm durante 5 minutos para separar el sobrenadante, que

contiene los fenoles, de cualquier residuo solido presente en la miel.

Después de la extraccion se tomoé 0.5 mL del sobrenadante del extracto y se
introdujo en un tubo de ensayo. Se le afiadieron 2.5 mL del reactivo de Folin-
Ciocalteu, y tras 5 minutos, se agregaron 2 mL de carbonato de sodio al 7.5%.
La mezcla se dejo reposar en oscuridad durante 2 horas para permitir que la

reaccion completara su curso. Finalmente, se midié la absorbancia en un
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espectrofotometro a una longitud de onda de 760 nm, utilizando agua como
blanco. Los resultados se expresaron en miligramos equivalentes de acido galico

por 100 gramos de muestra (mg EAG/100 g).

9.1.11 Determinacion de flavonoides

Los flavonoides totales se determinaron mediante el método colorimétrico con
tricloruro de aluminio (AICIs), siguiendo el procedimiento descrito por Meda et al.
(2005), con algunas modificaciones. Para ello, se prepard un extracto de miel
mediante una solucion de metanol. Posteriormente en un tubo de ensayo, se
colocaron 2 mL del sobrenadante del extracto de metanol. A continuacion, se
afadieron 2 mL de tricloruro de aluminio al 2% disuelto en metanol. La mezcla
se dejo reposar en la oscuridad durante 10 minutos para que la reaccién tuviera
lugar. Finalmente, se midi6 la absorbancia de la solucibn en un
espectrofotometro a una longitud de onda de 415 nm, con metanol puro como
blanco. Los resultados se expresaron en miligramos equivalentes de quercetina

por 100 gramos de muestra (mg EQ/100 g).

9.1.12 Determinacion de capacidad antioxidante mediante método ABTS

La capacidad antioxidante mediante el radical ABTS se evalu6 con base en el
método descrito por Re et al. (1999), con algunas modificaciones. Se utilizo el
extracto de miel previamente preparado (etanol/agua). En un tubo de ensayo, se
colocaron 100 pL del sobrenadante del extracto, al cual se le anadieron
inmediatamente 3 mL de la solucion de radical ABTS previamente preparada. La
mezcla se dejo reposar durante 2 horas en completa oscuridad, permitiendo que
ocurriera la reaccion entre los compuestos antioxidantes presentes en el extracto
y el radical ABTS. Tras el tiempo de reposo, se midié la absorbancia de la
muestra a una longitud de onda de 734 nm utilizando un espectrofotometro, se
utilizé etanol al 20% como blanco. Los resultados se expresaron en miligramos

equivalentes de acido galico por 100 gramos de muestra (mg EAG/100 g).
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9.1.13 Determinacion de capacidad antioxidante mediante método DPPH

La capacidad antioxidante mediante el método DPPH, se determind segun
(Baliyan et al., 2022), con algunas modificaciones. Para ello se utiliz6 el extracto
de miel previamente preparado (metanol). En un tubo de ensayo, 2.5 mL de la
solucion de radical DPPH y 0.5 mL del sobrenadante del extracto. La mezcla se
dejé reposar en completa oscuridad durante 30 minutos, permitiendo que los
antioxidantes presentes en el extracto reaccionaran con el radical DPPH.
Transcurrido el tiempo, se midio la absorbancia de la muestra a una longitud de
onda de 515 nm utilizando un espectrofotometro, utilizando metanol como
blanco. Los resultados se expresaron en miligramos equivalentes de acido

ascorbico por 100 gramos de muestra (mg EAA/100 g).

9.2 Segunda etapa: Enriquecimiento y analisis de las muestras
seleccionadas

Con base en los resultados obtenidos en la caracterizacion de las diecinueve
muestras de miel analizadas, se seleccionaron tres muestras representativas
para llevar a cabo el proceso de enriquecimiento. La seleccién se realizo
considerando especificamente su contenido de fenoles totales, flavonoides
totales y su capacidad antioxidante, evaluada mediante los métodos ABTS y
DPPH. Estas muestras destacaron por presentar los valores mas consistentes y
representativos dentro del rango observado, asegurando su idoneidad para el

estudio de la incorporacién de extractos en polvo de arandano, té verde y cacao.

9.2.1 Preparacion de los extractos en polvo

Para la obtencién de los extractos en polvo, se emplearon granos de cacao,
hojas de té verde y arandanos frescos adquiridos en el mercado local de

Tulancingo de Bravo en el estado de Hidalgo.
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Los granos de cacao fueron tostados en un horno de secado a una temperatura
de 45°C durante 20 minutos, para garantizar la eliminacion de humedad y
mejorar sus propiedades organolépticas. Posteriormente, se pelaron y se
molieron utilizando un molino eléctrico hasta pulverizarlos, finalmente se

sometieron a un tamizado para asegurar una correcta molienda.

Los arandanos frescos fueron deshidratados mediante exposicion directa al sol
durante siete dias. Para prevenir la entrada de microorganismos y proteger los
compuestos sensibles, se cubrieron con una malla oscura. Tras el proceso de
deshidratacion, los arandanos fueron molidos manualmente en un mortero hasta

obtener un polvo fino, el cual para finalizar se sometié a un tamizado.

Las hojas de té verde se sometieron a una molienda manual con un mortero,
posteriormente se pasé por un tamiz, para asegurar que el resultado fuera un

polvo homogéneo la listo para su incorporacion.

Cada extracto fue almacenado en recipientes herméticos, hasta su uso en los

ensayos experimentales.

9.2.2 Preparacion de las muestras

Las tres muestras de miel de Apis mellifera fueron clasificadas y codificadas

segun el tipo de extracto que se les afadié

Muestra A: destinada al tratamiento con extracto de arandano.
Muestra C: para el tratamiento con extracto de cacao.
Muestra T: para el tratamiento con extracto de té verde.

A cada muestra de miel se le anadieron los extractos en polvo en tres diferentes
concentraciones (0.5%, 1% y 1.5%) con relacion a 10 gramos de miel. La adicién
se realizd de forma directa, y posteriormente las muestras fueron
homogenizadas manualmente con una espatula hasta lograr una mezcla
uniforme. De esta manera, se obtuvieron nueve muestras diferentes, las cuales
fueron codificadas para su analisis posterior (Tabla 1).
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Tabla 1. Clasificacion y codificacion de las muestras de miel con adicion de extractos en polvo.

Cdodigo Tipo de extracto  Concentracién del Descripcién
extracto (%)

A0.5 Arandano 0.5 Miel con arandano al 0.5%
Al Arandano 1.0 Miel con arandano al 1%
Al.5 Arandano 1.5 Miel con arandano al 1.5%

C0.5 Cacao 0.5 Miel con cacao al 0.5%
C1 Cacao 1.0 Miel con cacao al 1%
C1.5 Cacao 1.5 Miel con cacao al 1.5%
T0.5 Té verde 0.5 Miel con té verde al 0.5%
T1 Té verde 1.0 Miel con té verde al 1%
T1.5 Té verde 1.5 Miel con té verde al 1.5%

A =extracto de ardndano, C = extracto de cacao, T = extracto de té verde; los numeros indican el porcentaje

de extracto afiadido con respecto a 10 g de miel (0.5%, 1%, 1.5%).

Finalmente, estas fueron almacenadas en recipientes herméticos y oscuros a
temperatura de refrigeracion (4-6 °C) para evitar la degradacion de los

compuestos.

9.2.3 Analisis de la actividad antioxidante

Tanto los extractos en polvo de arandano, té verde y cacao, como las muestras
de miel enriquecidas fueron analizados para determinar su contenido de fenoles
totales, flavonoides totales y su capacidad antioxidante mediante los métodos
ABTS y DPPH. Estos analisis se realizaron siguiendo los mismos procedimientos
y materiales previamente descritos en la caracterizacién inicial de las mieles,
garantizando la consistencia en la metodologia y permitiendo comparabilidad de

los resultados.
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9.2.4 Analisis antibacteriano

Se utilizaron tres cepas bacterianas: Staphylococcus aureus, Escherichia coli y
Salmonella spp. Las cuales fueron activadas siguiendo el procedimiento descrito
a continuacion: En un tubo con 10 mL de caldo nutritivo previamente esterilizado,
se agregd una asada de cada cepa respectivamente, utilizando un asa
bacterioldgica estéril. Los tubos fueron incubados a 37 °C durante 24 horas.
Después de este tiempo, en otro tubo con 10 mL de caldo nutritivo estéril, se
afnadié una nueva asada del cultivo previo y se incub6é nuevamente a 37 °C
durante otras 24 horas. Finalmente, se estandarizé la turbidez de los
microorganismos activos a un valor de 0.5 en la escala de McFarland, siguiendo
las recomendaciones de Andrews (2001), con algunas adaptaciones.
Asegurando asi que las concentraciones bacterianas fueran homogéneas y

adecuadas para los ensayos posteriores.

La técnica de difusion en pozo fue empleada para evaluar la actividad
antibacteriana de las muestras, siguiendo la metodologia descrita por Hossain et
al. (2022), con algunas modificaciones. Se utilizaron diferentes medios de cultivo

para cada cepa bacteriana:

Agar Salmonella-Shigella para Salmonella spp.
Agar Mueller-Hinton para Staphylococcus aureus

Agar McConkey para Escherichia coli

Se prepararon los diferentes agares siguiendo las indicaciones del fabricante,
posteriormente se vertieron en cajas Petri estériles. Una vez solidificado el agar,
cada placa fue inoculada con las cepas bacterianas activas correspondientes,
utilizando un asa de siembra estéril, asegurandose de cubrir uniformemente toda

la superficie del agar.

En cada placa, se realizaron cinco pozos de 5 mm de didmetro utilizando un

perforador estéril, y se clasificaron segun el tratamiento aplicado:
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1. Tratamiento con miel enriquecida al 0.5%
2. Tratamiento con miel enriquecida al 1%
3. Tratamiento con miel enriquecida al 1.5%
4. Miel sin tratamiento (control)

5. Antibidtico (control positivo)

Para evaluar la actividad antibacteriana de la miel, se utilizaron antibiéticos de
referencia con actividad conocida contra las bacterias analizadas. Los
antibioticos seleccionados fueron sulfametoxazol y trimetoprima para Salmonella
spp. y Escherichia coli, mientras que ciprofloxacino fue utilizado para
Staphylococcus aureus. La eleccion se debe a su amplio espectro de accion
contra bacterias gramnegativas, El uso de estos antibiéticos como referencia en
el estudio permite contextualizar la actividad antibacteriana de la miel y comparar

asi su efecto inhibidor contra los tratamientos convencionales

Posteriormente, a cada pozo se le agregaron 50 pL de las muestras
correspondientes, el ensayo se llevo a cabo por duplicado para garantizar la

precision de los resultados.

Las placas inoculadas se incubaron a 37°C durante 24 horas. Tras la incubacion,
se midio el diametro de los halos de inhibicion formados alrededor de cada pozo
con ayuda de un vernier, determinando la capacidad inhibidora de cada

tratamiento sobre el crecimiento de las bacterias.
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10. Resultados y discusion

10.1 Caracterizacién fisicoquimica de las muestras de miel

El analisis de las 19 muestras de miel mostré una variabilidad en sus parametros
fisicoquimicos (Tabla 2 y Tabla 2 Continuacién), reflejando diferencias en su

composicidn y caracteristicas.

10.1.1 Contenido de sodlidos solubles (°Brix)

Los valores de grados Brix oscilaron en un rango de 73.13 + 0.26 a 82.77 £ 0.02,
lo que indica variaciones en la concentracion de solidos solubles. Estas
diferencias fueron estadisticamente significativas (p < 0.05) y pueden estar
influenciada por diversos factores, como el origen floral de la miel, las
condiciones ambientales durante la recoleccidon del néctar y el manejo
postcosecha. En este caso, las mieles analizadas provienen de municipios
ubicados en los estados de Veracruz (Alvarado, Martinez de la Torre y Pajapan),
Tlaxcala (Huamantla) y Puebla (Guadalupe Victoria), regiones que presentan
climas calido-humedo, semicalido y templado, asi como una diversidad floristica,
lo cual influye en la disponibilidad y composicion del néctar, afectando asi
parametros como los grados Brix. Una menor concentracion de sélidos solubles
sugiere que ciertas mieles poseen un menor contenido de azucares, lo que
podria resultar beneficioso para consumidores que buscan opciones con un
menor impacto glucémico sin comprometer las propiedades nutricionales y

funcionales de la miel (Gonzalez-Montemayor et al., 2019).

10.1.2 pH

El analisis de pH mostré valores que oscilaron entre 3.66 + 0.04 y 4.65 + 0.02, lo
que se encuentra dentro del rango caracteristico de este producto. El pH de la

miel generalmente se situa en un rango acido, entre 3.0 y 4.5, lo cual se debe a
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su contenido natural de acidos organicos (Moyano et al., 2023). Este es un factor
clave en su estabilidad e influye en sus propiedades sensoriales, afectando su
sabor y percepciéon en boca. El pH bajo de la miel refuerza su actividad
antimicrobiana al crear un ambiente poco favorable para el desarrollo de

patdgenos y microorganismos deteriorativos (Pascual-Maté et al., 2018).

10.1.3 Actividad de agua

Por otro lado, la actividad de agua (Aw) present6 valores entre 0.64 + 0.00y 0.77
1 0.00, lo que indica que las muestras analizadas tienen una disponibilidad de
agua lo suficientemente baja como para prevenir la proliferacion de la mayoria
de los microorganismos. Este es un parametro fundamental en la conservacién
de los alimentos, ya que determina la cantidad de agua libre disponible para
reacciones quimicas y crecimiento microbiano. Dado que los valores obtenidos
en las muestras son inferiores al umbral de 0.87, por debajo del cual la mayoria
de bacterias no pueden desarrollarse correctamente, se confirma que la miel
posee una barrera natural contra la contaminacion microbioldgica (Lang et al.,
2017). Ademas de este factor, conocer la actividad de agua de la miel es esencial
para predecir y controlar su estabilidad durante el almacenamiento. La miel es
un producto altamente higroscopico, lo que significa que puede absorber o
perder humedad dependiendo de las condiciones ambientales. Si la actividad de
agua de la miel es muy baja, puede cristalizar mas rapidamente, mientras que
una Aw mas alta la hace mas propensa a la fermentaciéon por levaduras
osmofilas. Por lo tanto, mantener un equilibrio adecuado en la actividad de agua
es crucial para garantizar la calidad y vida util del producto a lo largo del tiempo
(Zamora et al., 2005).

10.1.4 Humedad

El contenido de humedad en las muestras de miel analizadas presentd un rango

de 19.25 + 0.48 a 24.41 £ 0.11. La humedad es un parametro fundamental en la
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calidad de la miel, ya que influye directamente en su estabilidad, textura y vida
util. Un contenido de humedad elevado puede hacer que la miel sea mas
propensa a fermentacién por la proliferacion de levaduras osmdfilas, lo que
puede alterar sus propiedades organolépticas, afectando su sabor, aroma y
apariencia (Jorge et al., 2019). Segun la NORMA Oficial Mexicana NOM-004-
SAG/GAN-2018, Produccion de miel y especificaciones, se considera que una
miel en 6ptimas condiciones debe presentar un contenido de humedad inferior al
20%, ya que por encima de este valor aumenta el riesgo de deterioro si las
condiciones de almacenamiento no son adecuadas. Esto ocurre porque, a mayor
humedad, aumenta la actividad de agua, lo que facilita el desarrollo de
microorganismos capaces de sobrevivir en ambientes con alto contenido de
azucares. Este fendmeno puede agravarse si la miel se expone a altos niveles
de humedad ambiental debido a que es un producto higroscopico, y puede
absorber agua si se expone a un ambiente con una humedad relativa superior al
60% (Crane & Visscher, 2009). Ademas de su impacto en la estabilidad
microbioldgica, la humedad también influye en la cristalizacion de la miel. Mieles
con un contenido de humedad mas bajo tienden a cristalizar mas rapido,
mientras que aquellas con un mayor contenido de agua se mantienen en estado
liquido por mas tiempo (Hamdan, 2010). En este estudio se observé que algunas
muestras tienen un contenido de humedad inferior al 20%, lo que sugiere una
mayor estabilidad y menor riesgo de fermentacion. Sin embargo, otras muestras
superaron este umbral, lo que podria hacerlas mas susceptibles al crecimiento
de levaduras osmodfilas si no se almacenan en condiciones adecuadas,

haciéndolas no aptas para su comercializacion.

10.1.5 Acidez libre

El analisis de acidez libre en las muestras de miel revel6 una variabilidad
significativa, con valores que oscilaron entre 6.67 £ 0.58 y 22.67 £ 2.08, lo que
refleja diferencias en su composicion quimica y en la presencia de acidos
organicos. La acidez en la miel estd determinada principalmente por la

concentracion y tipo de acidos organicos, como el acido glucénico, citrico y
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malico, los cuales pueden variar dependiendo del origen botanico de la miel y las
condiciones de produccion (Balo$ et al., 2018). Se ha establecido que valores
elevados de acidez libre pueden ser indicativos de procesos fermentativos,
generando acidos adicionales como resultado del metabolismo microbiano,
generando cambios en su composicion y caracteristicas sensoriales (Pataca et
al., 2006).

10.1.6 Lactona

Por otro lado, el contenido de lactona en las muestras mostré un rango de 29.33
+ 1.53 a 55.67 + 3.06, lo que sugiere que algunas mieles tienen una mayor
reserva de compuestos que pueden liberar acidez con el tiempo. Las lactonas
actuan como una fuente de acidez potencial, ya que bajo ciertas condiciones
pueden hidrolizarse y transformarse en acidos libres, alterando el equilibrio de
acidez en la miel (Fernandez & Diaz, 1998). Esto puede ser relevante en
términos de estabilidad, ya que mieles con un mayor contenido de lactonas
pueden experimentar un incremento progresivo en su acidez libre, lo que podria
influir en su actividad antimicrobiana y en sus propiedades sensoriales con el
paso del tiempo (El-Wahed et al., 2023).

10.1.7 Acidez total

Finalmente, la acidez total, resultado de la suma de la acidez libre y la lactona,
presentd valores que variaron entre 32.67 + 2.08 y 78.33 £ 3.79 (Tabla 1
Continuacion). Este parametro es fundamental, ya que la acidez contribuye al
sabor de la miel, a su estabilidad frente a microorganismos, a la mejora de las
reacciones quimicas y a su actividad antibacteriana y antioxidante (Cavia et al.,
2006). Muestras con valores mas elevados de acidez total pueden poseer una
mayor estabilidad microbioldgica, lo que podria hacerlas mas resistentes al

deterioro y reforzar sus propiedades bioactivas.
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Tabla 2. Caracterizacion fisicoquimica de miel de Apis mellifera.

Muestra °Brix Ph Aw Humedad (%) Acidez libre Lactona
1 77.28+056°  4.02+0.03%  072+0.00%  2272+056'  16.67+1.53%  29.33+1.53%
) 78.41 + 0.19% 4.18+0.071 0.73 +0.00% 21.59 + 0.19% 10.67 + 1.53%c 31.67 + 2.52bd
3 80.75 + 0.48" 3.86 + 0.05¢e 0.64 +0.00? 19.25+0.48¢ 12.33 +£1.15¢% 31.33 £0.58b«
4 78.36 £ 0.17% 3.77 £0.04%¢  0.64 +0.00% 21.64+0.17% 16.00 + 2.00°f 36.00 + 1.00d
5 75.59+0.112 4,17 +0.04" 0.65 +0.01b¢ 24.41+0.10 10.33 £ 0.58%¢ 31.00 £ 1.73b«
6 79.15 + 0.08f 4.65 +0.02™ 0.70 + 0.04¢f 20.85 +0.08¢° 10.33 £ 0.58%c 37.33+2.52¢
7 80.66 +0.17" 4.24+001% 0.76+0.00"  19.34%+0.17°  14.00%1.00°  31.00 + 2,00
8 77.39+£0.02° 4.50 £0.04' 0.77 £0.00! 22.61+0.02/ 15.00 + 1.00%f 36.00 + 2.65¢
9 78.23 £ 0.03« 4.32 +0.02k 0.77 £0.00! 21.77 £0.03¢" 19.67 + 1.158N 36.00 + 1.00
10 79.98 £ 0.078 3.95 + 0.04¢f 0.77 £0.00! 20.02 +0.07¢ 16.33 £ 0.58¢feh 23.67 +2.52°
11 77.58 £ 0.04b¢ 3.73 £0.04%b 0.76 +0.00M 22.42 +0.04" 20.33 £ 1.53N 55.67 + 3.06°
12 73.13+0.26° 3.66 £0.042 0.76 £ 0.00" 22.87 £0.26' 22.67 £2.08 55.67 + 3.06°
13 82.44 +0.117 3.72 £0.03% 0.69 +0.00¢ 17.56 £ 0.11% 11.00 + 1.00b°< 30.67 + 2.08bd
14 82.77 £ 0.02 4.05 + 0.02f" 0.65 +0.00° 17.23 £0.02° 7.67 £ 0.58% 33.33+1.53«
15 81.89+0.16' 3.89 +0.06% 0.69 +0.00¢ 18.11+0.16° 7.00 + 1.00%® 34.67 + 3.06%
16 80.18 + 0.16¢ 3.82 +0.03bcd 0.74 £0.008 19.82 + 0.16% 13.00 + 2.00¢def 25.33+3.51%®
17 82.02+0.24 3.85 + 0.03¢de 0.72 +£0.00° 17.98 £ 0.24° 6.67 £0.58° 26.00 £ 2.00%
18 79.01 £ 0.15¢f 4,08 +0.048N 0.73 £0.00% 20.99 +0.15¢f 14.00 + 1.00¢f 35.00 + 1.00¢¢
19 78.95 + 0.07¢f 3.82 £ 0.06° 0.75 +0.01" 21.05 £ 0.07¢f 15.00 + 2.00%f 31.67 £ 2.52b«

Las muestras se analizaron por triplicado, los resultados se muestran como la media % desviacion estandar.

Los valores en las columnas con letras diferentes son estadisticamente diferentes p<0.05, de acuerdo a la
prueba de Tukey; medias seguidas de la misma letra en la columna no difieren estadisticamente.

Tabla 2 (continuacién). Caracterizacion fisicoquimica de miel de Apis mellifera.

Muestra  Acidez total Proteina Azlcares Actividad de HMF
reductores diastasa

1 46.00 + 1.00 bedef 0.35 + 0.00% 58.75 + 3.75@abcde 31.11+1.92¢ 8.6826 + 1.01¢f

2 42.33 + 4,040 0.26 +0.12% 54.58 + 2.602bcd 19.58 + 0.72°«  5.29 +0.092F
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43.67+1.53%  0.30+0.06% 68.33+6.41" 5667577  533+0.25%
4 52.00 + 1.73% 0.39 + 0.06% 76.67 £ 0.72" 20.09+1.57%  4.11+0.14°
> 41.33+1.15%¢  0.26 £ 0.00% 72.0842.60%  1476+0.41%  526+0.27
6 47.67+2.52¢ 017 +0.00° 74.58 + 3.82 29.09+1.57%  12.96+0.95¢
7 45.00+1.73%¢% 0,35 +0.00% 63334430  5333+577°  9.12+0.08'
8 51.00 + 2.00°% 0.57 £ 0.06b 75.42 £0.72" 56.67+5.77°  6.76+0.04
? 55.67 + 0.58¢ 0.35 £ 0.00% 62.50+ 451 2048+0.82¢  9.53+0.19'
10 40.00 + 2.00%¢ 0.31+0.06% 61.67+9.38%%  5667+577 522 +0.04%®
11 76.00 £ 4.58" 0.30 £ 0.05% 52.08+3.15%  9.68+031%  536+0.22%
12 78.33 +3.79" 0.39 £ 0.06% 48.33 £ 2.60° 652+0.14°  4.19+0.07°
13 41.67+2.89%¢  0.31+0.06% 66.25+0.00%E  27.42 +2.50%  6.76 +0.27<
14 41.00 + 1.00° 0.22 +0.31% 67.50+3.31¢% 533345770  7.47+0.37%
15 41.67+2.08%¢  0.39+0.06% 65.83+1.91%  968+0.31®  7.67+0.15%
16 38.33 + 2.89% 0.48 + 0.06% 60.83+2.60%%  5333+577'  6.76+0.04%
1 32.67 + 2.08° 0.30 £ 0.06%° 62.50£3.75¢¢'  27.4242.50% 539+ 0.37%
18 49.00+0.00%% 039 % 0.06% 62.50+ 1.25¢ 1958 +0.72%¢  12.18 + 0.75¢
19 46.67 + 451 0.34+0.01%® 50.42+520%  9.68+031®  5.61+0.46

Las muestras se analizaron por triplicado, los resultados se muestran como la media % desviacion estdndar.
Los valores en las columnas con letras diferentes son estadisticamente diferentes p<0.05, de acuerdo a la
prueba de Tukey; medias seguidas de la misma letra en la columna no difieren estadisticamente.

10.1.8 Contenido de proteina

El analisis del contenido de proteina en las muestras de miel revelo valores que
oscilaron entre 0.17 £ 0.00 y 0.57 + 0.06, mostrando una variacion minima entre
las muestras analizadas. Aunque estos niveles de proteina pueden parecer bajos
en comparacion con otros alimentos, en el contexto de los endulzantes, la miel
representa una de las pocas fuentes que aporta proteinas en su composicion, lo
que la diferencia de otros como la azucar refinada, el jarabe de maiz o los
edulcorantes artificiales, que no contienen este macronutriente. El contenido de
nitrdgeno en la miel proviene en gran medida de pequefias cantidades de
enzimas y aminoacidos libres, se ha identificado la presencia de entre 11 y 21

aminoacidos en la miel, siendo algunos de los mas abundantes la prolina, acido
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glutamico, alanina, fenilalanina, tirosina, leucina e isoleucina (Santacruz et al.,
2016). De igual manera las enzimas presentes en la miel son fundamentales
para su composicion y se originan principalmente a partir de la actividad de las
abejas durante el proceso de transformacion del néctar en miel. Estas enzimas
desempenan un papel clave en la conversion de los azucares y en la generacion
de algunos de los compuestos caracteristicos de la miel. Una de las mas
importantes es la a-glucosidasa, encargada de descomponer la sacarosa en
fructosa y glucosa, los dos principales azucares simples que conforman la miel.
Ademas, se encuentran otras enzimas relevantes como la glucosa oxidasa, la
cual contribuye a la produccion de peréxido de hidrégeno, otorgandole a la miel
parte de su actividad antimicrobiana (Cianciosi et al., 2018). También se han
identificado la catalasa, que regula la degradacién del peréxido de hidrogeno, y
la fosforilasa acida, una enzima involucrada en la descomposicion del almidon.
Por otro lado, en la miel también se han identificado proteinas no enzimaticas,
las cuales pueden tener origen tanto en las abejas como en las plantas de las
que proviene el néctar. Estas proteinas, aunque presentes en menor cantidad,
pueden desempefiar un papel en la estructura y estabilidad de la miel, ademas
de influir en algunas de sus propiedades funcionales (Garcia-Chaviano et al.,
2022). Por lo tanto, aunque no representa una fuente significativa de proteinas
en la dieta, la presencia de estos compuestos sugiere que la miel no solo actua
como un endulzante natural, sino que también puede contribuir con pequenas
cantidades de proteinas funcionales, lo que la hace una alternativa mas completa

en términos nutricionales.

10.1.9 Azucares reductores

Respecto a los azucares reductores, el contenido varié entre 48.33 £ 2.60y 76.67
+ 0.72, lo que evidencia diferencias significativas en la composicién de
carbohidratos entre las muestras analizadas. Los azulcares reductores,
principalmente glucosa y fructosa, son los responsables del dulzor caracteristico
de la miel, asi como de su capacidad de cristalizacién con el tiempo (Pataca et

al., 2006). Se observé que las mieles con mayor contenido de azucares
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reductores pueden tener una mayor tendencia a cristalizar, ya que la
cristalizacion es un proceso influenciado directamente por la concentracion de
glucosa. La glucosa es menos soluble en agua en comparacién con la fructosa,
por lo que cuando su proporciéon es elevada, tiende a formar cristales con el
tiempo, afectando la textura y apariencia de la miel (Ma et al., 2016). Por otro
lado, las muestras con valores mas bajos de azucares reductores pueden
mantener una textura mas fluida durante periodos prolongados, debido a una
mayor proporcion de fructosa, la cual es mas soluble y retrasa la cristalizacion
(Escuredo et al., 2013). Ademas, la relacién entre glucosa y fructosa influye no
solo en la cristalizacién, sino también en la percepcion del dulzor, ya que la
fructosa posee un poder edulcorante superior al de la glucosa (Hanover & White,
1993), lo que significa que mieles con mayor contenido de fructosa pueden
percibirse como mas dulces, aunque tengan un menor contenido total de
azucares reductores. Dado que la cristalizacion es un proceso natural que no
afecta la calidad de la miel, pero si su aceptacioén por parte de los consumidores,
es importante considerar que factores como el almacenamiento y la temperatura
pueden influir en la velocidad con la que ocurre este fendmeno. En condiciones
frias, la cristalizacion se acelera, mientras que el almacenamiento a
temperaturas mas altas puede retrasarla, aunque un calor excesivo puede

degradar algunos de sus compuestos bioactivos (Ji et al., 2022).

10.1.10 Actividad de diastasa

El analisis de la actividad de la enzima diastasa, en las muestras de miel mostro
una variabilidad considerable, con valores que oscilaron entre 6.52 + 0.14 y 56.67
+ 5.77, lo que indica diferencias significativas en su estabilidad enzimatica. La
diastasa es una enzima cuya funcidén principal es la descomposicién de los
almidones en azucares simples, facilitando su aprovechamiento por las abejas y
contribuyendo a la transformaciéon del néctar en miel (Huang et al., 2019). Este
parametro es ampliamente utilizado como indicador de frescura y calidad de la
miel, ya que la actividad enzimatica disminuye con el almacenamiento

prolongado o cuando la miel es sometida a temperaturas elevadas durante su
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procesamiento (Sak-Bosnar & Sakac, 2012). En este sentido, las muestras con
valores mas altos de diastasa pueden considerarse mas frescas y menos
procesadas, lo que sugiere una menor exposicion a condiciones que podrian
haber afectado su integridad enzimatica. Por el contrario, las muestras que
presentaron valores bajos de diastasa podrian haber sufrido degradacién
enzimatica como consecuencia de factores como el envejecimiento natural de la
miel o el sobrecalentamiento durante su procesamiento. La pasteurizacién o
almacenamiento a temperaturas elevadas puede inactivar progresivamente la
diastasa, lo que reduce su actividad y, en consecuencia, puede comprometer la
calidad del producto (Amariei et al., 2020). Ademas, la medicién de la actividad
de diastasa es un criterio regulado en diversas normativas internacionales, ya
que permite detectar tratamientos térmicos excesivos o adulteraciones que

podrian alterar las caracteristicas del producto final.

10.1.11 Hidroximetilfurfural

El contenido de hidroximetilfurfural (HMF) en las muestras de miel mostré valores
que oscilaron entre 4.11 £ 0.14 y 12.96 + 0.95, lo que indica una variabilidad en
su estabilidad térmica y frescura. EI HMF es un compuesto que se genera a partir
de la degradacion térmica de los azucares, principalmente fructosa, a través de
reacciones de deshidratacion y caramelizacion que ocurren cuando la miel es
expuesta a altas temperaturas o se almacena por periodos prolongados. Debido
a su formacion progresiva con el paso del tiempo y bajo condiciones de
temperatura elevada, el HMF es considerado un indicador clave de la frescura
de la miel (Zappala et al., 2004). Muestras con valores bajos de HMF sugieren
que han sido recientemente cosechadas y no han sido sometidas a tratamientos
térmicos intensivos, mientras que niveles mas elevados podrian indicar procesos
de envejecimiento o exposicidon a calor durante el procesamiento, lo que puede
comprometer la calidad del producto. De acuerdo con la norma oficial mexicana
para miel (NOM-004-SAG/GAN-2018), el contenido de HMF en la miel no debe
superar los 40 mg/kg y 80.00 mg/kg para miel de origen declarado procedente

de regiones de clima tropical, se consideran estos limites ya que niveles

60



excesivos pueden ser indicativos de practicas de adulteraciéon o deterioro del
producto. En este estudio, todas las muestras analizadas presentaron valores
muy por debajo de este limite, lo que confirma que no han sido sometidas a
sobrecalentamiento ni han sufrido degradacion significativa durante el

almacenamiento

10.1.12 Color

En la Tabla 3 se presentan los resultados obtenidos en el analisis de color de las
muestras de miel, donde se observaron diferencias significativas entre ellas,
reflejando la variabilidad en su composicién y origen botanico. Uno de los
parametros mas relevantes es la luminosidad (L), cuyos valores oscilaron entre
17.68 + 0.38 y 37.36 £ 0.61, lo que confirma la presencia tanto de mieles claras
como oscuras dentro del grupo analizado. Las muestras con valores mas altos
de L se caracterizan por una tonalidad mas clara, lo cual podria estar relacionado
con fuentes florales especificas, menor contenido de compuestos fendélicos o una
menor presencia de pigmentos naturales. Por el contrario, las mieles con valores
mas bajos de L tienden a presentar una coloracion mas oscura, lo que sugiere
una mayor concentracion de compuestos bioactivos, como flavonoides vy
polifenoles, que pueden influir tanto en su coloracion como en su actividad

antioxidante y antimicrobiana (Ciappini et al., 2013).

Los parametros a y b, que indican la tendencia del color dentro del espacio de
color CIELAB, también mostraron diferencias significativas. En el caso del
parametro a, el cual representa la inclinacion del color hacia el rojo (valores
positivos) o el verde (valores negativos), los valores oscilaron entre 2.71 + 0.16
y 6.70 £ 0.10. La mayoria de las muestras presentaron valores positivos, lo que
indica que predominan tonalidades dentro del espectro de color amarillo a rojo,
una caracteristica comun en las mieles de Apis mellifera (Sohaimy et al., 2015).
Valores mas elevados de a pueden estar relacionados con una mayor presencia
de pigmentos naturales, como flavonoides y carotenoides, los cuales no solo
influyen en la tonalidad de la miel, sino que también pueden desempefiar un

papel en su actividad antioxidante (Brudzynski, 2023). Por otro lado, el parametro
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b, el cual representa la intensidad del color en la escala azul-amarillo, mostré
valores que oscilaron entre 1.65 + 0.07 y 22.97 + 0.48, lo que indica una notable
variabilidad en la coloracion de las muestras analizadas. Valores mas altos en
este parametro reflejan una mayor tendencia hacia tonalidades amarillas o
doradas, que suelen estar relacionadas con mieles mas claras y brillantes. En
contraste, valores mas bajos pueden estar asociados con tonalidades mas
palidas o con ligeros matices verdosos, lo que puede estar influenciado por la
composicion floral y la presencia de ciertos compuestos fendlicos. En particular,
los flavonoides y carotenoides, las condiciones de envejecimiento vy
almacenamiento, asi como los sacaridos y el polen desempefian un papel clave

en la tonalidad amarillenta de la miel (Al-Farsi et al., 2018).

El analisis del croma (c), que representa la intensidad y saturacion del color en
las muestras de miel, mostré valores que oscilaron entre 4.19 + 1.09 y 23.32 +
0.69, lo que evidencia una variabilidad significativa. Este parametro es clave para
determinar qué tan brillante o apagado es el tono de la miel, ya que valores mas
elevados reflejan una coloracién mas intensa y saturada, mientras que valores
mas bajos indican tonos mas tenues u opacos (Tuberoso et al., 2013). Este
parametro puede estar influenciado por su contenido de compuestos fendlicos y
polen que influyen en la coloracién e intensidad de las tonalidades presentes en
la miel. En este sentido, las muestras con mayor valor de croma podrian estar

asociadas a una concentracion mas alta de estos compuestos bioactivos.

El tono o hue (h), que representa la tonalidad predominante en las muestras de
miel, mostrd valores entre 20.58 + 1.01y 79.75 + 0.69, reflejando una diversidad
significativa en el color de las muestras analizadas. En este parametro, valores
mas bajos indican una predominancia de tonalidades rojizas o anaranjadas,
mientras que valores mas altos sugieren una mayor inclinacién hacia colores
amarillos. La variabilidad en el valor de hue puede atribuirse a multiples factores,
entre los que destaca la composicion quimica de la miel, particularmente su
contenido de carotenoides y otros pigmentos naturales como xantofilas y
antocianinas (Algarni et al., 2012). Asimismo, la tonalidad observada en cada
muestra esta influenciada por las caracteristicas del néctar de las flores de
origen, ya que cada especie vegetal aporta un perfil de pigmentos diferente, que

impacta directamente en el color final de la miel.
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En conjunto, la variabilidad observada en los parametros de color confirma que
esta caracteristica en la miel es un atributo complejo y multifactorial, influenciado
por una amplia gama de elementos. Entre los principales se encuentran su
composicidon quimica, el origen botanico del néctar recolectado por las abejas y
la presencia de diversos compuestos bioactivos. Dentro de estos compuestos,
destacan los fenoles y flavonoides, ampliamente reconocidos por su capacidad
antioxidante y su influencia en la coloracion de la miel. Sin embargo, el color
también se ve influido por la presencia de pigmentos naturales, como los
carotenoides o el contenido de polen, ya que los granos de polen transportados
desde distintas flores pueden contribuir a la variaciéon del color. Estos resultados
también sugieren que el color de la miel podria relacionarse con su contenido de
compuestos fendlicos, destacando que las mieles oscuras tienen una mayor
presencia de estos, lo que abre la posibilidad de utilizar este parametro como un

indicador visual preliminar de su capacidad antioxidante.

Tabla 3. Pardmetros de color de miel de Apis mellifera

Muestra Color
L a b c H
1 27.55+0.228  6.46 +0.26" 5.18 + 0.09¢ 8.32 £ 0.94¢ 38.18 £ 0.94°¢
2 30.66+0.57" 5.18 +1.69%%  11.77 +0.31%" 13.52 +0.59" 62.35 +£0.598
3 31.44+0.23" 543 +0.27°f% 9.96 + 0.08° 11.36 £ 0.44f 62.00 + 0.448
4 32.56+0.54 5.02+0.10%f 11,93 +0.458" 12.76 +1.19¢" 68.16 +1.19"
5 25.31+£0.19%f 4,14 +0.11% 2.49+021* 12.76+1.75%° 35.13 +1.75°
6 27.86+0.448 3.53+0.23%° 4.59 +0.25% 5.62 £ 2.04¢ 53.04 +2.04f
7 25.05 +0.47°%" 4,49 + 0.27bcdef 5.02 +0.14¢ 6.71 +1.23¢ 48.96 +1.23¢
8 24.33+0.17° 4.37 £0.10° 1.65+0.07*  4.68+1.01% 20.58 £ 1.01°
9 25.79 +0.53f 2.71+0.16° 2.63 £0.30% 4.19 +£1.09° 44.39 +1.09¢
10 25.81+0.22f 3.75 £ 0.09° 3.59 +0.25P¢ 5.30 +0.81° 42.82 +0.81¢
11 28.93 +0.42" 6.70 £ 0.10' 15.93 +0.29* 17.29+1.14) 67.84 +1.14"
12 17.68 £0.38° 5.50+0.188" 5.08 + 0.28¢ 7.26 +0.73¢ 42.86 +0.73¢
13 25.38 £0.33%"  5.48 +0.08fe" 13.59+0.69°  14.63 +1.02' 68.00 + 1.02"
14 37.36 £+0.61¢  4.04 £0.14° 2297 +0.48™  23.32 +0.69' 79.75 £ 0.69
15 24.67 £0.26%¢ 4.21+0.30°¢ 10.85+0.32¢ 11.76+0.87" 68.59 + 0.87"
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16 23.43+0.33* 4.40+0.21°%¢ 11.70+0.71% 13.20 £ 0.41" 71.59 +0.41!

17 32.95+0.32]  4.46 +(0.22bcde 14.73 £0.19 15.39 £ 0.641 73.16 £ 0.64!
18 30.62+0.29' 4.32+0.22°« 17.26 £0.72'  18.62 +0.53k 77.55 +0.53!
19 24.47 £0.28% 4.41 +0.32°« 12.77 £1.00"  12.08 +3.01% 68.15 +3.01"

Las muestras se analizaron por triplicado, los resultados se muestran como la media % desviacion estdndar.
Los valores en las columnas con letras diferentes son estadisticamente diferentes p<0.05, de acuerdo a la
prueba de Tukey; medias seguidas de la misma letra en la columna no difieren estadisticamente.

10.2 Contenido de compuestos bioactivos y actividad antioxidante

10.2.1 Miel sin tratamiento

El contenido de compuestos fendlicos en las muestras de miel varié entre 0.52 +
0.01 y 1.43 + 0.22. (Figura 1), mientras que el contenido de flavonoides oscild
entre 0.01 £ 0.00 y 0.18 £ 0.01. (Figura 2), lo que indica diferencias significativas
en la composicion bioactiva de las muestras. Esta variabilidad puede atribuirse,
en gran medida, al origen floral de la miel, ya que se trata de un producto
multifloral, con distinto origen geografico. Las muestras analizadas fueron
recolectadas en municipios de los estados de Veracruz (Alvarado, Martinez de
la Torre y Pajapan), Tlaxcala (Huamantla) y Puebla (Guadalupe Victoria), lo que
implica distintas condiciones ambientales y florales. Por lo que las distintas
combinaciones de néctar recolectadas por las abejas pueden influir en la
cantidad y el tipo de compuestos bioactivos presentes (Nayaka et al., 2020). Ya
que algunas especies vegetales contienen mayores concentraciones de fenoles

y flavonoides en comparacion con otras.
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Medias y 95.0% de Tukey HSD
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Figura 1. Contenido total de fenoles en muestras de miel de Apis mellifera.

Las muestras se analizaron por triplicado, los resultados se muestran como la media * desviacion estdndar.

Los valores con letras diferentes son estadisticamente diferentes p<0.05
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Figura 2. Contenido total de flavonoides en muestras de miel de Apis mellifera.

Las muestras se analizaron por triplicado, los resultados se muestran como la media * desviacion estandar.

Los valores con letras diferentes son estadisticamente diferentes p<0.05

En cuanto a la actividad antioxidante, los valores obtenidos por el método ABTS

variaron entre 0.17 £ 0.01 y 0.62 + 0.01 (Figura 3), mientras que los resultados
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obtenidos por el método DPPH oscilaron entre 0.02 + 0.00 y 0.42 + 0.01 (Figura
4). En términos generales, se observé una clara tendencia, las muestras con un
mayor contenido de compuestos fendlicos y flavonoides presentaron una mayor
capacidad antioxidante, lo que reafirma el papel clave de estos compuestos en
la neutralizacion de radicales libres. Esta relacion concuerda con lo que ha sido
documentado en diversos estudios, donde se destaca que los polifenoles
presentes en la miel pueden actuar como poderosos agentes antioxidantes,
ayudando a mitigar el dafno celular causado por el estrés oxidativo. Ademas de
su impacto en la actividad antioxidante, la presencia de flavonoides, acidos
fendlicos y otros polifenoles en la miel podria proporcionar beneficios adicionales
para la salud. Ya que estos compuestos exhiben propiedades antiinflamatorias,
antimicrobianas y protectoras frente a diversas enfermedades asociadas con el
estrés oxidativo, como trastornos cardiovasculares y neurodegenerativos
(Erejuwa et al., 2012; Pasupuleti et al., 2020). Debido a estas propiedades, la
miel no solo es valorada como un endulzante natural, sino también como un
alimento funcional con potencial aplicacién en la industria alimentaria, cosmética
y farmacéutica, lo que resalta la importancia de continuar investigando su

composicién y posibles efectos sobre la salud.
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Figura 3. Actividad antioxidante en muestras de miel de Apis mellifera mediante el método ABTS.

Las muestras se analizaron por triplicado, los resultados se muestran como la media £ desviacion estandar.

Los valores con letras diferentes son estadisticamente diferentes p<0.05
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Medias y 95.0% de Tukey HSD
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Figura 4. Actividad antioxidante en muestras de miel de Apis mellifera mediante el método DPPH.

Las muestras se analizaron por triplicado, los resultados se muestran como la media * desviacion estandar.

Los valores con letras diferentes son estadisticamente diferentes p<0.05

El analisis de los resultados obtenidos sugiere una correlacion significativa entre
los parametros de color y la concentracion de compuestos bioactivos en las
muestras de miel. En particular, se observé que las mieles mas oscuras, es decir,
aquellas con valores mas bajos de L, presentaron un mayor contenido de fenoles
y flavonoides, lo que a su vez se reflejo en una mayor capacidad antioxidante.
Ademas de este parametro, otros componentes del color, como a y b, también
parecen estar relacionados con la composicion quimica de la miel. En particular,
se observo que valores mas altos de b, asociados con tonalidades mas amarillas,
tendieron a coincidir con un mayor contenido de flavonoides. Esto sugiere que
estos compuestos no solo influyen en la bioactividad de la miel, sino también en
su coloracion. Por otro lado, la intensidad y saturacion del color, medida a través
del croma (c), también mostrd una relacion con la presencia de compuestos
fendlicos. Esto indica que mieles con colores mas saturados podrian poseer una
mayor concentracién de estos compuestos bioactivos. Asimismo, el parametro
hue (h) evidenci6 variaciones en relacién con la composicion fendlica de las

muestras. Las mieles con valores mas bajos de h, es decir, aquellas con
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tonalidades rojizas o ambar oscuro, tendieron a presentar un mayor contenido

de compuestos fendlicos y una actividad antioxidante mas elevada.

Esto concuerda con estudios previos que han demostrado que las mieles mas
oscuras tienden a contener mayores concentraciones de polifenoles y, por lo
tanto, presentan un mayor potencial antioxidante en comparacion con las mieles
mas claras (Kus et al., 2013; Karabagias et al., 2017; Becerril-Sanchez et al.,
2021). En conjunto, estos resultados refuerzan la idea de que la composicién de
la miel influye directamente en su apariencia visual, lo que abre la posibilidad de
utilizar parametros de color como una herramienta rapida y preliminar para
estimar su contenido de contenido de compuestos fendlicos y, por ende, su

potencial antioxidante.

10.2.2 Extractos

Por otra parte, los extractos en polvo empleados para la fortificacién de la miel
presentaron diferencias significativas tanto en su contenido de compuestos
bioactivos como en su capacidad antioxidante. Como se observa en la Figura 5,
el extracto de té verde destacé por su elevada concentracién de fenoles,
registrando un valor de 89.78 + 0.46, lo que lo posiciona como la fuente mas rica
en estos compuestos entre los extractos evaluados. En segundo lugar, se ubico
el cacao, con un contenido de 29.71 + 0.13, seguido del arandano, que presento
una concentracion de 26.77 + 0.08. Estos resultados son consistentes con lo
reportado en la literatura, donde se ha documentado que el té verde es una de
las fuentes naturales mas abundantes en polifenoles, especialmente catequinas,
las cuales han sido ampliamente estudiadas por su potente actividad
antioxidante (Musial et al., 2020; Farhan, 2022).

En cuanto al contenido de flavonoides (Figura 6), se observé una tendencia
similar, con el té verde nuevamente en la primera posicion, con un valor de 0.94
1 0.01, seguido esta vez por el arandano (0.47 + 0.01) y el cacao (0.39 £ 0.02).
Esto sugiere que, dentro de los extractos analizados, el té verde no solo es la
fuente mas rica en fenoles, sino también en flavonoides, lo que refuerza su

potencial como ingrediente funcional para la fortificacion de alimentos. Los

68



polifenoles y flavonoides desempefian un papel clave en la neutralizacion de
radicales libres y la prevencion del estrés oxidativo (Hussain et al., 2016), estos
compuestos se encuentran presentes en todos los extractos, sin embargo, el té
verde se perfila como el ingrediente con mayor capacidad bioactiva, mientras
que el cacao y el arandano pueden aportar perfiles complementarios de

compuestos antioxidantes, aumentando el potencial de la miel natural.
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Figura 5. Contenido total de fenoles en extracto en polvo de ardndano, té verde y cacao.

Las muestras se analizaron por triplicado, los resultados se muestran como la media % desviacion estandar.

Los valores con letras diferentes son estadisticamente diferentes p<0.05
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Figura 6. Contenido total de flavonoides en extracto en polvo de ardndano, té verde y cacao.

Las muestras se analizaron por triplicado, los resultados se muestran como la media * desviacion estandar.

Los valores con letras diferentes son estadisticamente diferentes p<0.05

La capacidad antioxidante de los extractos en polvo fue determinada mediante

los ensayos ABTS y DPPH, obteniéndose diferencias significativas entre ellos.

En el método ABTS (Figura 7), se observé que el té verde presentd la mayor
actividad antioxidante, con un valor de 54.22 £ 0.19, seguido muy de cerca por
el cacao, que registro 54.09 + 0.19, mientras que el arandano mostré una
capacidad antioxidante ligeramente menor, con 50.43 + 0.46. Los valores
elevados obtenidos en los extractos de té verde y cacao pueden atribuirse a su
alta concentracion de polifenoles y flavonoides, compuestos bioactivos
ampliamente reconocidos por su capacidad para neutralizar radicales libres y
reducir el estrés oxidativo (Suen et al., 2016). En el caso del té verde, se ha
reportado que sus catequinas poseen una gran actividad antioxidante,
representan mas del 75% de los compuestos polifendlicos en las hojas de té, y
son eliminadores de radicales libres altamente efectivos en comparacién con
muchos otros antioxidantes (Bae et al., 2020), mientras que el cacao es rico en
flavanoles, compuestos con efectos beneficiosos que gracias a su contenido
antioxidante protegen la salud cardiovascular y neurolégica (Sokolov et al.,
2013). Por otro lado, aunque el arandano presenté un valor ligeramente menor
en comparacién con los otros dos extractos, su actividad antioxidante sigue
siendo destacable, debido a su contenido en antocianinas, pigmentos naturales
con potentes propiedades antioxidantes y antiinflamatorias (Kowalczyk et al.,
2024).
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Medias y 95.0% de Tukey HSD
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Figura 7. Actividad antioxidante en extracto en polvo de ardndano, té verde y cacao mediante el método
ABTS.

Las muestras se analizaron por triplicado, los resultados se muestran como la media % desviacion estdndar.

Los valores con letras diferentes son estadisticamente diferentes p<0.05

Al evaluar la capacidad antioxidante mediante el ensayo DPPH (Figura 8), se
observaron resultados ligeramente distintos a los obtenidos con el método ABTS.
En este caso, el extracto de arandano presentd la mayor actividad antioxidante,
con un valor de 22.86 * 0.05, superando al té verde (21.73 £ 0.18) y al cacao
(20.78 £ 0.04). Este comportamiento diferencial puede atribuirse a la estructura
quimica y la reactividad de los compuestos fendlicos presentes en cada extracto,
ya que algunos polifenoles pueden mostrar mayor afinidad o eficacia en ciertos
métodos de ensayo en funcion de su capacidad para donar electrones, lo que

diferencia un extracto de otro.

En términos generales, los resultados obtenidos confirman una relacién clara
entre el contenido de compuestos bioactivos analizados (fenoles y flavonoides)
y la capacidad antioxidante de los extractos. Se destaca que el té verde, que
presentd la mayor concentracién de polifenoles en los analisis previos, también
exhibié la actividad antioxidante mas alta en el método ABTS. Sin embargo, el
extracto de cacao, a pesar de contener menos fenoles en comparacién con el té
verde, mostrd un nivel de actividad antioxidante similar en ABTS. Esto sugiere
que la composicidn especifica de los polifenoles en el cacao, como los flavanoles
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y procianidinas, puede desempefiar un papel clave en su capacidad para

neutralizar radicales libres.

Por su parte, el arandano mostré una mayor actividad antioxidante en el ensayo
DPPH, lo que puede explicarse por su alto contenido de antocianinas, pigmentos
naturales con una destacada capacidad para captar y estabilizar radicales libres.
Estas diferencias en la respuesta antioxidante de cada extracto sugieren que su
impacto en la fortificacion de la miel dependera del método de evaluacion y de la
composicién especifica de los compuestos bioactivos presentes en cada

extracto.

De manera general, el té verde se posiciona como el extracto con mayor
contenido de compuestos bioactivos y actividad antioxidante, seguido por el
cacao y el arandano. No obstante, cada extracto posee un perfil Unico de
polifenoles y flavonoides, lo que influye en su comportamiento en los distintos
ensayos Yy, en consecuencia, en su potencial funcional al ser incorporado en la

miel.

Medias y 95.0% de Tukey HSD
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Figura 8. Actividad antioxidante en extracto en polvo de ardndano, té verde y cacao mediante el método
DPPH.

Las muestras se analizaron por triplicado, los resultados se muestran como la media * desviacion estandar.

Los valores con letras diferentes son estadisticamente diferentes p<0.05
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10.2.3 Miel enriquecida

A partir de los resultados obtenidos en la caracterizacién inicial de las muestras
de miel, se identificaron diferencias en sus perfiles de compuestos bioactivos y
actividad antioxidante, lo que permitié seleccionar las mas adecuadas para su
fortificacion con extractos naturales. En este sentido, se eligieron las muestras
5 6 y 8 para su enriquecimiento con arandano, té verde y cacao,
respectivamente. La seleccion de estas muestras se baso en criterios clave, tales
como su contenido de fenoles y flavonoides, asi como su capacidad antioxidante,

evaluada mediante los métodos ABTS y DPPH.

Las muestras seleccionadas fueron consideradas 6ptimas para la fortificacion,
ya que presentaron un perfil adecuado que permitié evaluar de manera efectiva
el impacto de los extractos, ya que, al contar con una concentracién inicial
relevante de polifenoles y flavonoides, estas mieles proporcionan una matriz
idonea para analizar como la adicion de los extractos influye en su actividad

antioxidante y antibacteriana.

Tabla 4. Contenido total de fenoles, flavonoides y actividad antioxidante de miel con extracto en polvo de
ardndano y té verde.

Muestra  Concentr Fenoles Flavonoides ABTS DPPH
acion
Miel con control 1.84+0.08%® 0.01+0.00° 23.80+1.56% 22.29+0.27°
arandano
0.5% 1.95+0.000 0.23+0.01° 53.81+0.07° 22.98 +0.28°
1% 2.34+0.31° 0.26 + 0.00° 54.22 +0.07° 24.38 + 0.08¢
1.5% 2.51 +0.05° 0.30 £ 0.01¢ 54.58 + 0.07° 24.79 + 0.07¢
Miel con té control 1.93 £+ 0.06° 0.01 +0.00° 9.66+3.36° 21.08 +0.06?
verde
0.5% 2.33+0.15° 0.35+0.01° 53.61+0.14> 22.21+0.08°
1% 2.60 £ 0.03¢ 0.61 +0.00° 53.97 +0.07° 25.32 +0.04°¢
1.5% 4.51 + 0.09¢ 0.72 £ 0.00¢ 54.42 +0.07° 25.41 + 0.06¢
Miel con control 1.60 £ 0.012 0.03 +0.01? 10.84+1.10° 14.84+0.38?
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cacao 0.5% 2.30+£0.02° 0.31+0.00° 52.79+0.37° 15.34+0.122

1% 2.51 +0.04° 0.41 £0.01° 53.97 19.47 +0.53°
0.19b¢

1.5% 2.76 £ 0.02¢ 0.56 £ 0.01¢ 54.50+0.12° 24.90+0.10°

Las muestras se analizaron por triplicado, los resultados se muestran como la media * desviacion estdndar.
Los valores en las columnas con letras diferentes son estadisticamente diferentes p<0.05

Tras la incorporacion de los extractos de arandano, té verde y cacao, se observo
un aumento significativo en el contenido total de fenoles y flavonoides en todas

las muestras enriquecidas (Tabla 4).

En la miel fortificada con arandano, los fenoles aumentaron de 1.84 £ 0.08 en la
muestra control a 2.51 + 0.05 en la concentracion mas alta de 1.5%, mientras
que los flavonoides incrementaron de 0.01 £ 0.00 en la miel sin tratamiento a
0.30 + 0.01 con el 1.5% de arandano. Por su parte, la miel enriquecida con té
verde mostro el mayor incremento en estos compuestos, con un aumento en el
contenido de fenoles de 1.93 + 0.06 a 4.51 £ 0.09 con el 1.5% de extracto,
mientras que los flavonoides pasaron de 0.01 £ 0.00 a 0.72 £ 0.00. En cuanto a
la miel con cacao, los fenoles aumentaron de 1.60 = 0.01 a 2.76 £ 0.02, y los
flavonoides incrementaron de 0.03 + 0.01 a 0.56 £ 0.01 en la concentracién de
1.5%.

Estos resultados confirman que la adicion de extractos de origen vegetal mejora
significativamente el contenido de compuestos bioactivos en la miel, con un
efecto particularmente pronunciado en la muestra enriquecida con té verde, que
presentd la mayor concentracion de fenoles y flavonoides. El aumento en el
contenido de fenoles y flavonoides observado en las muestras fortificadas
concuerda con estudios previos que han reportado una mejora en la actividad
bioactiva de la miel tras su combinacién con ingredientes ricos en polifenoles
(Guldas et al., 2021; Mitek et al., 2021; Mitek et al., 2023). En este sentido, la miel
enriquecida con té verde mostro el mayor incremento en estos compuestos, esto
concuerda con los analisis previos que mostraron al té verde como el extracto
con mayor potencial antioxidante, debido a su contenido de catequinas, un tipo
de flavonoide con potente actividad antioxidante. El cacao y el arandano también

contribuyeron a aumentar los compuestos bioactivos en la miel, aunque en
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menor medida que el té verde. El arandano, rico en antocianinas, mostré un
impacto moderado en la concentracion de fenoles y flavonoides, pero su
contribucién a la actividad antioxidante podria depender de la estabilidad de
estos compuestos en la matriz de la miel. Cabe destacar que el incremento en
los compuestos bioactivos sugiere que la miel fortificada con estos extractos no
solo mantiene, sino que potencia sus propiedades funcionales, lo que podria

traducirse en un mayor potencial antioxidante.

La actividad antioxidante de las muestras de miel se determin6 mediante los
métodos ABTS y DPPH, reflejando un incremento significativo tras la adicién de
los extractos de arandano, té verde y cacao, aunque con algunas diferencias en

la respuesta de cada extracto.

En la prueba ABTS, la miel enriquecida con té verde mostré el mayor incremento
en la capacidad antioxidante, pasando de 9.66 + 3.36 en la muestra control a
54.42 £ 0.07 en la concentracion mas alta de 1.5%. La miel con arandano
también experimentdé un aumento, pasando de 23.80 + 1.56 en la muestra sin
tratamiento a 54.58 + 0.07 con 1.5% de extracto. Por otro lado, la miel
enriquecida con cacao mostré un incremento de 10.84 £ 1.10 en la miel sin
tratamiento a 54.50 + 0.12 en la concentracion mas alta, evidenciando que el
extracto de cacao también contribuye a mejorar la actividad antioxidante de la
miel. Estos resultados indican que, aunque la miel enriquecida con té verde
partia de un valor inicial mas bajo en la muestra control, su aumento fue el mas
pronunciado, lo que sugiere que los compuestos presentes en el té verde pueden

ser altamente efectivos en la neutralizacidn de radicales libres en este método.

En el ensayo DPPH, también se observd un incremento significativo en la
capacidad antioxidante de la miel con la adicion de los extractos, aunque con un
comportamiento ligeramente diferente. La miel con arandano mostré una mejora
menos pronunciada, pasando de 22.29 + 0.27 en la muestra control a 24.79 *
0.07 en la concentracién mas alta. La miel enriquecida con té verde present6 un
aumento mas marcado, partiendo de 21.08 + 0.06 en la muestra sin tratamiento
y alcanzando 25.41 £ 0.06 con 1.5% de extracto. Sin embargo, la mayor
variabilidad se observd en la miel con cacao, cuyo valor inicial fue

considerablemente mas bajo (14.84 + 0.38 en la muestra control), pero que
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experimento el mayor incremento, alcanzando 24.90 + 0.10 en la concentracion

mas alta.

Las diferencias en la respuesta de los extractos en cada ensayo pueden
atribuirse a la naturaleza de los compuestos fendlicos y su interaccion con los
radicales libres especificos detectados en cada método. El ensayo ABTS, que
mide la capacidad de los antioxidantes para neutralizar radicales cationicos,
mostro que todos los extractos son altamente efectivos en aumentar la actividad
antioxidante de la miel, con valores finales muy similares en la concentracién
mas alta. En cambio, en el ensayo DPPH, que evalua la capacidad de los
antioxidantes para donar electrones y estabilizar radicales libres, la respuesta
fue mas variable. La miel con cacao, que inicialmente tenia la menor capacidad
antioxidante en DPPH, experiment6 un incremento notable, lo que sugiere que
los compuestos especificos del cacao podrian ser particularmente efectivos en

este tipo de interaccion.

El enriquecimiento con extractos de arandano, té verde y cacao demostré ser
una estrategia efectiva para mejorar la actividad antioxidante de la miel. El té
verde se destaco en el ensayo ABTS, mientras que en DPPH la miel con cacao
mostré el mayor incremento. Estas diferencias refuerzan la idea de que la
composicidén quimica de cada extracto influye en su comportamiento antioxidante
y su interaccidén con los distintos tipos de radicales libres, o que podria tener
implicaciones importantes para su aplicacion en productos funcionales y su

potencial beneficio para la salud.

De manera general los tres extractos lograron mejorar significativamente el
contenido de compuestos bioactivos y la capacidad antioxidante de la miel,
aunque con algunas diferencias. La miel con té verde mostré el mayor
incremento en fenoles, flavonoides y actividad antioxidante mediante el método
ABTS, lo que confirma que este extracto es una fuente excepcional de
compuestos bioactivos con alta reactividad frente a radicales libres. La miel con
arandano también presentd un incremento significativo, lo que puede estar
relacionado con la presencia de antocianinas en el extracto de arandano. En el
caso de la miel con cacao, aunque mostré un incremento menor en comparacion

con el té verde y el arandano, obtuvo una mejora notable en la actividad
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antioxidante por el método DPPH, lo que indica que su perfil de compuestos

fendlicos contribuye significativamente a la neutralizacion de radicales libres.

Este incremento se debe directamente a la transferencia de los compuestos
bioactivos presentes en estos ingredientes. La miel, por si misma, contiene una
variedad de compuestos fendlicos y flavonoides que le otorgan propiedades
antioxidantes, sin embargo, su concentracion depende en gran medida del
origen floral y las condiciones ambientales (Ahmed et al., 2018). Al incorporar los
extractos en polvo de alimentos con alta concentracién de polifenoles, se
incrementa significativamente la presencia de estos compuestos en la miel

enriquecida.

Cada uno de los extractos incorporados en la fortificacion de la miel representa
una fuente natural de compuestos bioactivos con propiedades antioxidantes
ampliamente reconocidas. Estos compuestos desempefian un papel
fundamental en la neutralizacién de radicales libres, contribuyendo a la
estabilidad y funcionalidad del producto enriquecido. El té verde se distingue por
su alto contenido de catequinas, compuestos fendlicos con una actividad
antioxidante destacable. Entre ellas, |la epigalocatequina galato (EGCG) es una
de las mas potentes debido a su capacidad para captar y desactivar especies
reactivas de oxigeno (Eng et al., 2017; Tian et al., 2021). La adicién de este
extracto a la miel no solo elevo significativamente la actividad antioxidante del
producto, sino que también confirmd el alto potencial del té verde para mejorar
las propiedades bioactivas de la miel fortificada. En particular, su efecto fue mas
notorio en la prueba ABTS, lo que indica una mayor eficiencia en la neutralizacion

de radicales.

Por su parte, el arandano es una excelente fuente de antocianinas y otros
flavonoides, que son pigmentos naturales con potente accion antioxidante. La
estructura quimica de las antocianinas las hace altamente reactivas frente a los
radicales libres, permitiendo que intervengan en la reduccion del estrés oxidativo
(Mattioli et al., 2020). Este extracto mostré un incremento significativo en la
capacidad antioxidante de la miel, lo que sugiere que su riqueza en polifenoles

contribuye de manera importante a la mejora del perfil bioactivo de la miel.
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En cuanto al cacao, este se caracteriza por su abundancia en proantocianidinas
y flavanoles, como la epicatequina, compuestos que han sido ampliamente
estudiados por su capacidad para modular el estrés oxidativo y ofrecer beneficios
para la salud (Yoo & Kim, 2021). Aunque la miel enriquecida con cacao presento
un incremento relativamente menor en el contenido de fenoles y flavonoides en
comparacion con las formulaciones con té verde y arandano, su actividad
antioxidante medida por el método DPPH fue superior a la de los otros extractos.
Este resultado sugiere que los polifenoles especificos del cacao poseen una
capacidad altamente efectiva para neutralizar los radicales libres en este sistema

de evaluacion, lo que refuerza su potencial como un ingrediente funcional.

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que el enriquecimiento de
la miel con extractos en polvo de té verde, arandano y cacao es una estrategia
efectiva para mejorar tanto su contenido de compuestos bioactivos como su
capacidad antioxidante. Entre los extractos evaluados, el té verde tuvo el impacto
mas significativo en estos parametros, seguido del cacao y, en menor medida, el
de arandano. Esto sugiere que el enriquecimiento de la miel con extractos ricos
en polifenoles puede potenciar su funcionalidad, abriendo nuevas posibilidades
para su uso en la industria alimentaria como un alimento funcional con beneficios

antioxidantes.

10.3 Actividad antibacteriana

Tabla 5. Diametro del halo de inhibicion (mm) de miel enriquecida con extractos en polvo de ardndano, té
verde y cacao frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Salmonella spp.

Muestra Concentraciéon Salmonella spp  Staphylococcus Escherichia coli
aureus

Miel con Control 3.38+0.18° 11.79 £ 0.63° 3.67 £0.28°

arandano 0.5% 6.39 +0.25° 12.50 £ 0.73° 5.60 + 0.37°
1% 8.97 £ 0.04¢ 13.45 £ 0.25° 6.39 + 0.46°¢
1.5% 9.82 +0.17¢ 17.06 + 0.68° 7.33 £0.30¢
control 32.91+0.29¢ 36.12 £+ 0.41° 27.74 +0.35¢
positivo

Miel con cacao Control 7.8 £ 0.30° 9.84 + 0.50° 6.77 £ 0.34°
0.5% 9.54 + 0.57%° 12.22 + 0.44° 7.50 + 0.56%°
1% 11.20 + 0.01° 17.27 £ 0.27¢ 8.17 £ 0.08°
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1.5% 15.50 £ 0.42°¢ 18.72 £ 0.31°¢ 11.13 £ 0.16¢
control 33.20+0.62¢ 39.75 + 0.50¢ 31.14 +0.10¢
positivo

Miel con té Control 5.59 + 0.20° 10.93 £ 0.21° 4.80 + 0.39°

verde 0.5% 6.90 + 0.28® 15.22 + 0.45° 5.60 +0.21°
1% 9.97 +0.50° 17.32 £0.28° 7.00 +0.08°
1.5% 18.13 £ 0.31°¢ 18.92 +0.33¢ 9.60 + 0.01°¢
control 31.10 + 0.28¢ 30.02 £ 0.52¢ 28.10 + 0.41¢
positivo

Las muestras se analizaron por duplicado, los resultados se muestran como la media + desviacion
estdndar. Los valores en las columnas con letras diferentes son estadisticamente diferentes p<0.05

La capacidad antibacteriana de la miel enriquecida con extractos en polvo de
arandano, té verde y cacao fue evaluada mediante la técnica de difusion por
pozo, determinando el diametro del halo de inhibicion frente a las tres bacterias
de interés: Staphylococcus aureus (S. aureus), Escherichia coli (E. coli) y
Salmonella spp. Esta metodologia permite observar de manera directa la
efectividad de una sustancia en inhibir el crecimiento bacteriano en condiciones

controladas.

Los resultados obtenidos (Tabla 5) evidenciaron un aumento progresivo y
significativo en la actividad antibacteriana conforme se incrementé la
concentracion del extracto incorporado en la miel. Este comportamiento sugiere
que la presencia de compuestos bioactivos en los extractos vegetales potencia
el efecto antimicrobiano natural de la miel, especialmente cuando se utilizan en

mayores concentraciones.

10.3.1 Frente a Salmonella spp.

Al comparar el efecto de los distintos extractos frente a Salmonella spp., un bacilo
gramnegativo, se observo una notable variabilidad en la capacidad de inhibicion.
La miel enriquecida con té verde al 1.5% mostré el mayor halo de inhibicion, con
un valor promedio de 18.13 + 0.31 mm, seguida por la miel con cacao (15.50 %
0.42 mm) y la miel con arandano (9.82 £ 0.17 mm) en la misma concentracion.
Ademas de presentar el valor mas alto, la miel con té verde también mostré el

mayor incremento respecto a su muestra control, pasando de 5.59 + 0.20 mm a
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18.13 £ 0.31 mm, lo que refuerza su eficacia como agente antibacteriano. Estos
resultados respaldan la hipétesis de que el extracto de té verde aporta
compuestos bioactivos con marcada actividad antibacteriana, superando el

efecto de los otros extractos evaluados en la inhibicién de Salmonella spp.

10.3.2 Frente a Staphylococcus aureus

En el caso de S. aureus, una bacteria grampositiva, se observd una mejora
significativa en la capacidad antibacteriana de la miel tras la adicion de los
extractos. La miel con té verde al 1.5% presenté el halo de inhibicion mas alto
(18.92 £ 0.33 mm), seguida muy de cerca por la miel con cacao (18.72 + 0.31
mm) y finalmente por la miel con arandano (17.06 + 0.68 mm). No obstante, al
analizar el incremento respecto a sus respectivos controles, la miel con extracto
de cacao fue la que mostré el mayor aumento, pasando de 9.84 £ 0.50 mm a
18.72 £ 0.31mm, lo que representa un crecimiento mas notable en su efecto
inhibidor. Esto sugiere que, si bien el extracto de té verde presento el valor final
mas elevado, el extracto de cacao generdé un cambio mas marcado en la
capacidad antibacteriana de la miel frente a S. aureus. En conjunto, los tres
extractos resultaron efectivos contra esta bacteria, o que refuerza su potencial

como agentes de fortificacion con propiedades antibacterianas.

10.3.3 Frente a Escherichia coli

En cuanto a E. coli, una bacteria gramnegativa, se observo también un aumento
en la actividad antibacteriana conforme se incrementé la concentracion de los
extractos. La miel enriquecida con extracto de cacao al 1.5% present6 el mayor
halo de inhibicidon en términos absolutos (11.13 £ 0.16 mm), seguida por la miel
con té verde (9.60 £ 0.01 mm) y la miel con arandano (7.33 £ 0.30 mm). Sin
embargo, al analizar el incremento respecto al valor de la miel sin tratamiento, la
miel con té verde fue la que presentd el mayor aumento en su capacidad

inhibidora, duplicando su halo de 4.80 + 0.39 mm a 9.60 + 0.01mm, lo que sugiere
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un efecto mas pronunciado del extracto sobre esta bacteria. Esto indica que,
aunque el cacao mostré mayor capacidad final de inhibicion, el té verde fue mas

efectivo en potenciar el efecto antibacteriano de la miel frente a E. coli.

En conjunto, los resultados obtenidos evidencian que la miel enriquecida con
extractos naturales en polvo presenta una actividad antibacteriana mejorada
frente a las tres bacterias evaluadas. Esta mejora fue mas evidente conforme se
incrementd la concentracion de los extractos, especialmente al 1.5%. Al analizar
el desempefo de cada extracto considerando el incremento respecto a sus
respectivas muestras control, se observa que el té verde fue el mas efectivo de
manera general, mostrando no solo los mayores halos de inhibicién frente a
Salmonella spp.y S. aureus, sino también el mayor aumento en su capacidad de
inhibicion frente a E. coli, lo que refuerza su potencial como agente
antibacteriano natural. El extracto de cacao ocupd el segundo lugar en
efectividad, con el mayor incremento en comparacion al control para S. aureus'y
un buen desempefio frente a E. coli, aunque su incremento fue ligeramente
menor en comparacion con el té verde. Por ultimo, el arandano, si bien contribuy6
al aumento de la actividad antibacteriana en todas las muestras, presento tanto
los valores absolutos como los incrementos mas bajos frente a las tres cepas

analizadas.

Estos resultados sugieren que la composicidon especifica de cada extracto influye
en su capacidad antibacteriana y que su incorporacion a la miel puede potenciar
significativamente esta propiedad, dependiendo del tipo de microorganismo

objetivo.

Los efectos observados pueden atribuirse a la interaccion entre los compuestos
presentes de forma natural en la miel y aquellos incorporados a través de los
extractos. La miel, por si sola, posee una reconocida actividad antimicrobiana
gracias a factores como su bajo pH, la elevada concentracion de azucares que
genera presion osmdética, la produccion de peroxido de hidrégeno mediante la
accién de la enzima glucosa oxidasa y la presencia de compuestos fendlicos
(Israili, 2013). Dentro de estos ultimos destacan flavonoides como la quercetina
y la apigenina, asi como acidos fendlicos como el ferulico y el cafeico, capaces

de alterar las membranas bacterianas e interferir con procesos metabdlicos
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esenciales (Borges et al., 2013; Nayaka et al., 2014; Kepa et al., 2018; Qi et al.,
2022).

La incorporacion de extractos en polvo enriqueci6 aun mas la capacidad
antibacteriana de la miel al afadir una variedad de polifenoles, flavonoides y
otros compuestos bioactivos con mecanismos de accion especificos sobre las

bacterias.

Ademas de su reconocida concentracion de antocianinas, el extracto de
arandano aporta una amplia gama de compuestos fendlicos como
proantocianidinas y taninos, que juegan un papel clave en su efecto
antimicrobiano. Las antocianinas, en particular, han demostrado afectar la
estructura y funcionalidad de las células bacterianas, ya que pueden danar la
membrana celular e interferir con enzimas esenciales para el metabolismo
bacteriano, como la fosfatasa alcalina (AKP), la ATPasa y la superdxido
dismutasa (SOD). Estas enzimas son fundamentales para el transporte de
nutrientes, la generacién de energia y la defensa celular. Ademas, se ha
reportado que las antocianinas pueden disminuir la actividad del ciclo del acido
tricarboxilico (ATC), una via metabdlica crucial para la producciéon de energia en
las bacterias, lo que afecta su crecimiento y viabilidad celular (Sun et al., 2018).
Por otro lado, los compuestos fendlicos del arandano también actuan sobre la
estructura de la membrana externa de bacterias gramnegativas como E. coli y
Salmonella spp. Se ha observado que estos compuestos pueden desorganizar
dicha membrana, provocando la liberacién de lipopolisacaridos y aumentando su
permeabilidad, lo que facilita la entrada de otros agentes antimicrobianos
presentes en la miel (Park et al., 2011). Aunque su efecto fue mas moderado en
comparacion con los otros extractos, contribuy6 significativamente a la inhibicién

de todas las bacterias en comparacion de la miel sin tratamiento.

En el caso del cacao, su eficacia antimicrobiana se atribuye a su contenido de
compuestos fendlicos, particularmente proantocianidinas y flavanoles como la
epicatequina, los cuales han demostrado una notable capacidad inhibidora frente
a diversas bacterias. Estos compuestos actuan a través de multiples
mecanismos que afectan procesos vitales para la supervivencia bacteriana. Uno
de los mas relevantes es su capacidad para quelar el hierro, un mineral esencial
para numerosas funciones enzimaticas bacterianas; al limitar su disponibilidad,
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se interfiere de manera directa con el crecimiento y metabolismo de la bacteria.
Ademas, los polifenoles del cacao pueden desestabilizar la estructura de la pared
celular bacteriana y alterar la permeabilidad de la membrana, favoreciendo la
filtracion del contenido citoplasmatico y provocando la liberacion de
lipopolisacaridos, esta accion compromete la integridad celular y puede llevar a
la lisis bacteriana (Rahayu et al., 2023). Este conjunto de mecanismos permite
que los compuestos del cacao actuen eficazmente incluso contra bacterias
gramnegativas, conocidas por su resistencia debido a la presencia de una
membrana externa protectora. En este estudio, esta accion se reflejo en el
incremento de la actividad antibacteriana, especialmente frente a E.coli, donde

la miel con cacao mostrd un incremento similar al de la miel con té verde.

En particular, el t¢ verde se distingui6 en el ensayo, debido a su alta
concentracion de catequinas, especialmente epigalocatequina galato (EGCG),
se ha propuesto que esta, actua mediante distintos mecanismos segun el tipo de
bacteria. Uno de ellos es su capacidad para interferir con la integridad de la pared
celular bacteriana. En el caso de bacterias Gram positivas, se ha sugerido que
la EGCG puede unirse al peptidoglicano, principal componente estructural de su
pared celular. Esta interaccion puede inducir la precipitacidon del peptidoglucano,
lo que significa que el polimero pierde su solubilidad y funcionalidad, provocando
su desorganizacion. Como consecuencia, la estructura celular se ve
comprometida, afectando la estabilidad de la bacteria y llevandola
potencialmente a su descomposicion celular. Por otro lado, en bacterias Gram
negativas, cuya pared celular posee una membrana externa que actua como
barrera adicional, la EGCG parece ejercer su efecto principalmente a través de
la produccion de peroxido de hidrogeno (H,O,) y otras especies reactivas de
oxigeno (ROS). Estas especies pueden inducir dafio oxidativo sobre lipidos,
proteinas y ADN bacteriano, contribuyendo a la muerte celular (Zhang et al.,
2023). Esta composicidn explica la destacada eficacia de la miel con té verde

frente a Salmonella spp. y E.Coli.

Las diferencias en la estructura celular entre microorganismos explican la
variacion observada en su sensibilidad a los tratamientos. Las bacterias
grampositivas, como S. aureus, poseen una pared celular compuesta

principalmente por una capa gruesa de peptidoglucano, lo que las hace
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generalmente mas susceptibles a la accion de los compuestos fendlicos. Por el
contrario, las gramnegativas, como E. coli y Salmonella spp., cuentan con una
membrana externa rica en lipopolisacaridos que actia como una barrera
adicional frente a agentes antimicrobianos (Indrianingsih et al., 2021). Este
comportamiento se vio reflejado en los resultados del presente estudio, donde S.
aureus presento, en términos generales, los mayores halos de inhibicién. Aun
asi, se observé una actividad considerable también contra las bacterias
gramnegativas, especialmente Salmonella spp., lo cual sugiere que la

combinacion de miel con extractos permitié superar parcialmente dicha barrera.

Cada uno de los extractos aporté mecanismos antibacterianos especificos: el
arandano mostro eficacia mediante la disrupcion de la membrana celular y la
inhibicion de enzimas bacterianas esenciales, afectando el metabolismo
microbiano. El cacao, por otro lado, ejercié su accion a través de la quelacion de
hierro y la induccion de estrés oxidativo, interfiriendo en procesos vitales para el
crecimiento bacteriano. Finalmente, el extracto de té verde se destaco por su alto
contenido de catequinas, como la EGCG, capaces de comprometer la integridad
de la pared celular en bacterias grampositivas y de inducir la formacién de
especies reactivas de oxigeno en bacterias gramnegativas, favoreciendo asi su

accion antibacteriana.

Como era de esperarse, los controles positivos (antibidticos comerciales)
mostraron zonas de inhibicion mas amplias frente a las bacterias analizadas.
Esto se debe a que los antibidticos estan disefiados especificamente para atacar
estructuras o funciones clave de las bacterias, como la sintesis de la pared
celular o la replicaciéon del ADN, lo que genera una respuesta mas rapida y
potente. Sin embargo, la actividad observada en las mieles enriquecidas con
extractos naturales también fue significativa, ya que evidencia un potencial
antibacteriano importante, especialmente si se considera que proviene de
ingredientes naturales. Esto resulta relevante ante el aumento de la resistencia
a los antibidticos, ya que refuerza la necesidad de explorar alternativas naturales
complementarias. Ademas, la combinacion de los compuestos bioactivos de la
miel y los extractos sugiere una posible accioén sinérgica, capaz de potenciar el
efecto antibacteriano sin generar los efectos adversos comunes de los farmacos

sintéticos. En conjunto, estos hallazgos confirman que la fortificacion de la miel
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con extractos de té verde, cacao y arandano mejora su actividad antibacteriana,
siendo especialmente notable frente a S. aureus y Salmonella spp. Lo que
contribuye a potenciar el valor funcional de la miel, aumentando su contenido de

compuestos bioactivos con posibles beneficios para la salud.

85



11. Conclusion

Los resultados obtenidos en este estudio permitieron demostrar que el
enriquecimiento de miel de A. mellifera con extractos en polvo de arandano, té
verde y cacao fue una estrategia efectiva para incrementar tanto el contenido de
compuestos bioactivos como su actividad antioxidante y antibacteriana. Se
comprobd que cada extracto aporté compuestos fendlicos con mecanismos de
accion diferenciados, lo que se tradujo en una mejora significativa de las

propiedades funcionales de la miel.

Durante la primera etapa del trabajo, se caracterizaron 19 muestras de miel
provenientes de distintas regiones, en las cuales se observd una amplia
variabilidad en sus propiedades fisicoquimicas y funcionales, en los distintos
parametros evaluados, asimismo, se observo una correlacion positiva entre el
color de la miel y su contenido fendlico, lo que refuerza la posibilidad de utilizar

el color como un indicador preliminar de calidad funcional.

A partir de los resultados se la caracterizacion se seleccionaron las tres
muestras, las cuales fueron utilizadas para el enriquecimiento. En la segunda
etapa, se evalu6 el efecto de la incorporacién de los extractos vegetales,
observandose un aumento significativo en la concentracion de compuestos
bioactivos, asi como en la capacidad antioxidante, determinada por los métodos
ABTS y DPPH.

Entre los extractos utilizados, el té verde mostré el mayor impacto sobre el
contenido fendlico total y la capacidad antioxidante en el ensayo ABTS, mientras
que el cacao presentd un mayor efecto en DPPH. Estos resultados reflejaron la
influencia del tipo y perfil de polifenoles presentes en cada extracto, asi como su
distinta reactividad frente a los radicales libres. El arandano, aunque presentd un
incremento menor, también mejoro significativamente los parametros funcionales

evaluados, efecto atribuido a su contenido de antocianinas.

En cuanto a la actividad antibacteriana, se determiné que la miel enriquecida fue
mas efectiva contra S. aureus'y Salmonella spp., con halos de inhibicion mayores
conforme aumento la concentraciéon del extracto. El extracto de té verde fue el

mas efectivo frente a ambas bacterias, mientras que el cacao presenté el mayor
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incremento frente a E. coli. Estas diferencias se atribuyeron a los mecanismos
de accidn particulares de los compuestos fendlicos presentes en cada extracto,
los cuales pudieron interferir con la estructura de la membrana celular, bloquear
funciones enziméticas esenciales o inducir estrés oxidativo en las células
bacterianas. Como era de esperarse, los controles positivos con antibidticos
comerciales mostraron mayores zonas de inhibicidon, debido a su accién
especifica y directa. Sin embargo, la actividad observada en las mieles
fortificadas resultd significativa, destacando por su origen natural y por
representar una alternativa frente al creciente desafio de la resistencia

bacteriana.

Los objetivos planteados fueron cumplidos y los resultados respaldaron la
hipétesis inicial: que la incorporacion de extractos naturales ricos en polifenoles
incrementaria la capacidad antioxidante y antibacteriana de la miel. Esta
investigacién proporcion6 evidencia sobre el potencial de la miel enriquecida
como alimento funcional, al mejorar significativamente su perfil bioactivo. Estos
resultados sugieren que su consumo podria favorecer efectos positivos sobre la
salud, abriendo asi nuevas oportunidades para su aplicacion en el desarrollo de
productos innovadores con valor agregado en la industria alimentaria y

nutracéutica.
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Anexos
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Figura A1. Halo de inhibicién en Salmonella Figura A2. Halo de inhibicién en Salmonella
spp. tratado con miel enriquecida con spp. tratado con miel enriquecida con
extracto de ardndano. extracto de cacao.
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Figura A3. Halo de inhibicion en Salmonella Figura A4. Halo de inhibicion en Escherichia
spp. tratado con miel enriquecida con coli tratado con miel enriquecida con
extracto de té verde. extracto de ardndano.
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Figura A5. Halo de inhibicion en Escherichia
coli tratado con miel enriquecida con
extracto de cacao.
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Figura A7. Halo de inhibicién en
Staphylococcus aureus tratado con miel
enriquecida con extracto de arandano.
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Figura A6. Halo de inhibicion en Escherichia
coli tratado con miel enriquecida con
extracto de té verde.
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Figura A8. Halo de inhibicién en
Staphylococcus aureus tratado con miel
enriquecida con extracto de cacao.





