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RESUMEN

Alo largo de los ultimos afios, la industria apicola en Chile se ha visto enriquecida
por el descubrimiento de nuevas fuentes florales para la produccién de miel monofloral y
multifloral, especialmente en la regién del Biobio y sectores aledafios. Estos nuevos
hallazgos destacan principalmente por sus propiedades organolépticas, las cuales
representan un interés primordial para los consumidores en todo el mundo. Sin embargo,
no son las Unicas caracteristicas que permiten diferenciar la calidad de la miel, ya que
esta posee otras propiedades, principalmente determinadas por las fuentes florales
utilizadas en su elaboracion, asi como por la geografia y la temporada en la que fue

producida.

Dentro de las propiedades descritas para la miel, destaca su capacidad
antibacteriana. Existen mieles reconocidas a nivel nacional por esta propiedad, como la
miel de Ulmo y Quillay, y a nivel internacional, como es el caso de la miel de Manuka.
Ademas de esto, es importante conocer los parametros fisicoquimicos de estas nuevas

mieles, ya que funcionan como indicadores clave de su calidad.

En este caso, se determiné la capacidad antibacteriana de 4 mieles: 3 de ellas
monoflorales (Guindo Santo, Yaqui y Tineo) y una miel multifloral. Estos resultados se
compararon con los de las mieles de Ulmo y Quillay. El andlisis de halos de inhibicién y
concentraciones minimas inhibitorias y bactericidas en estas mieles permitio identificar
que las 4 poseen actividad antibacteriana estadisticamente similar a al menos una de las
dos mieles utilizadas para la comparacion, tanto ante bacterias Gram positivas como
Gram negativas. De estas, la miel multifloral presenté resultados estadisticamente
superiores a los demostrados por las mieles de Ulmo y Quillay ante las bacterias
Klebsiella pneumoniae y Staphylococcus aureus. Ademas de eso, se analizé su potencial
actividad antioxidante a través de la determinacion de sus compuestos fendlicos totales,
ensayo en el cual todas las mieles resultaron similares, lo que sugiere una potencial

actividad antioxidante en las mieles en estudio.

Finalmente, se analizaron los parametros fisicoquimicos de todas las mieles,
evidenciando que, si bien se observan buenas practicas apicolas, aun queda trabajo por

hacer para mejorar la calidad de la miel comercializada en Chile y hacia el exterior.



ABSTRACT

Over the past years, the beekeeping industry in Chile has been enriched by the
discovery of new floral sources for the production of monofloral and multifloral honey,
especially in the Biobio region and surrounding areas. These new findings stand out
primarily for their organoleptic properties, which are of great interest to consumers
worldwide. However, these are not the only characteristics that differentiate honey's
quality, as it possesses other properties mainly influenced by the floral sources used in
its production, as well as the geography and season in which it was produced.

One of the highlighted properties of honey is its antibacterial capacity. There are
nationally recognized honeys for this property, such as Ulmo and Quillay honey, and
internationally, as in the case of Manuka honey. Additionally, it is essential to know the
physicochemical parameters of these new honeys, as they serve as key indicators of their

quality.

In this case, the antibacterial capacity of four honeys was determined: three
monofloral (Guindo Santo, Yaqui, and Tineo) and one multifloral honey. These results
were compared to those of Ulmo and Quillay honeys. The analysis of inhibition halos and
minimum inhibitory and bactericidal concentrations in these honeys allowed us to identify
that all four honeys have statistically similar activity to at least one of the two honeys used
for comparison, against both gram-positive and gram-negative bacteria. Among these,
the multifloral honey showed statistically superior results compared to Ulmo and Quillay
honeys against the bacteria Klebsiella pneumoniae and Staphylococcus aureus.
Furthermore, their potential antioxidant activity was analyzed by determining their total
phenolic compounds, in which all the honeys showed similar results, indicating potential

antioxidant activity in the honeys under study.

Finally, the physicochemical parameters of all the honeys were analyzed, revealing
that while good apicultural practices are evident, there is still work to be done to improve

the quality of honey marketed in Chile and abroad.
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1 INTRODUCCION

La miel se ha utilizado como alimento y producto médico desde los comienzos de
la humanidad. Es una sustancia natural producida por abejas meliferas (Apis melifera)
(Alvarez-Suarez et al., 2010) a partir del néctar o exudados de arboles y plantas. Siendo
el Unico edulcorante natural disponible, la miel ha sido un alimento importante para el

Homo sapiens desde sus inicios.

Su composicién es bastante variable y depende principalmente de la fuente floral;
sin embargo, ciertos factores externos también juegan un papel importante, como la
temporada, el medio ambiente y el procesamiento de esta (Gheldof y Engeseth, 2002).
Todos estos factores en conjunto dan origen a una amplia gama de componentes
presentes en la miel, muchos de los cuales se sabe que cuentan con propiedades
antibacterianas, incluyendo acidos fendlicos y flavonoides, ciertas enzimas (glucosa

oxidasa, catalasa) y aminoacidos (Beretta et al., 2005).

Es por lo anterior por lo que todas las mieles poseen propiedades organolépticas
y nutricionales diferentes, haciendo que los estudios en torno a ellas se vuelvan de gran
importancia debido a sus posibles aplicaciones en la industria alimenticia, farmacéutica

0 biotecnoldgica.

En Chile, durante los ultimos afios, se ha visto una disminucion en la produccion
melifera, principalmente, relacionada con el cambio climatico que ha originado un
decrecimiento en las precipitaciones, altas temperaturas y mortalidad en las colmenas
(Gajardo-Rojas et al., 2022). Esta disminucion de la produccién hace que la
disponibilidad de la miel nacional y para exportacion se vea reducida, por ende, es de
vital importancia otorgar valor agregado a la miel de produccion nacional mas alla de sus
propiedades organolépticas, con el fin de mantener el interés del mercado en la
produccién nacional y potenciar la limitada produccién actual.
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Actualmente, existen diferentes propiedades atribuibles a la miel, algunas
descubiertas recientemente, como la capacidad antibacteriana y antioxidante de la miel
de Manuka que, mas alla de sus componentes principales, posee una gran variedad de
compuestos menores capaces de otorgarle un gran niumero de efectos nutricionales y
biolégicos (Alvarez-Suarez et al., 2014) y otras que datan de antiguas costumbres
respecto con el uso de esta para el tratamiento de heridas y quemaduras. El analisis de
las propiedades antibacterianas de la miel surge como alternativa en la busqueda de
nuevos antibidticos, de este modo, la miel madura consiste en un 80 % en azucares,
principalmente, glucosa y fructosa, asimismo, tiene menos de un 20 % de humedad en
su composicion. Esta alta concentracion de azucares y su bajo contenido de humedad
produce estrés osmotico, lo que previene la contaminacion de la miel por

microorganismos (Kwakman y Zaat, 2012).

Pese a las propiedades que le confieren a la miel un cierto nivel de inocuidad,
existen normativas actuales para su regulacién, las que estan basadas en indicaciones
entregadas por parte del Instituto Nacional de Normalizacion (INN) y el Codex
alimentarius, con las que toda miel debe cumplir para su comercializacién formal y

exportacion.

En general, la miel adopta las propiedades de las plantas desde las que las abejas
obtuvieron el néctar y/o exudados para su elaboracion, asi como del area geografica en
la que se encuentra la colmena (Cérdova-Cérdova et al., 2013). Por ello, el analisis de
mieles con fuentes florales endémicas se vuelve importante, debido a que podrian ser la

fuente de nuevos productos en el mercado alimenticio y farmacéutico.

En consecuencia, el objetivo del presente trabajo consisti6 en determinar la
actividad antibacteriana que presentan las mieles de Colletia hystrix Clos, Weinmannia
trichosperma Cav., Eucryphia glutinosa (Poepp. & Endl.) Baill y una miel multifloral, en

comparacion con las mieles de Eucryphia cordifolia Cav. y Quillaja saponaria Molina.
1.1 Lamiel

La miel es el Unico endulzante que puede ser almacenado y utilizado tal y como

se produce en la naturaleza, esto sin necesidad de refinamiento, asi, en un comienzo fue
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utilizada como ingrediente ceremonial y medicinal, hasta que los griegos y los romanos
comenzaron a utilizarla como alimento (White, 1978). La miel es producida a partir del
néctar de las flores o exudados de plantas, de esta manera, las abejas digieren estas
sustancias azucaradas, las enriguecen con sus propias sustancias y las regurgitan en

las celdas de la colmena (Libonatti et al., 2014).

En promedio, pese a que la miel posee alrededor de un 20% de humedad y 80 %
de azlcares, el resto se reparte entre minerales, aminoacidos, proteinas y acidos
organicos, por esta razon, se recomienda que el consumo diario sea en pequefias

cantidades (Bogdanov et al., 2008).

1.2 Enrelacion con las especies estudiadas

Guindo Santo, Eucryphia glutinosa (Poepp. & Endl.) Baill, es un arbol pequefio o
arbusto, que puede alcanzar hasta 5 m de altura. Es una especie endémica de Chile
(Hechenleitner et al., 2005). Se encuentra desde la provincia de Linares (36°05' S 71°10'
W) hasta la provincia de Malleco (38°14' S 71°45' W), entre los 200 y 1400 m de altitud,
especialmente en la precordillera andina (Rodriguez, 2004; Hechenleitner et al., 2005).
La especie se concentra en gran medida en la Regién del Biobio. Actualmente, Eucryphia
glutinosa es mayormente utilizada con fines ornamentales debido a sus grandes flores
blancas y el cambio en la tonalidad de sus hojas en otofio (Benoit, 1989). No obstante,
en los dltimos afios se ha descubierto su relevancia para la industria apicola, puesto que

su miel ha despertado interés por sus propiedades organolépticas y nutricionales.

Tineo, Weinmannia trichosperma Cav., es un arbol siempreverde de follaje claro
y copa rala. En etapa adulta, alcanza una altura de hasta 40 m y su tronco un diametro
de 2 m. Esta especie crece desde la costa de la provincia de Talca hasta la provincia de
Ultima Esperanza, en sectores de bosque himedo, quebradas o lugares pantanosos
desde el nivel del mar hasta 950 metros de altitud. Su estado de conservacion es
considerado en peligro para la region del Maule, debido a la tala por su preciada madera,
de alto valor ornamental. A esta especie vegetal se le atribuyen propiedades medicinales
al emplearla como cicatrizante de heridas (Garcia y Ormazabal, 2008)
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Yaqui, Colletia hystrix Clos., es un arbusto perenne, de porte arbéreo, que puede
alcanzar unos 3 m de altura, aunque comunmente ronda los 2 m. (Poussart, 1902). El
fruto es una capsula tricoca que mide unos 5 mm de didmetro. Entre los usos de esta
especie destaca el de su corteza, por tener presencia de saponinas (Bischeimer, 2012),
y también su miel, la cual se describidé recientemente en la comuna de Alto Biobio
(Fernandez, 2019)

Dentro de las mieles en estudio, se incluye ademas una miel multifloral en la que
podemos destacar, por ejemplo, un 12% de Poleo dentro de su composicion (Anexo 1),
Mentha pulegium L. Se trata de una hierba siempreverde de 20-50 cm de altura.
(MINSAL, 2011). Se emplea tradicionalmente en el tratamiento de trastornos del aparato
digestivo debido a sus propiedades carminativas y antiespasmadicas. Se han estudiado
sus propiedades antimicrobianas, las cuales se deben a su aceite esencial, el cual posee
pulegona, una sustancia con actividad antibacteriana empleada en productos de higiene
bucodental, desinfectantes ambientales o como preservante de alimentos (MINSAL,
2011).

1.3 Mieles utilizadas para comparacion

Ulmo, Eucryphia cordifolia Cav., es un arbol siempreverde corpulento de copa
redondeada y tronco recto, que alcanza una altura de hasta 40 m y un diametro de hasta
2 m. Crece desde la VIl a la X region, bajo los 700 m s. n. m., principalmente en la
Cordillera de la Costa. También se encuentra en Argentina. Habita lugares humedos y
ricos en materia organica. No forma bosques puros, siendo frecuente en los tipos
forestales Roble-Rauli-Coihue y Siempreverde (Marticorena y Quezada, 1985). Esta
especie presenta un alto valor melifero, debido a la abundante cantidad de néctar que
produce en sus flores. Actualmente existe informacion publicada en relacion con su
capacidad antioxidante, la cual destaca por sobre la gran mayoria de mieles disponibles

en el mercado (Schencke et al., 2015).

Quillay, Quillaja saponaria Mol., es un arbol o arbusto de 2 -10 m de altura.

(Ministerio de Salud [MINSAL], 2011). Puede encontrarse en las regiones de Coquimbo,
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Valparaiso, Metropolitana de Santiago, O’Higgins, Maule, Biobio y Araucania (Rodriguez
et al., 1983).

El pueblo Mapuche ha utilizado la corteza y las hojas de quillay (desde hace
mucho tiempo, tradicionalmente) como un jabon natural que contribuye a la higiene
personal, como insumo medicinal y para el cuidado de las prendas de lana; mas tarde,
Su uso se extendio, dentro y fuera de nuestro pais, haciendo de esta especie chilena una
de las materias primas mas reconocidas y utilizadas en la elaboracién de jabones y
cosméticos. En la actualidad, el quillay mayoritariamente es utilizado para generar
productos quimicos, con multiples aplicaciones. (Fundacion para la Innovacion Agraria
[FIA], 2017). En relacion con su miel, esta ha sido ampliamente estudiada por
Montenegro et al. (2009), y al igual que su extracto, la especie ha presentado un
porcentaje de capacidad antibacteriana y antioxidante de interés para la industria

melifera.

1.4 Actividad Antibacteriana

La resistencia a los antibiéticos es actualmente uno de los problemas mas grandes
que posee la sociedad, sobre todo por el uso indiscriminado e indebido de estos.
Actualmente existen ciertas bacterias categorizadas como Multidrug-resistant o MDR
(Martin y Bachman, 2018) que se han convertido en un gran problema a nivel mundial
debido a su alta resistencia adquirida a través del tiempo contra antibiéticos de uso
comun. Por esta razén, surge la necesidad de buscar alternativas de tratamiento, y una

de esas alternativas es la miel.

La miel es uno de los remedios mas antiguos y tradicionales que existen, con una
amplia reputacion en el tratamiento de infecciones desde hace mas de 2000 afios
(Pecanac et al., 2013). Estas capacidades antibacterianas pueden atribuirse a diversos
factores, como su alta osmolaridad, acidez y la presencia de compuestos como el
peréxido de hidrogeno en su composicion (Molan y Cooper, 2000). Ademas, la miel suele
adquirir propiedades presentes en las especies vegetales que utiliza como fuente floral
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para la extraccion de néctar (Persano y Piro, 2004), por lo que se convierte en un objeto

de interés en la busqueda de alternativas para el control de ciertos microorganismos.

Dentro de la gama de compuestos que le confieren propiedades a la miel, estan
los compuestos fendlicos, que, si bien estan mas relacionados a la actividad antioxidante,
estudios han sugerido con anterioridad que también son participes en la capacidad
antibacteriana de la miel debido a su capacidad de reducir radicales libres (Almasaudi et
al., 2017). Dado que todas las mieles poseen una composicion diferente de acuerdo con
la fuente floral, se hace necesario el analisis de todos los factores que pudiesen estar
entregandole propiedades Unicas, como en el caso de la miel de Manuka, cuya actividad
llevé a la creacion de un unico factor de medicién (Unique Manuka Factor) debido a su
capacidad antibacteriana proveniente de su contenido de metilglioxal (Johnston et al.,
2018).

Ademas de los compuestos fendlicos, en la gran mayoria de las mieles es posible
encontrar otros compuestos que le confieren ciertas propiedades, como lo es el peréxido
de hidrogeno. Se presume que su funcion es evitar el deterioro de la miel debido al
desarrollo de microorganismos mientras esta aun estd inmadura (Kwakman y Zaat,
2012). Sin embargo, también se ha descubierto que es participe dentro de las
propiedades antibacterianas propias de la miel, debido a que, al inhibir la catalasa en
algunos ensayos (enzima que produce peréxido de hidrogeno a partir de la digestion de
glucosa) se observa una disminucion de la capacidad antibacteriana de la miel (Allen et
al., 1991).

Actualmente, se conoce una amplia gama de bacterias tanto grampositivas como
gramnegativas. En ambos casos, hay bacterias de relevancia clinica debido a que se
encuentran directamente relacionadas con algunas de las enfermedades mas comunes
gue existen en la sociedad actual. Entre ellas se encuentran Staphylococcus
saprophyticus, Pseudomona aeruginosa, Enterococcus faecalis, Enterobacter cloacae,

Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus y Escherichia coli.
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1.5 Relevancia del Estudio de la Miel

En Chile, especificamente en la region del Biobio, se encuentra la comuna de
Santa Barbara, conocida como la capital nacional de la miel, y la comuna de Alto Biobio,
en donde parte de la economia de subsistencia de la poblacion, principalmente
pewenche, es la produccion de miel. En estas comunas, asi como en otros sectores del
pais, se producen diferentes tipos de mieles con un alto valor debido a sus propiedades
organolépticas. Sin embargo, la miel también ha demostrado poseer otras cualidades
adoptadas de las especies vegetales de las cuales se produce, lo que la convierte en un

importante recurso alimenticio y potencialmente Util en la industria biotecnoldgica.

En este contexto, considerando que Chile es uno de los paises lideres en
exportaciones de miel y debido a la variedad nativa y endémica de su flora melifera, es
relevante saber qué caracteristicas poseen estas mieles que podrian otorgarles un mayor

valor agregado, ya sea nutricional, econémico o biotecnoldgico.
1.6 Planteamiento del Problema

En Chile, existe un niumero importante de estudios relacionados con la miel y otros
productos apicolas, especialmente en lo que respecta a sus capacidades antioxidantes
y antibacterianas. Entre ellos, destacan los estudios de Montenegro et al. (2009); Bridi et
al. (2017) y Acevedo et al. (2017), quienes han investigado dichas caracteristicas en

algunas de las mieles chilenas.

Recientemente, diversos estudios realizados por el Laboratorio de Palinologia y
Ecologia Vegetal en la region del Biobio y sus alrededores han descrito nuevas mieles
monoflorales y multiflorales caracteristicas por estar producidas a partir de especies
vegetales que destacan por su rigueza nativa y endémica, y que presentan propiedades
organolépticas de interés para el consumidor; como el caso de la miel de Guindo Santo;
la miel de Yaqui, la cual es poco conocida en Chile; ademas, esta la miel de Tineo cuya
especie de es conocida por poseer propiedades cicatrizantes, y una miel multifloral en la
gue destaca la presencia de un 12% de poleo dentro de su composicién (Anexo 1), esta
especie suele encontrarse en concentraciones mucho menores en los casos en que esta

presente en las diferentes mieles, esta es una especie que posee propiedades
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carminativas, antiespasmodicas y antimicrobianas. Actualmente, no existen estudios
publicados relacionados con la actividad antibacteriana y antioxidante de estas cuatro
mieles, por lo que este tema sera objeto de estudio en el presente trabajo de

investigacion.

Con el proposito de obtener resultados comparativos con otras mieles chilenas
gue ya se han estudiado, se utilizaron las mieles de Ulmo y Quillay, de las cuales si se

conocen propiedades relacionadas con la actividad antibacteriana y antioxidante.
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2 HIPOTESIS

De acuerdo con los antecedentes relacionados con la importancia medicinal y
nutricional de las especies vegetales meliferas, de la riqueza nativa y endémica del
recurso floral desde el cual se elaboran las mieles en estudio, y considerando los estudios
existentes que demuestran la actividad antibacteriana presente en mieles monoflorales
cuya composicion polinica principal se basa en especies vegetales endémicas del pais,

se espera lo siguiente:

1. Que las mieles monoflorales de las especies nativas y endémicas, Colletia
hystrix, Eucryphia glutinosa y Weinmannia trichosperma presentan actividad
antibacteriana significativa al igual que las mieles de Eucryphia cordifolia y Quillaja

saponaria, de comprobada actividad.

2.Qué al comparar la actividad antibacteriana de las mieles monoflorales en
estudio con una miel multifloral, ésta sea potencialmente de mayor grado de
efectividad dado el caracter polifloral de su constitucion polinica, lo que

incrementaria la sinergia de esta actividad.

Por otra parte, y considerando los antecedentes histdricos registrados en Chile en cuanto
al cumplimiento de las normas de inocuidad alimentaria respecto del producto miel, se

espera lo siguiente:

3. Que todas las mieles analizadas en este estudio cumplan con los pardmetros
fisicoquimicos establecidos por el Instituto Nacional de Normalizacién (INN) y el
Reglamento Sanitario de los Alimentos de Chile (RSA), homologado éste ultimo

con el Codex Alimentarius, para la miel de consumo.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo General

Determinar los parametros fisicoquimicos y la actividad antibacteriana en mieles
de Colletia hystrix, Eucryphia glutinosa, Weinmannia trichosperma y una miel multifloral,
comparando su actividad con datos obtenidos en esta investigacion y bibliografia para

Eucryphia cordifolia y Quillaja saponaria.
3.2 Objetivos Especificos

e Determinar los parametros fisicoquimicos de las mieles en estudio segun lo

establecido por el Reglamento Sanitario de Los Alimentos y el Codex Alimentarius.

e Determinar la capacidad antibacteriana de las mieles en estudio mediante una

metodologia de difusién simple en agar.

e Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentraciéon minima

bactericida (CMB) para las mieles en estudio.

e Cuantificar la acumulacién de perdxido de hidrégeno de las mieles en estudio

mediante la metodologia de Kwakman et al. (2011).

e Determinar la concentracion de compuestos fendlicos totales presentes en cada
una de las mieles objeto de estudio y sus extractos metanolicos mediante el

método Folin-Ciocalteu (FC).

e Determinar el efecto de la adicion de Polivinilpolipirrolidona (PVPP) en mieles y

sus extractos metandlicos.
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4 METODOLOGIA
4.1 Analisis de Parametros Fisicoquimicos

Se determinaron las propiedades fisicoquimicas de todas las mieles en analisis
mediante los criterios establecidos por la norma chilena de clasificacion de mieles. Los
parametros analizados corresponden al contenido de humedad, conductividad eléctrica,

pH, contenido de ceniza, sélidos insolubles y el contenido de hidroximetilfurfural (HMF).

El contenido de humedad se determiné a través de refractometria segun lo
descrito por la norma chilena NCh3026 (Instituto Nacional de Normalizacion [INN],
2006a). Para la conductividad eléctrica, se preparo una solucion diluida de miel en agua
destilada, que posteriormente se analiz6 en un medidor de conductividad eléctrica
siguiendo lo descrito en la norma chilena NCh3064 (INN, 2007a). El pH de las muestras
de miel se determin6 segun la norma chilena NCh3019 a través de la determinacion de
acidez libre (INN, 2006b).

Se cuantific6 el contenido de ceniza de cada una de las mieles mediante la
incineracion de 100 g de cada una de las mieles, siguiendo el protocolo descrito por la
norma chilena NCh3102 (INN, 2007b). El contenido de sdlidos insolubles en agua se
obtuvo a través de un andlisis de gravimetria, utilizando la metodologia descrita en la
norma chilena NCh3047 (INN, 2007c). Finalmente, el contenido de hidroximetilfurfural se
calcul6 mediante espectrofotometria UV en un espectrofotometro UV-Vis a una
absorbancia de 284 y 336 nm de acuerdo con la metodologia descrita en la norma chilena
NCh3046 (INN, 2006c).

4.2 Determinacion de Polifenoles Totales

Se determind la concentracion de compuestos fendlicos totales (CFT) presentes
en cada una de las mieles segun la metodologia descrita por Montenegro et al. (2009) y
Montenegro y Ortega (2011) con algunas modificaciones. Para cada una de las mieles,
se prepar6 una dilucion (0,2 g en 4 mL de agua destilada) y un extracto concentrado
mediante la dilucion de 5 g de miel a un volumen final de 25 mL en agua a pH 2 (HCI).

Para estas diluciones, se dispusieron muestras de miel calentador de bloque seco a una
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temperatura maxima de 37°C durante un tiempo maximo de 12 minutos para favorecer

su posterior dilucion, realizada con la ayuda de un agitador magnético.

La solucién diluida de miel se transfirié a una columna (25 cm de altura x 2 cm de
diametro) formada por resina tipo Amberlita XAD-2 y se eluye con 15 mL de agua
destilada acidificada (HCI, pH 2), seguido de 15 mL de agua destilada y finalmente 50
mL de Metanol al 98 %. Se recuperd la fraccion metandlica de la elucién para
posteriormente ser evaporada en un rotavapor BUCHI R-300 con rotaciéon a 100 rpm,
vacio de 200 mbar y una temperatura de 45 °C por 90 minutos.

El residuo obtenido se almacené a -4 °C en la oscuridad hasta su analisis. El
contenido total de compuestos fendlicos se determin6 con el método de Folin-Ciocalteu
(Singleton et al., 1999). Un volumen de 500 pL de la dilucion de miel o el extracto se
mezclé con 2 mL del reactivo FC previamente preparado en una proporcion de 1:10 (v/v)
y 1,2 mL de una solucion acuosa de carbonato de sodio al 20 %. Tras un periodo de
incubacion de 60 minutos en oscuridad, se realiz6 la medicion de absorbancia a 760 nm
usando un lector de microplacas EPOCH. Finalmente, se determiné la concentracion de
polifenoles totales en la miel y el extracto, en equivalentes de acido galico mediante la
elaboracién de una curva de calibracion con las concentraciones 0, 5, 15, 25, 50, 75y
100 uM de acido gélico a partir de la dilucion de una solucion madre a una concentracién
de 2,3552x103M. Los resultados se expresaron como miligramos de &cido galico
equivalentes por 100 g de miel (mg GAE 100 g-! miel) y se reportaron como el promedio

+ la desviacion estandar de las mediciones en triplicado.
4.3 Efecto de la Adicién de Polivinilpolipirrolidona

En linea con lo anterior, se determind el efecto del polivinilpolipirrolidona (PVPP)
en el contenido total de compuestos fendlicos de la muestra (extracto y miel diluida) a
partir de la metodologia de Bridi et al. (2017). Se afiadieron 100 mg de PVPP a 1 mL de
cada una de las muestras. La mezcla se agité vigorosamente en un vortex durante 30
segundos, para posteriormente centrifugarla a 5000 x g por 10 minutos a temperatura

ambiente. Luego, se tomé 500 pL del sobrenadante y nuevamente se centrifugé bajo las
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mismas condiciones. Finalmente, se determind el efecto mediante método de FC

previamente descrito y la posterior aplicacion de la siguiente férmula:
FC xh = FC tot — FC pvpp
Donde:
FC xn = valor de FC para polifenoles.
FC w0t = valor de FC sin tratamiento con PVPP.

FC pvpp = valor de FC con tratamiento de PVPP.
4.4 Cuantificacion de Perdxido de Hidrégeno

El contenido de perdxido de hidrogeno en cada una de las mieles se determiné
mediante la metodologia descrita por Kwakman et al. (2011). Se prepard una solucién al
30 % m/v de miel en agua destilada para cada una de las mieles en estudio, para estas
diluciones, se dispusieron muestras de miel calentador de bloque seco a una temperatura
maxima de 37°C durante un tiempo maximo de 12 minutos para favorecer su posterior
dilucién, realizada con la ayuda de un agitador magnético. Posteriormente, 40 pL de las
soluciones de miel se afadieron a 135 pL de reactivo compuesto por 50 pg/mL de o-
dianisidina y 20 ug/mL de peroxidasa de rabano tipo VI en buffer fosfato a pH 6,5. Tras
5 minutos de incubacién a temperatura ambiente, la reacciéon se detuvo mediante la
adicion de 120 pL de solucion de acido sulfarico 6M. La absorbancia de la solucion se
determind inmediatamente tras la reaccion a 540 nm en un lector de microplacas. Se
realiz6 un total de cinco mediciones en triplicado para cada miel, al momento O y tras 1,
2, 6 y 24 horas de preparada la solucion acuosa. La concentracion de peroxido de
hidrogeno presente en las muestras se determind mediante la elaboracion de una curva
de calibracién con las concentraciones 0, 2,1, 20, 40, 80, 160, 320 y 550 uM a partir de
peréxido de hidrégeno al 30 %. Los resultados son expresados como el valor de la

concentracion (UM) de peréxido de hidrogeno a las diferentes horas de medicién.
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4.5 Determinacion de actividad antibacteriana

Se utiliz6 una metodologia de difusién simple en agar para la determinacion de
los halos de inhibicion producidos por las mieles en un estado natural sin diluir. Para este
ensayo, primeramente, se prepararon placas Petri con agar Muller-Hinton, las que
posteriormente fueron inoculadas con diferentes supensiones bacterianas a una
concentracion de aproximadamente 1,5x108 UFC/mL (McFarland 0,5) usando térula de
algodon. A continuacion, se realizaron perforaciones en forma de disco en el agar con
un sacabocados, en las que posteriormente se depositdé miel en estado puro cuidando
no derramar hacia fuera de la perforacion. El ensayo consistié se realiz6 en triplicado
para cada una de las mieles frente a cada una de las bacterias en estudio. Para la
medicién de los halos, se hizo uso de un pie de metro y se considerd desde el borde de

la perforacion hasta el limite de la zona sin proliferacion bacteriana.

4.6 Determinacion de Concentracion Minima Inhibitoria y Concentracion Minima

Bactericida

Para la determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI), se hizo uso
de la metodologia de dilucién seriada en microplaca. Se prepar6 una solucién inicial de
miel a una concentracion del 70% m/v la cual posteriormente se diluy6 hasta llegar a una
concentracion minima del 0,03%. A cada una de las concentraciones, se les afiadio 10pl

de suspension bacteriana para obtener una concentracion final de 5x10° UFC/ml.

El desarrollo bacteriano se analizo tras 24 horas de incubacion a 35°C midiendo

absorbancia en un lector de microplacas a una longitud de onda de 520nm.

Para la concentracion minima bactericida (CMB), se prepararon placas Petri con
agar Sangre y MacConkey en las que posterior a la revision de absorbancia, se sembro
una gota de cada uno de los pocillos de las microplacas ya analizadas con el fin de

determinar la CMB.
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5 RESULTADOS
5.1 Anadlisis de Parametros Fisicoquimicos

Los resultados obtenidos del analisis fisicoquimico de cada una de las mieles en
estudio presentan valores, en su mayoria, dentro de los limites dispuestos por el Codex
Alimentarius y el Instituto Nacional de Normalizacion (INN). En este contexto, la miel de
Tineo es la Unica cuyo porcentaje de humedad se encuentra sobre el 18 % dispuesto por

la normativa RSA, pero dentro del rango dispuesto por el INN (ver Tabla 1).

Tabla 1
Parametros fisicoquimicos en relacion con los rangos establecidos por el Reglamento

Sanitario de los Alimentos (RSA) y el Instituto Nacional de Normalizacién (INN)

Miel Humeda Sdlidos HMF Cenizas Cond. pH
d (%) insolubles (mg/kg (%) Eléctrica
(%) miel) (mS/cm)
Quillay 16,7 0,03 2,994 0,08 0,29 4,35
Guindo 16,0 0,02 0,598 0,24 0,43 4,73
Santo
Yaqui 16,9 0,01 1,961 0,05 0,40 4,35
Tineo 18,8 0,01 1,886 0,11 0,43 3,83
Ulmo 16,0 0,02 1,856 0,07 0,54 4,15
Multifloral 17,0 0,01 0,344 0,20 0,72 3,73
Codex <18 <1 <40 <0,8
Alimentarius
Norma INN <20 <0,1 <40 <0,8 <0,8

5.2 Determinacion de los Compuestos Fendlicos Totales

Se midié la absorbancia de todas las muestras de miel y sus extractos. Con las
absorbancias obtenidas, basandose en la ecuacion obtenida en la curva de calibracion
(ver Figura 1), se obtuvo como resultado la equivalencia de acido galico por cada 100 g

de miel (ver Tabla 2).
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Figura 1
Curva estandar de acido galico para la determinacion de compuestos fendlicos totales
(CFT)
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El calculo del contenido total de compuestos fendlicos para todas las muestras se

realizo haciendo uso de la siguiente ecuacion:
%4
CFT =C X —
m

Donde:

CFT = contenido total de compuestos fendlicos.

C = los equivalentes en mg/mL obtenidos a través de la ecuacion de la recta.
V = el volumen de la solucién en mL. (0,5)

m = la masa de la muestra en gramos.
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Resultados expresados en mg GAE 100 g-! miel (equivalentes de acido galico por cada

100 gramos de miel)

Miel Extractos
CFT CFT
(mg GAE 100 g-! (mg GAE 100 g-

miel) miel)
Quillay 77,1422 Quillay 4,9+0,2
Guindo Santo 68,8+5,4 Guindo Santo 5,1+0,2
Yaqui 75,1+0,9 Yaqui 5,440,6
Multifloral 101,8+9,2 Multifloral 6,6+0,3
Ulmo 77,2+17,0 Ulmo 4,9+0,2
Tineo 85,6+3,4 Tineo 6,2+0,3

Nota. Los valores representan el promedio * la desviacion estandar de cada una de las

muestras.

El efecto del PVPP en cada una de las muestras se determin6 de acuerdo con la

férmula previamente descrita en la metodologia. Se observé una disminucién del

contenido total de compuestos fendlicos detectado tras la aplicacion del tratamiento para

todas las muestras, presentando un valor negativo tras el tratamiento para las mieles de

Yaqui y Multifloral (ver Tabla 3).

Tabla 3

Efecto de la adicion de PVPP para las muestras de miel y extractos

Miel Extractos
FC PVPP FC PVPP
(mg GAE 100 g* miel) FC xu (mg GAE 100 g* miel) FC xu
Quillay 57,614,3 19,4+2,0 0,940,0 4,0+0,1
Guindo Santo 65,345,4 3,4+0,0 0,7+0,6 4,4+0,4
Yaqui 84,0%1,5 -8,9+0,5 1,4+0,0 4,0+0,5
Multifloral 102,3+2,5 -0,56,7 1,7+0,0 4,940,2
Ulmo 45,8+3,8 31,2413,2 0,74£0,0 4,1+0,1
Tineo 58,5+1,3 27,1+2,0 0,940,0 5,2+0,2




27

5.3 Cuantificacion del Peroxido de Hidrégeno

Con las absorbancias obtenidas, basandose en la curva de calibracion (ver Figura

2) se obtuvo la cuantificacidon de la acumulacion de peroxido de hidrégeno en el tiempo.

Figura 2

Curva estandar de peroxido de hidrogeno para cuantificacion de la acumulacion.
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Todas las mieles presentaron lecturas en las horas analizadas. La miel de Yaqui
presento la concentracion mas alta a las 24 horas, mientras que la concentracion mas

baja la presenté la miel de UImo en la medicion a tiempo O (ver Tabla 4).
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Tabla 4

Acumulacion de peréxido de hidrogeno (UM) con mediciones alas 0,1, 2,4,6y 24

horas

Miel Acumulacion de Per6xido de Hidrogeno (uM)
0 horas lhora 2horas 4 horas 6 horas 24 horas

Ulmo 18,60 57,93 59,93 42,60 29,27 33,93
Yaqui 35,27 49,93 58,60 50,60 74,60 81,97
Tineo 20,60 52,60 55,27 45,93 57,93 31,27
Multifloral 25,93 31,93 51,27 51,27 59,93 46,60
Guindo Santo 44,60 47,27 79,27 48,60 60,60 57,93
Quillay 46,60 51,27 44,60 48,60 51,27 49,27

5.4 Determinacion de actividad antibacteriana

Se observo actividad antibacteriana en todas las mieles, a excepcion de la miel

de Yaqui que no present6 inhibicién ante Enterococcus faecalis, frente a esta bacteria se

presentaron los menores halos de inhibicién para todas las mieles en estudio. La mejor

actividad se observa ante Escherichia coli con halos de inhibicion entre 8,0 y 14,7mm

para la miel de Tineo y multifloral respectivamente. (Tabla 5).
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Promedios de inhibicién (mm) de las diferentes mieles ante las bacterias analizadas

Organismo Miel de Miel de  Miel de Miel de Miel Miel de
Guindo Yaqui Tineo Ulmo Multiflor  Quillay
Santo al
Staphylococcus 7,7£0,6 7,026 7,0£0,0 8,0£0,0 13,7+1,5 10,3+0,6
saprophyticus
Pseudomonas 1,7+0,6 3,3t0,6 1,7+0,6 4,3x1,2 4,3t15 1,3+0,6
aeruginosa
Enterococcus 0,7+0,6 0,0£0,0 1,720,6 2,7¢15 4,7+0,6 1,741,2
faecalis
Enterobacter 4,7+1,5 5,0£0,0 5,7#1,2 10,7#1, 4,7%2,1 5,7+1,2
cloacae 2
Klebsiella 7,0+0,0 7,3+0,6 6,7+0,6 7,3+0,6 10,3+0,6 6,0+0,0
pneumoniae
Staphylococcus 7,7£0,6 6,7¢0,6 6,3t0,6 7,7+0,6 11,0+1,0 7,3+0,6
aureus
Escherichia coli 11,73,2 12,3+1,5 8,0+2,0 13,02, 14,7+25 10,0+1,0

0
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Figura 3
Promedios de inhibicién de las mieles ante las diferentes bacterias en estudio, Las
letras iguales indican que no existe diferencia significativa entre las mieles ante cada

bacteria segun Test de Tukey, p<0.05
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Se observa una diferencia estadisticamente significativa para la miel multiflora
ante Staphylococcus saprophyticus, la miel de Quillay present6 su promedio de inhibicién
mas alto ante esta bacteria, pero sin presentar diferencias estadisticamente significativas
con el resto de las mieles.

Pseudomonas aeruginosa fue una de las dos bacterias, junto con Enterococcus
faecalis que presentaron los halos de inhibicidbn mas bajos, en el caso de Pseudomonas
aeruginosa destacan las mieles de Ulmo y multifloral con los promedios de inhibicion mas

altos.

Para Enterococcus faecalis la miel multifloral fue la que obtuvo el promedio de

inhibicibn mas alto, sin embargo, solo presentd diferencias estadisticamente
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significativas ante las mieles de Guindo Santo y Yaqui; el resto de las mieles no

presentaron diferencias estadisticamente significativas.

En lo relativo a Enterobacter cloacae, la miel de Ulmo fue la que presentd el
promedio de inhibicion méas alto y estadisticamente significativo ante el resto de las
mieles en estudio, las que no presentaron diferencias estadisticamente significativas

entre si.

En el caso de Klebsiella pneumoniae, la miel multifloral fue la que presenté el
promedio de inhibicibn mas alto, siendo estadisticamente significativo en comparacion
con el resto de las mieles, las que son estadisticamente idénticas entre si; cabe sefialar

gue el mismo caso se repite ante Staphylococcus aureus.

Por otro lado, los promedios de inhibiciébn para Escherichia coli fueron los mas
altos para la mayoria de las mieles, entre las que el promedio de inhibicion mas alto
corresponde con la miel multifloral, sin embargo, solo presenté una diferencia
estadisticamente significativa ante la miel de Tineo, pues el resto de las mieles son

estadisticamente idénticas (Figura 3).
5.5 Concentracién Minima Inhibitoria y Bactericida

Tabla 6
Concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracion minima bactericida (CMB) de
las diferentes mieles ante Staphylococcus aureus y Escherichia coli, expresado en

porcentajes.

Cepas Guindo Yaqui Tineo Ulmo Multifloral Quillay
Santo

CMI CMB CMI  CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB

Staphylococcus 438 875 875 875 438 8,75 219 438 438 875 219 438
aureus
Escherichia coli 175 175 35 35 35 70 35 NA 438 8,75 8,75 8,75

Se determind las concentraciones minimas inhibitorias y bactericidas para todas
las mieles. Ante Staphylococcus aureus, las mieles de Ulmo y Quillay presentaron las
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concentraciones inhibitorias y bactericidas mas bajas, seguidos por las mieles de Guindo
Santo, Tineo y Multifloral que fueron idénticas entre si. Por su parte, la miel de Yaqui
demostré un efecto bactericida a la misma concentracién que las mieles mencionadas,

pero concentracidbn minima inhibitoria fue la mas alta de todas.

Respecto de Escherichia coli, los mejores resultados fueron obtenidos por la miel
multifloral, con una concentracién minima inhibitoria mas baja que el resto de las mieles,
seguida de la miel de Quillay, con la que comparte la misma concentracibn minima
bactericida, con la diferencia que, en esta ultima, la CMI y CMB son idénticas. Del resto
de las mieles, la miel de Guindo Santo presentd promedios de inhibicion y bactericida
idénticos, al igual que la miel de Yaqui. La miel de Tineo presentd una concentracion
minima inhibitoria al 35% de concentracion, mientras que su concentracion minima
bactericida fue la concentracion més alta utilizada en el ensayo. Asimismo, la miel de
Ulmo comparte la concentracién minima inhibitoria con las mieles de Yaquiy Tineo, pese

a ello, no demostrd efecto bactericida en ninguna de las concentraciones analizadas.
6 DISCUSION
6.1 Actividad Antibacteriana

El analisis de la actividad antibacteriana realizado a las mieles en estudio
evidencia la actividad presente en mieles que, hasta la fecha, no estaban descritas,
especialmente, la miel multifloral en este estudio, la que demostr6 una actividad
antibacteriana en promedio igual o superior a las mieles usadas como comparacion ante
las diferentes bacterias. Por otro lado, las mieles de Ulmo y Quillay, debido a sus
propiedades y recientes estudios en torno a ellas [Montenegro et al., (2009); Bridi et al.,
(2017); Acevedo et al., (2017)], fueron seleccionadas como un sujeto de comparacién

para el resto de las mieles.

En cuanto a la actividad antibacteriana determinada a través de los halos de
inhibicién, la miel multifloral demostré una actividad superior a las mieles de Quillay y
Ulmo usadas como referencia, siendo esta diferencia estadisticamente significativa ante
Staphylococcus aureus y Klebsiella pneumoniae, mientras que frente al resto de los

microorganismos ensayados esta diferencia no es estadisticamente significativa. Esta
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informacion es relevante si se toma en cuenta que, recientemente, se ha reportado miel
de Ulmo cuya actividad contra bacterias como E. coli, Pseudomonas aeruginosa, y
diferentes tipos de Staphylococcus aureus (Acevedo et al., 2017) supera la actividad
descrita para la miel de Manuka (Al-kafaween y Nagi Al-Jamal, 2022), dicho esto, y al ser
esta una miel utilizada como sujeto de comparacion en este estudio, se puede inferir que
toda actividad igual o superior obtenida en el resto de las mieles ante esas bacterias es

relevante dado el potencial biotecnologico, clinico y alimenticio que poseen.

Ademas, nuestros resultados concuerdan con los obtenidos por Acevedo et al.,
2017. Con respecto a la actividad demostrada por la miel de Ulmo ante Klebsiella
pneumonia, esta es una bacteria categorizada como “Multidrug-resistant” o MDR por sus
siglas en inglés; se puede encontrar en mucosas animales y libre en el ambiente,
igualmente, en humanos se encuentra concentrada dentro del tracto intestinal, lo que

causa infecciones en caso de ingresar al torrente sanguineo (Wang et al., 2020).

Actualmente, es una bacteria que se puede encontrar en ambientes
intrahospitalarios, por esta razon, su resistencia a antibiéticos ha aumentado con el
tiempo y dificultado su tratamiento. El descubrimiento de nuevas sustancias que permitan
el control de este tipo de bacterias, tal como lo ha sido la miel de UImo (Acevedo et al.,
2017) y la miel multifloral de este ensayo, amplian el abanico de alternativas para

tratamientos futuros, asi como la busqueda de nuevos mecanismos para su manejo.

Respecto de la informacion encontrada en bibliografia sobre la actividad de la miel
de Quillay ante E. coli y P. aeruginosa, se ha encontrado que ésta es estadisticamente
superior a la descrita en la miel de Ulmo (Velasquez et al., 2019), mientras que, contrario
a aquello, en los resultados obtenidos a raiz de este estudio la miel de Ulmo presentd
mayor actividad ante P. aeruginosa que la miel de Quillay, y ambas fueron
estadisticamente similares ante E. coli, esta diferencia puede deberse a diversos
factores, tales como la pureza de la miel, la temporada de cosecha, o la contribucion de
especies secundarias dentro de su composicion que podrian generar sinergias positivas
y/o negativas para las propiedades de la miel (Mufioz et al., 2023). Sin embargo, se
aprecia que las concentraciones minimas inhibitorias y bactericidas de esta miel si

concuerdan con lo descrito en literatura en comparacion con la miel de Ulmo, en este
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caso, nuestros resultados de CMI y CMB indican menores concentraciones para la miel
de Quillay ante E. coli; que estas mieles utilizadas como sujeto de comparacion hayan
demostrado actividad dentro de los rangos descritos en investigaciones anteriores es un
buen indicador para el resto de las mieles analizadas que, al mantenerse en rangos
estadisticamente similares, se posicionan como nuevas alternativas de andlisis dada su
actividad antibacteriana en bacterias Gram positivas y Gram negativas, ademas de
otorgar un valor agregado a estas mieles recientemente descubiertas, al aportar con

mayor informacién acerca de sus propiedades y los beneficios de su uso alimenticio.

El efecto antibacteriano de la miel se ha atribuido con anterioridad a diversas
propiedades dentro de su composicion, entre ellas, la presencia de peroxido de
hidrégeno, potentes antioxidantes, su alto contenido de azlcares y su bajo pH
(Almasaudi, 2021; Moussa et al., 2012). En este caso, se analizaron el contenido de
peréxido de hidrogeno y de compuestos fendlicos totales, con el fin de determinar si
existe alguna relacion entre estos con la actividad antibacteriana que han demostrado
estas mieles, ademas de la determinacion de ciertas propiedades fisicoquimicas que

podrian estar relacionadas.

Debido a que el peroxido de hidrogeno se encuentra directamente relacionado
con la capacidad antibacteriana de algunas mieles, se analiz6 la acumulacion de éste
para un periodo total de 24 horas. La mayor acumulacién para todas las mieles se produjo
entre las dos y las seis horas de transcurrido el experimento, basandonos en esta
informacion, si en esos intervalos de tiempo luego de la dilucién se analiza la capacidad
de la miel para inhibir el desarrollo bacteriano, deberia mostrar una inhibicion aun mayor
a la observada producto de la actividad de la enzima glucosa oxidasa, sin embargo, son
necesarios mas estudios (tales como una nueva determinacion de halos de inhibicion)
para determinar si las concentraciones obtenidas en todas las mieles a las dos y seis
horas estan, o no, relacionadas con la actividad que se ha descubierto en esta
investigacion. Que exista acumulacion de peréxido de hidrégeno con el tiempo es un
indicador de que hay actividad de la enzima glucosa oxidasa y, eventualmente, podria
estar relacionada con las propiedades antibacterianas de estas mieles, dichas
propiedades podrian ser determinadas a partir de un andlisis de la actividad
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antibacteriana a diferentes horas tras realizada la dilucion, de esta manera se podria
analizar la inferencia que posee la acumulacion de peréxido de hidrégeno en la actividad
antibacteriana de estas mieles, y, en caso de no existir relacion, poder guiar la
investigacion a través de los otros mecanismos que le otorgan esta propiedad a la miel,
como es el caso del metilglioxal, aquellas mieles que no presentan acumulacion de
peroxido de hidrégeno o que esta no se encuentra directamente relacionada,
generalmente, les deben sus propiedades a otros factores, sobre todo, relacionados con
las fuentes florales (Majtan et al., 2014). Sin embargo, en este caso, la acumulacién de
peréxido de hidrégeno sirve como un posible indicador de la ausencia de metilglioxal
como parte importante de su composicion, pues se ha postulado la posibilidad de que
éste inhiba la produccién de peréxido de hidrogeno por parte de la enzima glucosa
oxidasa (Sindi et al., 2019).

En lo relativo con los compuestos fendlicos totales, estos fueron analizados en
diluciones de miel y en extractos metandlicos obtenidos a partir de una columna de
filtracion, de este modo, esta metodologia permite una separacion por fases de la miel,
de la que un gran porcentaje es retenido en la columna de filtracion, mientras que la
adicion final de metanol permite que se extraiga la mayor cantidad posible de
compuestos fendlicos, lo que posibilita que, al momento del analisis, no existan errores
relacionados a la lectura producto de la composicién quimica de la miel, que dada su
heterogeneidad y variabilidad es propensa a poseer compuestos cuya actividad pueda

ser leida en simultaneo, afectando el objetivo del andlisis.

Se analizé el efecto de los compuestos fendlicos totales presentes en las mieles
para determinar alguna relacion con la actividad antibacteriana demostrada, y usarlo
como una estimacion de la eventual actividad antioxidante que estas mieles pudieran

poseer.

En este caso, los resultados obtenidos para la miel monofloral de Ulmo difieren de
los encontrados en estudios previos realizados a extractos de la misma miel, en los que
se ha encontrado al menos el doble de concentracion que en esta investigacion
(Velasquez et al., 2019), sin embargo, los resultados siguen siendo similares a los

encontrados previamente en miel de Manuka (83,19 + 12,03 mg GAE/100 g) (Jantakee
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& Tragoolpua, 2015) Esta disminucién podria deberse a que este analisis, a diferencia

de los anteriormente mencionados, se realizé en base a una miel diluida, y no un extracto.

En el caso de la miel de Quillay, los resultados obtenidos difieren levemente de
estudios realizados con anterioridad, en los que se ha descrito, por ejemplo, 56.6 = 0.25
mg GAE/100 g para mieles monoflorales de esta especie (Bridi et al., 2017). En este
estudio se encontraron mayores concentraciones (77,1+2,2 mg GAE/100), esto podria
deberse a que la miel es un producto natural y su composicion y propiedades pueden
variar por otras razones ademas de la fuente floral, como las condiciones
edafoclimaticas, geograficas o el procesamiento mismo de la miel (Gheldof y Engeseth,
2002).

Las mieles de Ulmo y Quillay poseen propiedades antioxidantes que se ha
confirmado estan relacionadas con su contenido total de compuestos fendlicos, como
ocurre en general con las mieles monoflorales ((Velasquez et al., 2019; Bridi et al., 2017).
En este caso, y considerando esta informacién y los valores obtenidos con los ensayos
realizados en miel diluida, es posible estimar propiedades antioxidantes semejantes a
las descritas para las dos mieles utilizadas como sujeto de comparacion. Con respecto
a los extractos, estos arrojaron valores notoriamente inferiores a los descritos en
literatura, muy probablemente producto de una mala filtracion en la columna de Amberlita

XAD-2 o recuperacion de los compuestos fendlicos en el proceso realizado con metanol.

En relacion con el andlisis de las muestras con polivinilpolipirrolidona (PVPP) (ver
Tabla 3), este entreg6 valores negativos para las mieles de Yaqui y multifloral, esta
situacion puede darse debido a que la miel no es un producto completamente
homogéneo y tiende a precipitar pasados unos minutos tras la preparacion de la
disolucion, pudiendo generar lecturas erréneas. Para el resto de las mieles, tras la
adicion de PVPP se puede observar una disminucién de las concentraciones obtenidas,
esto nos indica que tanto en la dilucidon de miel como en los extractos metandlicos
elaborados a partir de ellas, podria existir una importante influencia de compuestos no

fendlicos que alteran la lectura de la muestra (Bridi et al., 2017).

Con respecto a los parametros fisicoquimicos de las muestras de miel analizadas,

estas cumplen tanto con los parametros entregados por el Instituto Nacional de
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Normalizacién y el Reglamento Sanitario de los Alimentos en Chile, homologado con el

Codex Alimentarius.
7 CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en esta investigacion permiten concluir en relacion con
las hipotesis que se han propuesto, que las mieles de Eucryphia glutinosa, Colletia hystrix
y Weinmannia trichosperma poseen actividad antibacteriana significativa al igual que la

miel de Quillaja saponaria, ante las diferentes bacterias analizadas.

Las mieles de Eucryphia glutinosa, Colletia hystrix y Weinmannia trichosperma
poseen actividad antibacteriana inferior a la miel de Eucryphia cordifolia, ante las

bacterias Pseudomona aeruginosa y Enterobacter cloacae.

La miel multifloral utilizada en este estudio demostro actividad estadisticamente
significativa a la obtenida con las mieles monoflorales y aquellas utilizadas como

comparacion ante las bacterias Klebsiella pneumonia y Staphylococcus aureus

Los resultados obtenidos en el analisis de compuestos fendlicos totales indican
concentraciones similares entre las mieles en estudio y aquellas utilizadas como
comparacion, esto sugiere que las mieles en estudio podrian poseer actividad
antioxidante similar a la descrita para mieles de Ulmo y Quillay, debido a que, en la gran
mayoria de las mieles monoflorales, su actividad antioxidante se relaciona directamente

con la concentracion de compuestos fendlicos.

Con respecto al analisis fisicoquimico, podemos concluir que todas las mieles
cumplen con los estandares establecidos por el INN y el RSA homologado al Codex

Alimentarius.

Finalmente, la presente investigacion entrega informacién sobre la capacidad
antibacteriana de las mieles recientemente descubiertas de Guindo Santo, Tineo, Yaqui
y multifloral, las que presentan actividad antibacteriana en todos los ensayos realizados,
principalmente la miel multifloral, ésta presenta una actividad estadisticamente
significativa si se compara con las mieles de Ulmo y Quillay, destacando los resultados

obtenidos ante Klebsiella pneumonia. Ademas, se logré determinar un aumento en la
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concentracion de peréxido de hidrogeno con el tiempo, que en proximos estudios podria
evidenciar un aumento en la actividad antibacteriana descubierta en esta investigacion.
En relacion con los compuestos fendlicos totales, se lograron determinar para las mieles
en estudio y aquellas usadas como comparacion, los resultados obtenidos indican que
podria existir actividad antioxidante similar en todas las mieles, son necesarios estudios

posteriores para corroborar esta aseveracion.
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ANEXO

Composicion polinica de la miel multifloral.
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Familia Espectro polinico Nombre comun |N° Pollen % Presencia Habito Origen
Boraginaceae |Echium vulgare Hierba Azul 250 19% Herbaceo | Adventicia
Fabaceae Galega officinalis Galega 335 25% Herbaceo | Adventicia
Lamiaceae Mentha pulegium Poleo 156 12% Herbaceo | Adventicia
Myrtaceae Luma apiculata Arrayan 179 13% Arboéreo Endémica
Escalloniaceae |Escallonia revoluta Lun 85 6% Arbédreo
Asteraceae 42 3% Herbaceo
Boraginaceae |Selkirkia berteroi 66 5% Arboreo Endémica
Fabaceae Lotus pedunculatus Lotus 74 6% Herbaceo | Adventicia
Fabaceae Trifolium pratense Trebdl rojo 19 1% Herbaceo | Adventicia
Apiaceae Conium maculatum Cicuta 29 2% Herbaceo | Adventicia
Brassicaceae |Brassica napus Raps 22 2% Herbaceo | Adventicia
Fabaceae Sophora macrocarpa Mayo 33 2% Arboreo Endémica
Otros 42 3%
Total 1332 100%
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ecosistemas terrestres, gestionar sosteniblemente los bosques, luchar
contra la desertificacion, detener e invertir la degradacién de las tierras
y detener la pérdida de biodiversidad.

7. Garantizar el acceso a una energia asequible, fiable, sostenible y
moderna para todos.

8. Promover el crecimiento econdmico sostenido, inclusivo y
sostenible, el empleo pleno y productivo y el trabajo decente para
todos.

9. Construir infraestructuras resilientes, promover la industrializacion X
inclusiva y sostenible y fomentar la innovacion.

10. Reducir la desigualdad en los paises y entre ellos.

11. Lograr que las ciudades y los asentamientos humanos sean
inclusivos, seguros, resilientes y sostenibles.

16. Promover sociedades pacificas e inclusivas para el desarrollo

Paz sostenible, facilitar el acceso a la justicia para todos y construir a todos
los niveles institucionales eficaces e inclusivas que rindan cuentas.

17. Fortalecer los medios de implementacion y revitalizar la Alianza
Mundial para el Desarrollo Sostenible

Prosperidad

Asociaciones

Debe adjuntar este documento a su trabajo de tesis, tesina 0 memoria.



