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RESUMEN

Hoy en dia existe una creciente preocupacion mundial por la disminucion
sostenida de las abejas meliferas (Apis Mellifera). La desaparicion inexplicable
de estas en un corto plazo de tiempo se ha denominado “Sindrome de Colapso
de Colmena”, entre cuyas causas estaria el parasito microsporideo Nosema
ceranae al producir un estado de inmunidad deprimida a nivel individual y social
(colmena). La inmunidad social se asocia a sustancias que las abejas generan
en sus glandulas hipofaringeas y que depositan en los productos destinados a la
alimentacion de la colmena como la jalea real y la miel. Entre estos compuestos
estan el péptido antimicrobiano defensina-1 y la enzima glucosa oxidasa (GOX)
y cuya produccion se ve alterada por la infeccién con Nosema spp. Por tanto, la
miel es una solucién saturada de azucar que contiene ademas una mezcla
compleja de proteinas, aminoacidos, compuestos fendlicos, etc.; provenientes
tanto del néctar de flores ubicadas en el entorno geografico de las colmenas,

como del metabolismo de las abejas, siendo asi un reflejo de este.

Consecuentemente, esta memoria plantea que el analisis multifactorial de
algunos parametros fisico-quimicos relevantes de la miel permitira establecer
relaciones con la presencia de N. ceranae en las abejas que la produjeron, con
su actividad antimicrobiana y/o con su origen geografico. El objetivo central del
trabajo fue caracterizar mieles de diferentes regiones del pais mediante sus
contenidos de prolina, actividad de GOX, defensina-1 y compuestos

fluorescentes y establecer las citadas relaciones.

Se implementaron y aplicaron de manera satisfactoria métodos para la
determinacién de prolina, acumulacion de H202 (evidencia de la actividad de
GOX) y presencia de defensina-1 en mieles de la VI y X regiones del pais;
basados en espectroscopia UV-visible y calibracion de orden cero y primer orden.
Para estos ultimos se obtuvieron limites de cuantificacion diez veces menores

que para los de orden cero.
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Los contenidos de prolina en las mieles (224 a 694 mg/kg) fueron mayores
al minimo indicado por las normas para considerarla como genuina, auténtica y
madura (180 mg/kg). La acumulacion de H202 fluctué desde no detectada y 381
Mg por cada 100 g de miel por hora. La determinacion del contenido de péptidos
antimicrobianos se realizé solo en las muestras de la X Region, ya que en estas
se determin6 ademas su actividad antimicrobiana; obteniendo valores entre 16,6
y 25,9 mg/kg. Por otra parte, los perfiles de fluorescencia total de las mieles
analizados mediante resolucion multivariada de curvas (MCR), presentaron
cuatro componentes asignados a aminoacidos aromaticos (principalmente
triptéfano), riboflavina, compuestos fendlicos y productos de las reacciones de
Maillard.

El analisis de componentes principales (PCA) de los parametros obtenidos
para mieles de la VI Region (prolina, areas relativas de los cuatro componentes
fluorescentes, acumulacion de H202 y presencia de N. ceranae en las abejas)
mostrd una relacién directa entre la presencia de la infeccion y la acumulacién de
H202, lo cual indica que la infeccidén incrementaria la produccion y/o actividad de
GOX. La variabilidad observada para los demas parametros se debe
principalmente al tipo de alimentacion y al entorno en el que se desenvuelve la
abeja, por lo que permitieron una clasificacion inicial de las mieles por su origen
geografico. Por su parte, el PCA de los parametros obtenidos para las mieles de
la X Region (los antes indicados mas concentracion de defensina-1 y actividad
antimicrobiana) mostré una relacion directa entre la actividad antimicrobiana, la
cantidad de defensina-1 y la acumulacién de H202 en la miel; lo que indica que
ambos factores contribuyen de manera significativa y complementaria a su
actividad antimicrobiana, donde el primero tiene accién sobre bacterias Gram
positiva con efectividad variable, mientras que el H202 es de “amplio espectro”

sobre otras bacterias.

XV



ABSTRACT

Today there is a growing global concern about the steady decline of
honeybees (Apis Mellifera). The unexplained disappearance of these in a short
period of time has been called “Colony Collapse Disorder”, among whose causes
would be the microsporidea parasite N. ceranae to produce a state of immunity
depressed at individual and social level (hive). Social immunity is associated with
substances that bees produce in their hypopharyngeal glands and placed in
products intended for feeding of the hive as royal jelly and honey. Between these
compounds are the antimicrobial peptide defensin-1 and the enzyme glucose
oxidase (GOX) and whose output is altered by infection with Nosema spp.
Therefore, honey is a saturated sugar solution also contains a complex mixture of
proteins, amino acids, phenolic compounds, etc.; both from the nectar of flowers
located in the geographical environment of the hive, like bees metabolism, thus

being a reflection of this.

Consequently, this report proposes that the multifactorial analysis of some
relevant physico-chemical parameters of honey will establish relations with the
presence of N. ceranae on bee that produced it, with its antimicrobial activity
and/or geographical origin. The main objective of the study was to characterize
honeys from different regions of the country through its contents proline, GOX

activity, defensin-1 and fluorescent compounds and establish these relationships.

They were implemented and applied satisfactorily methods for determining
proline, accumulation of H202 (evidence of GOX activity) and presence of
defensin-1 in honeys of VI and X regions; based UV-visible spectroscopy and
calibration of zero order and first order. For the latter limits of quantification

obtained were ten times lower than for zero order.
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Proline content in honey (224 to 694 mg/kg) were higher than the smallest
value indicated by the norm to be considered as genuine, authentic and mature
(180 mg/kg). H202 accumulation ranged from undetected to 381 ug per 100 g of
honey per hour. The determination of antimicrobial peptides was performed only
in samples from the X region, since in these antimicrobial activity it was also
determined; obtaining values between 16.6 and 25.9 mg/kg. Moreover, total
fluorescence profiles of honeys analyzed by multivariate curve resolution (MCR),
presents four components assigned to aromatic amino acids (mainly tryptophan),

riboflavin, phenolic compounds and products of the Maillard reactions.

The principal component analysis (PCA) of the parameters obtained for VI
region honeys (proline, relative areas of the four fluorescent components,
accumulation of H202 and presence of N. ceranae in honeybees) showed a direct
relationship between the presence of infection and accumulation of H202,
indicating that infection increase the production and/or activity of GOX. The
variability observed for other parameters are mainly due to the type of food and
the environment in which the bee unfolds, so they allowed an initial classification
of honey by their geographical origin. Meanwhile, the PCA of the parameters
obtained for honeys from the X region (the above more defensin-1 concentration
and antimicrobial activity) showed a direct relationship between the antimicrobial
activity, the amount of defensin-1 and the accumulation of H202 in honey; It is
indicating that both factors contribute significantly and complementary way to their
antimicrobial activity, where the first acts on Gram positive bacteria with varying

effectiveness, while H20: is "extended spectrum" on other bacteria.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad existe una creciente preocupacion por la disminucion
sostenida de la poblacién de insectos polinizadores ocurrida en los ultimos afios,
entre las cuales se encuentran las abejas meliferas (Apis mellifera) que son
esenciales para la produccion agricola, polinizando de manera eficiente sus

cultivos.

La disminucién de polinizadores produce efectos adversos sobre la
cantidad y la calidad de la produccion de frutas y semillas, provoca un déficit en
la biodiversidad de la produccion agricola y un decrecimiento en la cantidad y
diversidad de los alimentos. Existen diversos trabajos que dan cuenta de la
relacion que existe entre cultivos y polinizadores. En un estudio realizado sobre
1330 especies vegetales de origen tropical se determiné que el 70% de estas ven
mejorada su produccién por accion de los polinizadores (Roubik, 1995). Otro
estudio realizado sobre 264 cultivos concluyé que la produccion del 84% de éstos
es dependiente de los polinizadores (Williams, 1994). En el mismo sentido, se
observo que la polinizacién realizada por insectos incrementa la cantidad y la
calidad de frutos y semillas en 39 de los 57 principales cultivos en el mundo, que
corresponden al 35% de la produccién mundial de cultivos de alimentos (Klein y
col., 2007). En otro estudio se observé la disminucidn en paralelo de especies
polinizadoras y los cultivos que éstos polinizaban en Reino Unido y Holanda
(Biesmeijer y col., 2006).

Por otra parte, se ha reportado que el numero de colonias de abejas
meliferas ha disminuido entre un 15y 30% entre 1985 y 2005 en locaciones en
Italia, Austria, Francia, Alemania, Holanda, Suecia y Hungria. Mientras que en

Estados Unidos se ha observado que el numero de colmenas ha disminuido



desde 6 millones a 2,3 millones desde 1940 a 2008 (Figura 1) (Pettis y Delaplane,
2010).

Managed Honey Bee Colonies in the United States
{National Agricultural Statistics Service)
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Figura 1. Grafico del numero de colmenas de abejas meliferas manejadas (en
millones) en estados unidos entre 1945 y 2008 reportado por el servicio nacional de
estadisticas agricolas USDA. No hay registros del nimero de colmenas entre 1982y

1985 (Pettis y Delaplane, 2010).

La desaparicién inexplicable en un corto plazo de tiempo de abejas
meliferas es un fendmeno conocido como el “Sindrome de Colapso de Colmena”.
Este se caracteriza por la rapida pérdida de abejas adultas (evidenciado por el
exceso de la poblacién de crias en relacién a la cantidad de abejas adultas),
ausencia de abejas obreras muertas dentro y en los alrededores de la colmena,

la tardia invasién de plagas a la colmena (escarabajos pequefios y polillas de la



cera) y ausencia de cleptoparasitismo (robo de alimentos) de abejas de colmenas

vecinas.

La causa de este fendbmeno no ha sido determinada de manera
concluyente y es probable que se deba a una combinacion de diversos factores
de estrés que contribuyen a la pérdida de abejas. Dentro de las causas probables
se encuentran el cambio climatico (extensos periodos de lluvia o clima humedo),
pérdida de diversidad genética de las abejas meliferas (debido al manejo humano
y uso de reinas inseminadas artificialmente), falta de acceso a fuentes de
alimentos, parasitos (principalmente el microsporideo Nosema ceranae) y uso de
insecticidas de ultima generacion (neonicotinoides de estructura quimica similar
a la nicotina, agonistas del receptor de acetilcolina y cuyo principal representante
es el imidacloprid). Estas dos ultimas revisten gran interés debido a la alta
probabilidad de una relacion sinérgica negativa sobre la sobrevivencia de las

abejas.

El microsporideo N. ceranae es un parasito relativamente nuevo en Apis
mellifera, en comparacion al Nosema apis que ha estado presente en esta desde
mucho antes. En estudios comparativos de infeccién causada por N. ceranae y
N. apis, se ha observado que en abejas infectadas con el primero de éstos el
estrés energético es mayor (reflejado en el aumento de la demanda alimenticia
medido como consumo de jarabe de azucar) al igual que la tasa de mortalidad
(Alaux y col., 2010b; Higes y col., 2011). Esto indica que la infeccion por el
parasito N. ceranae es mas virulenta que por N. apis. Estudios demuestran que
la infeccion por N. ceranae en Apis mellifera disminuye significativamente la
presencia de péptidos antimicrobianos, tales como abaecina e hymenoptaecina,
mientras que la infeccidon por N. apis disminuye la expresion del péptido
antimicrobiano defensina-1, los que son sintetizados en la abeja en respuesta a
una infeccion por bacterias, hongos o parasitos (Higes y col., 2009). También se

observo la disminucion significativa en la actividad de la enzima glucosa oxidasa



(GOX), que es un marcador de la activacién de la respuesta inmunocelular y cuya
actividad en la miel, donde es depositada por las abejas, ayuda a mantener una
inmunidad social dentro de la colmena (Alaux y col., 2010a). Estos resultados
demuestran que la infeccion con N. ceranae suprime parcialmente los

mecanismos de defensa celular y humoral de las abejas.

Por otra parte, se ha estudiado la posible relacién sinérgica entre la
infeccidn con el parasito N. ceranae y la exposicién de las abejas a pesticidas
neonicotinoides. Se ha observado que en abejas infectadas con el parasito y
expuestas a niveles bajo la dosis letal de imidacloprid, hay una mayor produccién
de esporas de aquel (Pettis y col., 2012) (aunque otros estudios muestran una
leve inhibicion de la germinacion de esporas en presencia del pesticida (Alaux y
col., 2010). En este sentido, se ha observado que colonias expuestas a pesticidas
neonicotinoides e infectadas con N. ceranae presentan una mayor proporcion de
abejas infectadas que las colonias no expuestas a estos pesticidas (Sheppard y
col., 2012). Ademas, la concentracién de proteinas en la cabeza de las abejas
infectadas y la actividad de la GOX decrecen significativamente (Alaux y col.,
2010). En otro estudio, se observdé que la cantidad de carbohidratos y
aminoacidos presentes en la hemolinfa de abejas infectadas con N. ceranae se
ven alterados, particularmente los contenidos de prolina y serina (Jabali y col.,
2012).

La miel es producida por las abejas utilizando como materia prima el néctar
de las flores que colectan y almacenan. Varios de los compuestos presentes en
el néctar presentan fluorescencia, por lo que ha sido posible caracterizar la
procedencia de la fuente alimenticia de las abejas por medio del analisis de
fluorescencia de la miel (Lenhardt y col., 2015). Ademas del néctar como materia
prima, la miel es enriquecida con algunos compuestos que las mismas abejas

producen en las glandulas hipofaringeas ubicadas en su cabeza y que ayudan a



la inmunidad de la colmena, entre estas la GOX y el péptido antimicrobiano

defensina-1 (Kwakman y col., 2010; Kwakman y Zaat, 2012).

En cuanto al péptido antimicrobiano defensina, en la abeja melifera se han
descrito dos tipos denominados defensina-1 y defensina-2, que poseen una masa
molecular de 5,5 y 4,8 kDa, respectivamente (llyasov et al., 2012). La defensina
1 posee 3 isoformas: la primera corresponde a la isoforma que se encuentra en
la hemolinfa de la abeja; las otras dos se denominan royalisina. Una de estas,
identificada como Ro-F (5525,1 kDa), se encuentra en la jalea real (Fujiwara y
col.,, 1990). Posee 51 residuos de aminoacidos, entre los que se cuentan
triptéfano, tirosina y seis cisteinas que forman tres puentes disulfuro dentro de su
estructura, lo que hace al péptido muy compacto y particularmente estable a la
temperatura y cambios de pH (llyasov y col., 2013). Se ha descrito que posee
una actividad antimicrobiana principalmente contra bacterias Gram positivas. La
defensina-1 también ha sido encontrada en miel (sin indicar su isoforma) y
contribuye a las propiedades antibacterianas del producto (Kwakmany col., 2010;
Kwakman y Zaat, 2012). La defensina-1 solo se expresa en las glandulas
toracica, mandibular e hipofaringea de las abejas, desde donde es vertida a la
jalea real y la miel, lo que demuestra una expresion tejido-especifica (Klaudiny y
col., 2005).

De acuerdo a lo anterior, la miel es esencialmente una solucién acuosa
concentrada de azucar que también contiene una mezcla compleja de enzimas,
péptidos antimicrobianos, aminoacidos (siendo el mas abundante la prolina, 50 a
80% del total), varios compuestos fluorescentes, compuestos volatiles,
pigmentos y polen. Esto significa que la composicién de la miel es un reflejo del
estado metabdlico de las abejas. Como se ha comentado anteriormente este
estado se modifica significativamente por la infeccion con N. ceranae,
particularmente una disminucion de la actividad GOX y los cambios en el perfil
de aminoacidos. Asi, la actividad de GOX, el nivel de prolina y la presencia de



defensina-1 podrian ser considerados como marcadores quimicos de la infeccion
por N. ceranae en las abejas y podrian detectarse en la miel como receptor final.
Ademas estos parametros, en adicién a los compuestos fluorescentes presentes,
permitirian caracterizar y clasificar las mieles y ser relacionados con su actividad

antimicrobiana.

Extraer la informacion relevante desde muestras complejas como lo es la
miel y posteriormente establecer las relaciones entre los diferentes parametros,
puede ser abordada de mejor forma mediante el uso de herramientas
quimiométricas. Entre estas se cuentan los minimos cuadrados parciales (PLS)
el analisis de componentes principales (PCA) y la resolucion multivariada de
curvas (MCR).

El objetivo de esta memoria es caracterizar mieles de diferentes regiones del pais
mediante la determinacion de parametros fisico-quimicos relevantes (prolina,
actividad de GOX, perfil de fluorescencia, péptidos antimicrobianos del tipo
defensina) y establecer relaciones con la presencia de N. ceranae en las abejas

que la produjeron, con su actividad antimicrobiana y/o con su origen geografico.

Consecuentemente, la determinacion de los citados marcadores en la miel
constituiria una herramienta analitica que ayude a la deteccidon de la nosemosis
en las abejas, apoyar estudios sobre la infeccidn por este parasito y el gran dafo
que produce en abejas y eventualmente clasificar las mieles segun su origen

geografico.



2. MARCO TEORICO

2.1Miel

La miel esta definida por el Codex Alimentarius como la sustancia dulce
natural producida por abejas meliferas a partir del néctar de las plantas o de
secreciones de partes vivas de éstas 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 y afieje.
Para la UE la definicion es basicamente la misma, solo que esta restringida a la

produccion de la Apis mellifera.

Existen distintas variedades de mieles que pueden caracterizarse segun
su origen en: miel de flores o miel de néctar que es la miel que procede del néctar
de las plantas; miel de mielada que corresponde a la miel que procede en su
mayor parte de excreciones de insectos chupadores de plantas (Hemiptera)
presentes en las partes vivas de las plantas o de secreciones de las partes vivas

de las plantas.
Otra clasificacién segun la elaboracién o presentacion de la miel:

* Miel en panal: que es la depositada por las abejas en los alvéolos operculados
de panales recientemente construidos por ellas, o en finas hojas de cera en forma
de panal realizadas unicamente con cera de abeja, sin larvas y vendida en

panales, enteros o no.

* Miel con trozos de panal o panal cortado en miel: que corresponde a la que

contiene uno 0 mas trozos de panal.



* Miel escurrida: obtenida mediante el escurrido de los panales desoperculados,

sin larvas.
* Miel centrifugada: obtenida por la centrifugacion de los panales desoperculados.

* Miel prensada: obtenida mediante la compresion de los panales, sin larvas, con

o0 sin aplicacién de calor moderado, de hasta un maximo de 45 °C.

* Miel filtrada: que se obtiene eliminando materia organica o inorganica ajena a

la miel de manera tal que se genere una importante eliminacién de polen.

Por otra parte, se encuentra la miel para uso industrial, que es la miel
apropiada para este uso o para su utilizacion como ingrediente de otros productos
alimenticios que se elaboran ulteriormente, y que puede presentar un sabor o un
olor extrafio, o haber comenzado a fermentar o haber fermentado y haberse

sobre calentado.

La miel estda compuesta esencialmente de diferentes azucares, sobre todo
de fructosa y glucosa, asi como de otras sustancias, como acidos organicos
(principalmente acido glucénico), proteinas (enzimas), aminoacidos libres
(esencialmente prolina, que representa un 50-85% del total) y particulas sélidas
derivadas de su recoleccién. El pH de la miel en promedio es de 3,9 y se
encuentra en un rango de 3,4 a 6,1. El color de la miel puede tener desde un tono
casi incoloro a un tono pardo oscuro. Puede tener una consistencia fluida, espesa
o cristalizada (en parte o en su totalidad). El sabor y el aroma pueden variar, pero

se derivan del origen vegetal (Codex Alimentarius).

En la tabla 1 se muestran los principales constituyentes presentes en la
miel, los datos corresponden a mieles provenientes de Estados Unidos; sin

embargo, estas representan la composicidon basica de mieles en cualquier pais.



Tabla 1. Composicion de la miel (%).

Constituyentes Valor promedio Rango de variacion
Humedad 17,2 13,4-22,9
Fructosa 38,2 27,3-44,3
Glucosa 31,3 22,0-40,8
Sacarosa 2.4 1,7-3,0
Maltosa 7,3 2,7-16,0
Azucares superiores 1,5 0,1-8,5
Otras azucares 3,1 0-13,2
Nitrégeno 0,06 0,05-0,08
Minerales (cenizas) 0,22 0,20-0,24
Acidos libres* 22 6,8-47,2
Lactonas* 71 0-18,8
Acidos totales* 29,1 8,7-59,5

*medido en meqg/Kg

Las enzimas que se encuentran en la miel y su actividad se presentan en
la tabla 2. La actividad de estas enzimas en conjunto con la cantidad de
hidroximetilfurfural (HMF), producto de la deshidratacién de algunas azucares por
calentamiento de la miel, son de gran significancia para asegurar si las mieles
fueron o no sometidas a tratamientos con calor (Belitz y col., 2009); ya que las
primeras tienden a disminuir su actividad con este, mientras que el HMF se

incrementa.
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Tabla 2. Valor promedio de la actividad de enzimas presentes en la miel.

Numero Enzima Actividad*
1 a-glucosidasa 7,5-10
2 diastasa (a- y B-amilasa) 16-24
3 glucosa oxidasa 80,8-210
4 Catalasa 0-86,8
fosfatasa acida 5,07-13,4

*1: g de sacarosa hidrolizados por cada 100 g de miel por hora a 40°C; 2: g de almidén
degradado por cada 100 g de miel por hora a 40°C; 3: ug de H>O, formados por g de
miel por hora; 4: actividad catalitica/g de miel; y 5: mg P/100 g de miel liberado en 24

horas.

De acuerdo a las normas del Codex Alimentarius y del concilio relativo a

la miel de la UE, las caracteristicas o parametros que deben cumplir las mieles

se resumen en la tabla 3.
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Tabla 3. Parametros que deben cumplir las mieles para asegurar su calidad, de
acuerdo a las normas del Codex Alimentarius y del Concilio relativo a la miel de la

Union Europea.

Contenido de agua

en general

miel de breso (Calluna) y miel para uso industrial

miel de breso (Calluna) para uso industrial

Contenido de fructosa y glucosa (suma de ambos)

miel de flores

miel de mielada, mezclas de miel de mielada con miel de flores
Contenido de sacarosa

en general

falsa acasia (Robinia pseudoacacia), alfalfa (Medicago sativa), Banksia
de Menzies (Banksia menziessi), Sulla (Hedysarum), Eucalipto rojo
(Eucalyptus camaldulensis), Eucryphia lucida, Eucryphia milliganii,
Citrus spp.

espliego (Lavandula spp.), borraja (Borago officinalis)

Contenido de solidos insolubles en agua
en general

miel prensada

Conductividad eléctrica

miel en general y mezclas de estas

miel de mielada, miel de castafio y mezclas de las mismas excepto con
las mieles que se enumeran a continuacion:

madrofio (Arbustus unedo), argafa (Erica), eucalipto, tilo (Tilia spp.),
brezo (Calluna vulgaris), (Leptospermun), arbol del té& (Melaleuca spp.)

Acidos libres

en general

miel para uso industrial

Indice diastatico (escalade Schade)

en general, excepto para mieles de uso industrial

mieles con un contenido bajo de enzimas naturales (por ejemplo,
mieles de citricos) y un contenido de HMF no superior a 15 mg/Kg

HMF
en general, excepto para mieles de uso industrial

miel de origen declarado procedente de regiones de clima tropical y
mezclas de estas mieles

no mas del 20%
no mas del 23%

no mas del 25%

no menos de 60 g/100 g
no menos de 45 g/100 g

no mas de 5g/100 g
no mas de 10 g/100 g

nomas de 15g/100 g

no mas de 0,1 g/ 100 g

no mas de 0,5 g/100 g

no mas de 0,8 mS/cm
no menos de 0,8 mS/cm

no mas de 50 meqg/Kg
no mas de 80 meq/Kg

no menos de 8
no menos de 3

no mas de 40 mg/Kg
no mas de 80 mg/Kg
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2.2 Herramientas quimiomeétricas

2.2.1 Analisis por componentes principales, (PCA)

El PCA se emplea fundamentalmente con fines cualitativos para describir
un conjunto de muestras caracterizadas por varios parametros fisico-quimicos.
Este consiste en la descomposicion de una matriz X en dos matrices mas
pequefas, una de puntuaciones o scores (T) y otra de coeficientes o loadings (P)

como se muestra en la ecuacidon 1y se representa en la figura 2:

X=T.P (1)

Descriptores

Datos
(EJ: espectros)

selsaniy

Figura 2. Principios de PCA, descomposicion de la matriz de informacion.
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La matriz de puntuaciones tiene las siguientes propiedades:

1. El numero de filas es igual al numero de filas en la matriz original de datos,
usualmente corresponde al numero de muestras. Contiene informacién extraida

que permite visualizar las relaciones entre las muestras.

2. El numero de columnas es igual al numero de factores significativos de los
datos, puede ser desde 1 hacia arriba. Se puede extraer como maximo tanto
factores como parametros iniciales describen a cada muestra. Sin embargo, sélo
los primeros acumulan una mayor cantidad de informacion (variabilidad) debido

a la “compresion” de la informacion.

3. La suma de cuadrados de los elemento de cada columna de la matriz de
puntuaciones se relaciona con el numero llamado eigenvalue o auto-valor que
corresponde al peso o importancia del componente. Entre mayor sea el
eigenvalue mayor significancia tiene el componente, el componente principal es

determinado en orden de su significancia.

La matriz de coeficientes tiene las siguientes propiedades:

1. El nimero de columnas es igual al numero de columnas en la matriz de datos
original, usualmente el numero parametros iniciales que describen a las

muestras.

2. El numero de filas es igual al numero de factores significantes en los datos.

Cada fila corresponde a un componente principal.
3. La suma de los cuadrados de los elementos de cada columna es igual a 1.

Los componentes principales pueden ser representados
geomeétricamente. Una muestra, por ejemplo, puede ser representada en un

espacio de j dimensiones, donde cada eje de este nuevo espacio representa a
13



uno de los parametros originales que describen a la muestra. El primer
componente puede ser definido como el mejor ajuste lineal en este espacio multi-
dimensional. Las puntuaciones representan la distancia a lo largo de esta linea y
los coeficientes la direccion (angulo) de la linea recta. Si hay un solo componente
en una serie de muestras, todas las muestras se encontrarian aproximadamente
sobre la linea recta, por lo tanto, la intensidad de cada parametro descriptor se
relacionaria directamente con la concentracion. Es distinto, si hay dos
componentes, idealmente dos componentes principales seran calculados y
representados en los ejes de un plano. Y asi sucesivamente, si hay diez
componentes, diez componentes principales seran calculados y representados
en un espacio de diez dimensiones. La cantidad de componentes necesarios
para describir adecuadamente la matriz X se obtiene mediante validacién

cruzada (Brereton, 2000).

2.2.2 Minimos cuadrados parciales, (PLS)

PLS se utiliza para la construccion de modelos de calibrado de primer
orden, los que permiten cuantificar un analito en una muestra empleando como
informacion los espectros que ellas generan. Estos modelos de calibrado
(conocidos como calibrado de primer orden), permiten aumentar la selectividad y
disminuir los limites de deteccion en comparacion con el calibrado clasico de
orden cero que emplea un unico valor de absorbancia (A max). En el método PLS,
en lugar de modelar exclusivamente la variable x, se obtienen dos sets de

modelos de la forma,

X=T.P+E (2)
c=T.q+f (3)
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Donde g es analogo a un vector de coeficientes. Estas matrices se

muestran en la figura 3.

|
|

2
I X =1 T|*® t E

A

1 1
—> > -»>
. Al B
I c = I T + I f

Figura 3. Principios de PLS-1, representacién de los modelos obtenidos.

v-

Donde el producto de T y P se aproxima a los datos espectrales vy, el
producto de T y g se aproxima a las concentraciones reales del analito de interés.
Una caracteristica importante de PLS es que es posible obtener una matriz de
puntuaciones que es comun tanto para concentracion (c) como para las
mediciones (x). La suma de los cuadrados de las puntuaciones de cada sucesivo
componente es a menudo llamado eigenvalue o autovalor; aunque el autovalor
de PLS no es el mismo que el de PCA y dependera tanto del bloque x como del
bloque c (Brereton, 2000).
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2.2.3 Resolucion multivariada de curvas con minimos cuadrados
alternantes, (MCR-ALS)

MCR-ALS se puede emplear con fines cualitativos y cuantitativos para
describir un conjunto de muestras caracterizadas por espectros de distinta
naturaleza o diferentes parametros fisico-quimicos. Este descompone
matematicamente la respuesta instrumental para una mezcla en la contribucion
pura de cada componente involucrado en el sistema estudiado. Los datos para
el monitoreo espectroscdpico de un proceso quimico pueden ser organizado en
una matriz D (rxc), las filas r son los espectros registrados a través del proceso y
las columnas ¢ son las respuestas instrumentales medidos en cada longitud de
onda. La descomposicion de la matriz se lleva a cabo de acuerdo a la siguiente

ecuacion:

D=CST+E (4)

Donde C (rxn) es la matriz que describe como es la contribucién de las n
especies involucradas en el proceso, las cuales son espectroscopicamente
activas, en los cambios en las diferentes r filas de la matriz de datos (perfiles de
concentracion). ST (nxc) es la matriz que describe como la respuesta instrumental
de estas n especies cambia en las ¢ columnas de la matriz de datos (perfiles de
espectros puros). E (rxc) es la matriz residual, la cual contiene la varianza no

explicada por el producto C ST.

La ecuacion (4) puede ser resuelta iterativamente por medio de

optimizacién ALS. El procedimiento general de ALS es el siguiente:

1. Determinacién del numero de componentes en X (determinado usando PCA o

conocido de antemano).

2. Generacion de estimaciones iniciales (Ej: matriz tipo-C).
16



3. Calculo de ST bajo restricciones.

4. Calculo de C bajo restricciones.

5. Reproduccion de X a partir del producto CST.

6. Volver al paso 3 hasta alcanzar la convergencia.

Por lo tanto, el modelo de MCR-ALS consiste en resolver los siguientes

dos problemas de minimos cuadrados bajo las restricciones adecuadas.

Min “C ”XPCA -C'ST " ®)

Min °ST || Xpca - "C"ST || (6)
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3. HIPOTESIS

El analisis multifactorial de parametros fisico-quimicos relevantes de la
miel (prolina, actividad de glucosa oxidasa, perfil de fluorescencia y péptidos
antimicrobianos del tipo defensina) permitira establecer relaciones con la
presencia de Nosema ceranae en las abejas que la produjeron, con su actividad

antimicrobiana y/o con su origen geografico.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivos generales

Caracterizar mieles de diferentes regiones del pais mediante Ila
determinacién de algunos parametros fisico-quimicos relevantes y establecer su
relacion con la presencia de N. ceranae en las abejas que la produjeron, con su

actividad antimicrobiana y/o con su origen geografico.

4.2 Objetivos especificos

1. Implementar un método para la determinacién de prolina libre en miel basado

en su reaccion con ninhidrina y espectroscopia UV-visible.

2. Implementar un método para la determinacién de la actividad de GOX en miel,
mediante un acoplamiento a la reaccion catalizada por peroxidasa vy

espectroscopia UV-visible.

3. Implementar un método para la determinacion de péptidos antimicrobianos del
tipo defensina en miel, mediante su separacién por tamafo y posterior deteccion

de puentes disulfuro.

4. Determinar el perfil de fluorescencia total de las mieles y analizarlo mediante
MCR-ALS.

5. Determinar el contenido de prolina, actividad de la GOX y concentracion
relativa de compuestos fluorescentes en mieles de la VI Region elaboradas por

abejas sanas e infectadas por N. ceranae y evaluar sus relaciones mediante PCA.
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6. Determinar el contenido de prolina, concentracion relativa de compuestos
fluorescentes, presencia de péptidos antimicrobianos del tipo defensina, actividad
de GOX y actividad antimicrobiana en mieles de la X Regién y evaluar sus

relaciones mediante PCA.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Materiales

5.1.1 Reactivos

1. Prolina 99%, Sigma-Aldrich.

2. Ninhidrina, apto para deteccion de aminoacidos, Sigma-Aldrich.
3. Orto-dianisidina 95%, Sigma-Aldrich.

4. peroxidasa 150 U/mg, Sigma-Aldrich.

5. Cisteina 97%, Sigma-Aldrich.

6. 4-DTDP 98%, Sigma-Aldrich.

7. Mono metil éter etilenglicol 99,5%, Merk.

8. 2-propanol 99,9%, Merk.

9. Perdxido de hidrégeno 30% v/v, Merk.

10. Acido férmico 98%, Merk.

11. Acido acético 99,8%, Merk.

12. Acido clorhidrico 37% m/v, Merk.

13. Boro hidruro de sodio 96%, Merk.

14. Hidroxido de sodio 99%, Merk.

15. Fosfato mono acido de sodio 99,5%, Merk.

16. Insulina comercial 100 Ul/mL, Actrarapid®, NovoRapid® Flexpen®.
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3.

4.

5.1.2 Materiales

. Materiales de vidrio de uso general y volumétrico clase A.

. Micropipeta de desplazamiento de aire 20-200 yL y 100-1000 L.
. Viales de vidrio ambar, tapa rosca y contratapa de teflén.

. Tubos de ensayo de vidrio con tapa rosca.

. Papel filtro.

. Tubos Amicom Ultra-15 de 3y 10 KDa, Merk.

5.1.3 Equipos

. Balanza analitica modelo 405M-200AS (+ 0,001 g), Precisa.

. Balanza de precisién modelo 4000C (+ 0,00001 g), Precisa.

pHmetro Oakton (Vernon Hills, USA) modelo pH 1100.

Microondas Milestone, modelo MLS-1200 MEGA, mdédulo de escape de gases

modelo EM-45/A, monitor de control modelo MEGA-240 y rotor de polipropileno

6.

Espectrofotometro UV-Vis Agilent Technologies, modelo Cary 8454, equipado

con lampara de tungsteno y deuterio y detector de arreglo de diodos.

7.

Espectrémetro de fluorescencia Varian, modelo Cary-Eclipse equipado con

dos monocromadores Czerny-Turner y una lampara de destello de xendn,

conectado a un computador mediante interfase serial IEEE 488 (GPIB).
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5.1.4 Software

1. Matlab v7.6.0.324 (R2008a), The MathWorks, Inc., fue utilizado para analisis
multivariado por medio de los algoritmos PLS-1 y MCR-ALS.

2. The Unscrambler v9.7, CAMO software AS., fue utilizado para realizar analisis

por componentes principales PCA.

3. STATGRAPHICS Centurion XVI v16.1.03, Stat Point Technologies, Inc., fue

utilizado para analisis de datos y construccidn de curvas de calibrado.

4. OriginPro8 v8.0724 (B724), OriginLab Corporation, fue utilizado para analisis

de datos y obtencion de graficos.

23



5.1.5 Muestras

Por una parte se recolectaron muestras de mieles y abejas en 31 colmenas
de 9 apiarios, provenientes de 4 sectores distintos de la VI Region, durante el
mes de noviembre de 2015, los lugares donde se realizo el muestreo se observan
en la figura 4. Los detalles de las muestras se resumen en la tabla 4. En estas
muestras de miel se determind la cantidad de prolina libre, acumulacién de
peréxido de hidrégeno y perfil de fluorescencia en miel, mientras que en las
correspondientes abejas se establecio la presencia del patdégeno N. ceranae. Los
datos obtenidos se emplearon para establecer relaciones entre los parametros
determinados en la miel y la presencia de la infecciébn por nosemosis y

caracterizar las mieles por origen geografico.
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Figura 4. Mapa de la VI Regién, donde se observan los sectores donde fueron
realizados los muestreos. Chimbarongo, Codegua, Peumo y Rengo.
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Tabla 4. Detalles de las muestras de miel recolectadas en la VI Region.

Sector Lugar Apiario Numero Coédigo Presencia Tipo de Cultivos agricolas
colmena Nosema Flor de cercanos
ceranae* néctar**
2 CLCH1 -
" : 3 CLC2 -
anue . manzanos y
La Cantera Lorca 4 CLC3 - polifloral cerezos
5 CLC4 -
Chimbarongo 8 CLC5 _
1 CLV1 -
La Vifa Manuel 6 CLV2 - polifloral manzanos y
Lorca cerezos
7 CLV3 +
1 CPF1 - manzanos,
La Punta La Falda polifloral almendros,
2 CPF2 - cerezos, naranjos
Codegua
1 CPT1 + manzanos,
La Punta Don Tofio polifloral almendros,
2 CPT2 - cerezos, naranjos
2 PQG2 - (**)
Los Canal 1 PQGA - (™) citrico y limoneros y
Quillayes Gonzalez 3 PQGB - () peumo naranjos
Peumo 4 PQGC - (™)
3 PQP3 - (*)
Il_os Pochito 1 PQPA +(*) citricoy Ilmoner.os y
Quillayes 2 PQPB - () peumo naranjos
3 PQPC + (*%)
1 RNCA1 -
2 RNC2 -
Las Nieves La Cantera quillay manzanos
3 RNC3 -
4 RNC4 -
1 RNE1 -
Rengo Las Nieves El Ultimo 2 RNE2 - quillay manzanos
4 RNE4 -
1 RNV1 -
Las Nieves El Valle 2 RNV . tebo manzanos
3 RNV3 -
4 RNV4 -

*Presencia de N. ceranae en abejas muestreadas en las correspondientes colmenas,
determinada de acuerdo a lo indicado en seccién.5.2.6.

**Tipo de néctar segun lo indicado por los apicultores, no corroborado por métodos
oficiales.
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(**) Los productores declararon presencia de nosemosis en sus colmenas en agosto de
2015.

Por otra parte se realizaron mediciones sobre 4 mieles provenientes de la
X Regiodn, cuyo origen floral es conocido y se muestra en la tabla 5. En estas
muestras se determiné la cantidad de prolina libre, acumulacion de perdxido de
hidrégeno, perfil de fluorescencia, péptidos antimicrobianos del tipo defensina y
la actividad antimicrobiana. Los datos obtenidos se emplearon para establecer
relaciones entre los parametros determinados y la actividad antimicrobiana en
estas mieles. Adicionalmente se analizé una quinta muestra la cual fue obtenida
de las colmenas pertenecientes al Laboratorio de Biomedicina de la Facultad de
Medicina, Universidad del Desarrollo (LBFM-UDD).

Tabla 5. Detalles de las muestras provenientes de la X Region y la
muestra del LBFM-UDD (XR5).

Muestra Origen geografico Origen floral
XR1 X Region Ulmo
XR2 X Regién Tineo
XR3 X Region Tiaca
XR4 X Region Alfalfa chilota
XR5 RM Polifloral
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5.2 Métodos

5.2.1 Determinacién de prolina libre en miel

La cantidad de prolina en miel se determind mediante el método
desarrollado por Ough (Ough, 1969), basado en la medicion espectrofotométrica
del complejo coloreado formado por la reaccion entre prolina y ninhidrina; al que

se le hicieron algunas modificaciones.

Para ello se prepard una solucion patron de prolina de concentracion de
1000 mg/L, a partir de la cual se toman las alicuotas correspondientes y se
diluyen con agua nanopure, para preparar soluciones estandar de prolina de
concentraciones entre 10 y 90 mg/L. Las soluciones obtenidas fueron utilizadas
para construir los modelos de calibracion. Por otra parte, se prepararon
disoluciones de miel de concentracién 10% m/v en agua nanopure, todas las

disoluciones fueron filtradas.

En un tubo de ensayo con tapa rosca se agregaron 0,5 mL de solucion
estandar de prolina o solucién de miel 10% m/v, a continuacion se agregaron 0,25
mL de acido férmico y 0,5 de solucion de ninhidrina al 3% m/v en mono metil éter
etilenglicol. Se taparon los tubos y éstos se llevaron a un horno de microondas
donde se calent6 la mezcla de reaccion durante 10 minutos utilizando 200 W de
potencia, luego se enfriaron rapidamente utilizando bano de agua fria. Una vez
que la mezcla de reaccidén se enfrio se agregaron rapidamente 5 mL de una
mezcla 2-propanol/agua (1:1), se agitd para homogenizar y se dejé por 35
minutos para permitir el desarrollo del color. Finalmente, se midi6 por
espectrometria UV-Vis, utilizando como blanco una mezcla de reaccién analoga

que no fue sometida a calentamiento por microondas. Se obtuvieron datos en
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una via (absorbancia a 513 nm), los que se utilizaron para construir un modelo
de calibracién univariado y para analizar las muestras; y datos en dos vias
(espectro de absorbancia entre 420 y 790 nm), los cuales fueron utilizados para
construir un modelo de calibracion multivariado mediante PLS y para analizar las

muestras.

5.2.2 Determinaciéon de la acumulacion de peréxido de hidrégeno en

miel como reflejo de la actividad de GOX

La determinacion del peroxido de hidrégeno acumulado en la miel por la
actividad de la GOX, se realizé mediante un método basado en la formacion de
un cromoforo por la reaccion de oxidacién de la o-dianisidina catalizada por
peroxidasa y su analisis por espectrometria UV-Vis (White y col.,1963; Kwakman
y col., 2010).

Para ello se prepard una solucién patron de peroxido de hidrégeno de 435
mg/L de concentracién, a partir de esta solucion se realizaron diluciones para
obtener soluciones estandar de concentraciones entre 2,2 y 17,4 mg/L
preparadas en buffer fosfato 0,01 M pH 6,5. Estas muestras se utilizaron para

construir la curva de calibrado.

Se prepararon soluciones de miel de concentraciéon 20% m/v en buffer
fosfato 0,01 M pH 6,5. Las soluciones obtenidas se filtraron y se recolectaron en
viales ambar, los que fueron almacenados durante 24 horas a temperatura
ambiente, permitiendo la formacién de perdéxido de hidrogeno por accion de la
GOX.

En un tubo de ensayo de tapa rosca se agregaron 0,5 mL de la solucion
estandar de peréxido de hidrogeno o de la solucion de miel 20% m/v preparada,

a continuacioén se agregaron 1,5 mL de buffer fosfato 0,01 M pH 6,5; ademas de
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0,5 mL de solucion de peroxidasa 0,05 mg/L (preparada a partir de solucion stock
de 1 mg/L en el mismo buffer) y 0,25 mL de solucion de orto-dianisidina 0,4
mg/mL (preparado inicialmente 1 mg/L), ambas soluciones preparadas in situ y
en buffer fosfato 0,01 M pH 6,5. La mezcla de reaccion se agitdo y se dejé
reaccionar por 10 minutos a temperatura ambiente. Se midi6 la absorbacia a 444
nm, utilizando como blanco una mezcla analoga reemplazando la solucién de
orto-dianisidina por buffer fosfato 0,01 M pH 6,5. Se obtuvieron datos en una via,

con los cuales se construyo una curva de calibrado y se analizaron las muestras.

5.2.3 Obtencién y analisis de matrices de excitacion-emisién de mieles

Se prepararon soluciones de miel al 10 y 20% m/v con agua nanopure, las
soluciones fueron filtradas. Luego se obtuvieron los espectros de excitacion-
emisién para las soluciones de miel por fluorescencia total, utilizando una celda
de cuarzo de 3 mL y paso 6ptico de 1 cm. La longitud de onda de excitacion
utilizada fue 220 a 450 nm cada 10, y de emision de 250 a 600 nm cada 2 nm,
con un slit de emision y de excitacion de 10 nm. A estos espectros se les elimind
la dispersion del Raileigh y Ramman primario y secundario mediante una rutina

de calculo usando matlab (espectros corregidos).

Los espectros de excitacion-emision corregidos de las distintas mieles
fueron concatenados de forma vertical (incremento del tamafio de las columnas
“column wise”) y analizados por MCR. Se aplicé inicializacidén con el espectro mas
puro (“pure method”), direccion espectros de emision (columnas), considerando
un 10% de ruido y ALS con no negatividad en ambos modos. El numero de
componentes extraidos fue determinado mediante PCA segun su importancia en
explicar la variabilidad de los datos (“eigenvalue”); a partir de ello se obtuvieron

modelos para describir la fluorescencia presente en las muestras de miel.
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5.2.4 Obtencion de la fraccion de mieles entre 3 y 10 KDa

Para obtener la fraccion de miel comprendida entre 3 y 10 kDa se procedio
de la siguiente forma. Se prepararon soluciones de miel de concentracion 20%
m/v en buffer fosfato 0,3 M pH 8,3, estas soluciones se filtraron y se vertieron 10
mL en un tubo Amicom ultra-15 ® con membrana de tamano de poro de 10 KDa.
Se realizé luego una ultrafiltracion a 4000 rpm por 40 minutos y el filtrado obtenido
fue vertido en un segundo tubo Amicom ultra-15 ® con membrana de tamafo de
poro de 3 KDa. Se realizé una nueva ultrafiltracion a 4000 rpm por 80 minutos y
un lavado con 5 mL de buffer fosfato 0,3 M pH 8,3 a 4000 rpm por 30 minutos.
La fraccion retenida entre 3 y 10 KDa se recuperd y reconstituyé a un volumen
de 1 mL con buffer fosfato 0,3 M pH 8,3. El esquema de ultrafiltracion se muestra

en la figura 5.

Eluato

v

Fil

10 ml de miel al 20% m/v Eluato
Ultrafiltracidén membrana 10 kDa Ultrafiltracidn membrana 3 kDa

Figura 5. Esquema de ultrafiltracion para la obtencion de la fraccion entre 3 y 10 KDa
de miel.
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5.2.5 Deteccion de péptidos antimicrobianos en la fraccion 3-10 KDa

5.2.5.1 Obtencién y analisis de matrices de excitacion-emision en

fracciones 3-10 KDa

Se obtuvieron las matrices de excitacion-emision para las fracciones de
miel 3-10 KDa, utilizando una celda de cuarzo de 0,4 mL y paso 6ptico de 1 cm,
el intervalo espectral utilizado fue de 250 a 450 nm cada 2 nm para la longitud de
onda de emision y de 220 a 350 nm cada 5 nm para la longitud de onda de
excitaciéon, con un slit de emisién y excitacion de 10 nm. La correccién de las
matrices y sus posterior analisis mediante MCR se realiz6 como lo indicado en el
punto 5.2.3.

5.2.5.2 Deteccidn y cuantificacion de puentes disulfuro en fracciones 3-10
KDa.

Se identificé la presencia de los puentes disulfuro que los péptidos
antimicrobianos del tipo defensina poseen mediante su reduccién con boro
hidruro de sodio y posterior formacion de un croméforo por la reaccion entre los
tioles formados y el reactivo 4-DTDP en medio acido (pH 4) (Riener y col., 2002;
Hansen y col., 2007).

Se prepard una solucién patron de cisteina de concentracién 1000 mg/L
en agua nanopure utilizando gotas de acido clorhidrico diluido para lograr su
disolucion. A partir de esta disolucion se tomaron alicuotas y se diluyeron en

buffer Acético 0,4 M pH 4 para obtener soluciones estandar de cisteina de
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concentraciones entre los 5 y 85 mg/L, las que se utilizaron para construir los

modelos de calibrado.

En un tubo de ensayo de tapa rosca se agregaron 0,3 mL de solucién
estandar o de muestra, y 0,05 mL de solucion de NaBH4 7 M, 1M NaOH vy se dejo
reaccionar a 50 °C durante 30 minutos. Posterior a la reaccion de reduccion, se
agregaron 0,02 mL de 2-propanol como antiespumante, 0,08 mL de HCI 6 My se
agitdé cuidadosamente asegurandose de eliminar todo el hidruro sobrante. En
seguida se agregaron 0,55 mL de buffer acético 0,4 M de pH 4 y 0,5 mL de
disolucién de 4-DTDP 1,8 mM (preparado inicialmente 18 mM en el mismo buffer)
en buffer acético 0,4 M pH 4, se agité y dej6 reaccionar durante 5 minutos para
formar el croméforo. Luego se analizé por espectrometria UV-Vis utilizando como
blanco una muestra analoga sin que esta haya sido sometida a la reduccion con
NaBHa, el que es reemplazado por buffer fosfato 0,3 M pH 8,3. Se obtuvieron
datos en una via (324 nm), los que se utilizaron para construir un modelo de
calibrado de orden 0 y para analizar muestras por este modelo, y datos en dos
vias (espectro entre 304 y 354 nm), los cuales fueron utilizados para construir un
modelo de calibracion de orden 1 por medio de la utilizacion del algoritmo PLS y

para analizar muestras a través de este modelo de calibracion.

Junto con analizar la fraccion 3-10 kDa de miel, se analizaron muestras de
insulina comercial de 100 Ul/mL (3,5 mg/mL) diluidas en buffer fosfato 0,3 M pH
8,3. Estas muestras se utilizaron para evaluar la eficiencia de la reaccion de
reduccion con boro hidruro de sodio y posterior formacion del cromoforo derivado

de la reaccion de los tioles obtenidos y 4-DTDP.
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5.2.6 Deteccion de Nosema ceranae en abejas

La presencia del parasito en las abejas se confirmé mediante un método
de amplificacion de material genético por reaccion en cadena de polimerasa

(PCR) en tiempo real, el que se realizé en el LBFM-UDD.

5.2.7 Actividad antimicrobiana en miel

La actividad antimicrobiana en las mieles de la X Region fue determinada
por el método de difusion en agar sobre bacterias gram positiva (Staphylococcus
aureus y Staphylococcus epidermidis) y gram negativa (Pseudomona aeruginosa

y Escherichia coli). Este analisis fue realizado en el LBFM-UDD.

5.2.8 Analisis de componentes principales

Se construyd una matriz de informacion conteniendo en las filas las
muestras analizadas y en las columnas los diferentes parametros evaluados para
cada muestra. Posteriormente se realizé un PCA sobre matriz de correlacion (se
estandarizan los descriptores por la desviacion estandar observada en cada uno
de éstos para que tengan la misma trascendencia) y utilizando la validacion

cruzada total para seleccionar el nUmero de componentes relevantes.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Determinacion de prolina libre en miel

La determinacién de la concentracion de prolina libre en miel se llevo a
cabo por medio de la formaciéon de un compuesto croméforo producido por la
reaccion entre prolina y ninhidrina (figura 6) acelerada con radiacion de

microondas y posterior medicidén por espectroscopia UV-Vis.

pralina ninhidrina croméforo
]
0

9]
<PHH‘]'/JLHDH ' :g)ij@ Acido férmico, &: “fi];éfN? II':'
- Oz il TR -
. NH 4 b J )&_ﬁ
: N

e
e

Figura 6. Esquema de reaccion entre ninhidrina y prolina.

En la figura 7a se muestran los espectros de absorbancia entre 420 y 790
nm para las muestras de calibrado, registrandose un maximo de absorbancia a
513 nm. A partir de esta informacion se construyé un modelo de calibrado de
orden 0, correlacionando los valores de concentracion con la intensidad de la
sefal observada a 513 nm, obteniéndose la curva de calibracién que se muestra

en la figura 7b.
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Figura 7. Espectros de absorbancia (a) y curva de calibracién (b) obtenidos a partir de
las muestras de calibrado para la determinacién de prolina en miel.

También se construyd un modelo de calibrado de orden 1 mediante PLS,
utilizando el intervalo espectral comprendido entre 420 y 790 nm (Figura 7a),
procurando obtener el menor error relativo de calibrado (REC) y bajo limite de
deteccion (LOD).

Con el fin de poder comparar los modelos de calibrado de orden cero y
primer orden se obtuvieron diferentes parametros de calidad como el coeficiente
de determinacion, la sensibilidad, el inverso de la sensibilidad analitica (SA) -,
LOD, limite de cuantificacion (LOQ) y el error relativo de calibrado (REC).
Ademas a partir del analisis de las muestras de miel con el calibrado de orden 1,
se obtuvieron igualmente (SA)', LOD y LOQ; siendo estos ultimos parametros
una aproximacidn mas cercana para condiciones reales de trabajo. Los

parametros obtenidos para ambos modelos se resumen en la tabla 6.

Los coeficientes de determinacion para el calibrado de orden cero (Abs =
0,016 [Pro] — 0,048) y de primer orden fueron 99,6% y 99,9%, respectivamente,
lo cual indica una alta correlacién lineal entre las variables y una gran variabilidad

de la respuesta explicada mediante ambos calibrados.
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Tabla 6. Parametros de calidad de los calibrados de orden cero y uno obtenidos para
la determinacion de prolina en miel.

Parametros de calidad para modelos de calibrado

Orden cero Orden uno Orden uno
(autoprediccién) (muestras reales)
R? (%) 99,6 99,9 -
Sensibilidad 0,016 0,091 0,092
(SA) ' (mg/L) 1,8 0,05 0,09
REC % 3,8 2,0 -
LOD (mg/L) 5,9 0,2 0,3
LOQ (mg/L) 18,0 0,5 0,9

Las (SA) -! de los modelos de calibracién fueron 1,8 y 0,05 mg/L para el
calibrado de orden cero y uno, respectivamente. Consecuentemente, el LOD para
el calibrado de orden 0 en auto-prediccion fue 5,9 mg/L, mientras que para el
calibrado de orden 1 fue 0,2 mg/L (36 veces menor) y 0,3 mg/L (19 veces menor)
al calcularlo a partir del residuo obtenido en muestras reales. Ello demuestra la
ventaja que tiene el modelo de calibrado de orden 1 ya que logra una mayor
sensibilidad y disminuyeron los LOD y LOQ en un orden de magnitud en
comparacion con el calibrado clasico de orden cero. Ademas la reaccion de
formacion del croméforo con la asistencia de radiaciéon de microondas para el
calentamiento, fue mas rapida que en el método convencional con bano de agua,

tomando sélo 10 minutos.

Se llevdé a cabo la determinacién de prolina sobre las 31 mieles
provenientes de la VI Regidn, las 4 mieles de la X Regién y la miel proveniente
de panales de la Facultad de Medicina de la Universidad del Desarrollo. Los

espectros obtenidos se muestran en la figura 8.
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Figura 8. Espectros de absorcion de las muestras de miel obtenidos para la
determinacién de prolina.

Una vez obtenidos los espectros de las muestras de miel, se utilizaron los
calibrados de orden cero y uno para obtener los valores de concentracién de

prolina libre. Los resultados se resumen en la tabla 7.

En las mediciones de prolina se observé que todas las muestras de miel
cumplen con la norma de calidad (minimo 180 mg/Kg para que una miel sea
considerada genuina, auténtica y madura). EI mayor valor registrado fue de 694
mg/L para la muestra RNC3 proveniente de Rengo de origen floral observado
quillay y el valor mas bajo fue de 224 mg/Kg para la muestra CLC4 procedente
de Chimbarongo y cuyo origen botanico observado es polifloral, ambos valores

obtenidos con el calibrado de orden 1.
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Tabla 7. Concentracion de prolina (mg/kg) en las muestras de miel predichas con los
calibrados de orden cero y uno y presencia de nosemosis en las colmenas respectivas.

Concentracion Concentracion
de prolina de prolina
Muestra  Orden Orden Nosemosis | Muestra | Orden Orden Nosemosis
cero uno cero uno
CLC1 353 351 - PQPB 490 486 - (™)
CLC2 402 401 - PQPC 621 613 + (*%)
CLC3 313 311 - RNCA1 540 535 -
CLC4 228 224 - RNC2 429 430 -
CLC5 323 322 - RNC3 703 694 -
CLV1 242 238 - RNC4 666 657 -
CLv2 276 272 - RNE1 516 511 -
CLV3 240 236 + RNE2 396 395 -
CPF1 525 522 - RNE4 471 467 -
CPF2 427 425 - RNV1 382 379 -
CPT1 619 614 + RNV2 513 507 -
CPT2 478 471 - RNV3 370 369 -
PQG2 510 504 - (™) RNV4 350 348 -
PQGA 626 615 - (™) XR1 362 360 -
PQGB 528 522 - (™) XR2 342 339 -
PQGC 480 475 - (™) XR3 493 492 -
PQP3 348 346 - (™) XR4 500 488 -
PQPA 650 640 + (*%) XR5 673 665 -
(**) Los productores declararon presencia de nosemosis en sus colmenas en agosto de

2015.

Se ordenaron los valores de prolina de las mieles muestreadas en la VI
Region por procedencia y origen floral con el fin de poder caracterizar a las mieles
del sector. El contenido promedio de prolina, valores maximos, valores minimos,

desviacién estandar y coeficiente de variacién se resumen en la tabla 8.
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Tabla 8. Valores promedio de prolina en mg/Kg, organizados de acuerdo al origen geografico y floral de las mieles

de la VI Region.
Sector Rengo, Rengo, Rengo, Chimbarongo, Chimbarongo, Codegua, Codegua, Peumo, Peumo,
Las Las Las La Cuesta, La Vina, La Punta, La Punta, Los Los
Nieves nieves, Nieves, Apiario Apiario Apiario Apiario  Quillayes, Quillayes,
HECAL, Apiario Apiario ManuellLorca Manuellorca LaFalda Don Apiario Apiario
Apiario  El La (n=5) (n=3) (n=2) Toino Pochito Canal
El Valle Ultimo Cantera (n=2) (n=4) Gonzalez
(n=4) (n=3) (n=4) (n=4)
Origen Tebo Quillay  Quillay Polifloral Polifloral Polifloral ~ Polifloral Peumoy Peumoy
floral Citrico Citrico
Promedio 401 458 579 322 249 474 543 521 529
Valor 507 511 694 401 272 522 614 640 615
maximo
Valor 348 395 430 224 236 425 471 346 475
minimo
Desviacion 72 58 120 65 20 68 101 135 60
estandar
Coeficiente 18 13 21 20 8 14 19 26 11
de
Variacion
(%)
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Los valores mostrados en la tabla son una buena forma de caracterizar las
mieles de esta region por su contenido de prolina. El valor promedio de prolina
mas alto registrado fue de 579 mg/Kg para las mieles del sector de Rengo que
tienen origen floral observado de quillay, mientras que el promedio de prolina mas
bajo fue de 249 mg/Kg de las mieles originarias de Chimbarongo cuyo origen
observado es polifloral. En varios de estos grupos se observa que existe una gran
variabilidad de los valores de prolina para muestras provenientes de un mismo
sector y similar origen floral, los valores de coeficiente de variacién dentro de los

grupos fluctuan entre 8 y 26%.

Por otra parte, no se observd una relacion entre el contenido de prolina en
las mieles y la presencia de nosemosis en las colmenas, ya sea considerando las
muestras en que efectivamente se comprobd la presencia de N. ceranae o
aquellas en que los propios productores declararon presencia de nosemosis, dos
meses antes de la recolecciéon de las muestras. Ello indica que la modificacion
en la concentracion de prolina en la miel que pudiese tener la infeccidon es

despreciable frente a la variabilidad por origen floral o geografico.
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6.2 Acumulacion de peréxido de hidrégeno en miel

El peréxido de hidrégeno que se acumula en la miel es producido por la
reaccion de oxidacion de glucosa para producir acido gluconico y peroxido de
hidrégeno, la cual es catalizada por la GOX (figura 9). Para que la enzima se
active y la reaccion proceda debe haber ocurrido una dilucién en la miel, debido

a que debe existir disponibilidad de agua y difusion del oxigeno molecular disuelto

en la miel.
glucosa
acido glucénico
CH;OH OH OH O peréxido de hidrégeno
o =
GOX,pH 6.5 H
OH + H.O0 + O2 » HO . ~on T+ He02
on OH T amb, 24 horas H H
OH OH
OH

Figura 9. Esquema de reaccién de oxidacion de la glucosa catalizada por la enzima
glucosa oxidasa.

La determinacién de la cantidad de perédxido de hidrogeno acumulado se
realizé por medio de la formacién de un cromaoforo por la reaccion de este con el
reactivo orto-dianisidina catalizada por la enzima peroxidasa (figura 10), y

posterior medicion de la absorbancia.
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o-dianisidina (forma reducida) o-dianisidina (forma oxidada)

NH, _NH
O + HoO Peroxidasa, pH 6.5 cho g _|_ 2 Hzo
HaCO OCHs 22 Tamb O OCH3
HN?

HaN

Figura 10. Esquema de reaccion entre o-dianisidina y peroxido de hidrogeno
catalizada por la enzima peroxidasa.

Los patrones se prepararon con peroxido de hidrogeno 30% v/v y sus
concentraciones fueron expresadas en ug del compuesto por cada g de miel por
hora (0,45 a 3,63 pg, de acuerdo a las condiciones de la preparaciéon de las
muestras indicadas en la seccion 5.2.2.). La curva de calibracion obtenida para

el maximo de absorbancia (444 nm) se presenta en la figura 11.

0.8 1

0.7

0.6

0.5 1

0.4 4

0.3

Absorbancia (UA)

0.2

0.1 1

00 T T T T T
0.0 0.5 1.0 15 2.0 25 3.0 3.5 4.0

Concentracion (ng/ g x h)

Figura 11. Curva de calibrado obtenida para la acumulacion de peréxido de hidrégeno
en miel.
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A partir del calibrado se obtuvieron parametros de calidad como el
coeficiente de determinacion, sensibilidad, (SA) !, REC, LOD y LOQ, los que se

resumen en la tabla 9.

Tabla 9. Parametros de calidad del calibrado para la determinacién de perdxido de

hidrégeno.
Parametros de calidad del Calibrado de
orden cero
R? (%) 99,8
sensibilidad 0,22
REC % 2,6
(SA)" ug/gxh 0,06
LOD ug/gxh 0,18
LOQ ug/gxh 0,55

La curva de calibracién obtenida (Abs = 0,22 [H202] + 0,004) presentd un
coeficiente de determinacion R? de 99,8%, lo cual da cuenta de la linealidad del
modelo y de la alta variabilidad explicada por este. Las (SA)", LOD y el LOQ
obtenidos por medio del error estandar de prediccion en las muestras de
calibrado fueron 0,055; 0,183 y 0,553 pg/ g x hora, respectivamente.

Se determind la acumulacion de peréxido de hidrogeno en las 31 mieles
de la VI Region, las 4 mieles de la X Region y la miel del LBFM-UDD. Los

resultados se muestran en la tabla 10.
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Tabla 10. Acumulacion de perdxido de hidrégeno en las muestras de miel (ug/ g %
hora) y presencia de nosemosis en las colmenas respectivas.

Muestra H202  Nosemosis Muestra H20: Nosemosis
CLC1 <0,18 - PQPB 2,70 - (*)
CLC2 <0,55 - PQPC 1,06 + (**)
CLC3 <0,18 - RNC1 <0,18 -
CLC4 <0,18 - RNC2 <0,55 -
CLC5 <0,18 - RNC3 <0,18 -
CLV1 <0,18 - RNC4 0,96 -
CLV2 <0,18 - RNE1 <0,18 -
CLV3 <0,55 + RNE2 <0,55 -
CPF1 <0,18 - RNE4 <0,18 -
CPF2 <0,18 - RNV1 <0,55 -
CPT1 <0,18 + RNV2 <0,55 -
CPT2 <0,55 - RNV3 0,64 -
PQG2 <0,18 - (*%) RNV4 <0,55 -
PQGA 2,34 - (") XR1 0,62 -
PQGB 3,81 - (**) XR2 1,07 -
PQGC 1,14 - (") XR3 0,56 -
PQP3 3,21 - (™) XR4 <0,18 -
PQPA <0,18 + (**) XR5 1,27 -

(**) Los productores declararon presencia de nosemosis en sus colmenas en agosto de
2015.

La mayoria de las muestras de Rengo, Chimbarongo y Codegua
presentaron una muy baja acumulacion de peroxido de hidrogeno, con valores
que estuvieron bajo el LOD (<0,18 ug/ g x hora) o entre el LOD y LOQ (<0,55 ug/
g x hora). Sdélo las muestras del sector de Peumo y las de la X Regidon mostraron
valores cuantificables, con un maximo de 3,81 ug/ g x hora. Las muestras se
encuentran por debajo del valor de acumulacién de peréxido de hidrégeno
reportado en bibliografia. Sin embargo, lo que se reporta en bibliografia presenta
distintas diluciones, por lo que se vuelve dificil comparar (por sobre 100 mg/L de
peroxido para diluciones de 30 y 50% m/v) (Belitz y col., 2009; Bang y col., 2003;

Kwakman y col., 2011). Cabe mencionar que la acumulacién de peroxido de
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hidrégeno se puede considerar como reflejo de la actividad de la enzima GOX,
por lo que esta fue apreciable sélo en estas ultimas muestras. Ademas se han
reportado mieles cuya acumulacion de peréxido de hidrégeno es muy baja o nula
(Kwakman y Zaat, 2012; Mahmoud y Owayss, 2006), lo que indica que lo

observado para las muestras de la VI Regién no es un hecho anémalo.

Por otra parte, se observd que la mayor acumulacion de perdxido de
hidrogeno se produjo en mieles recolectadas desde colmenas en las que
efectivamente se comprobd la presencia de N. ceranae (PQPC) y en las que los
propios productores declararon presencia de nosemosis, dos meses antes de la
recoleccion de las muestras. Ello indica que la infeccidn incrementaria la
produccion y/o actividad de GOX en las abejas y consecuentemente en la miel
que estas producen. Sin embargo, la fuente de alimentacién de las abejas podria
ser un factor que influye igualmente sobre la actividad de la enzima. Por ello se

requiere de un mayor numero de muestras para corroborar este hecho.

45



6.3 Analisis de matrices de excitacion-emision de mieles por
MCR-ALS

6.3.1 Mieles de la VI Region

Se obtuvieron los perfiles de fluorescencia de las soluciones de las 31
mieles provenientes de la VI Region al 10 y 20% m/v. El analisis mediante MCR
extrajo 4 componentes como los relevantes segun su eigenvalue, por lo que los
perfiles de fluorescencia de las mieles son bien descritos por un modelo de 4
componentes. Los cuatro componentes determinados se observan en la figura
12. El primero de éstos (azul) presenta una longitud de onda maxima de
excitacion de 288 nm y un maximo de emision de 348 nm, y se puede relacionar
con aminoacidos aromaticos presentes en la miel, particularmente triptéfano, el
que presenta longitudes de onda excitacidn/emision de intensidad de
fluorescencia maxima de 275 y 343 nm (Lenhardt y col., 2015). El segundo
componente (verde) corresponderia a la rivoflavina (vitamina B2), el que presenté
maxima excitacién y emision a 433 nm y 516 nm, respectivamente; ya que la
riboflavina pura muestra un par de excitacion/emision de 450/525 nm (Yang y
col., 2015). El tercer componente (rojo) presenta un maximo de excitacion de 320
nm de y de emisién de 410 nm, y estaria relacionado a los compuestos fendlicos
presentes en la miel, los que presentan maximos de excitacién y emision en el
rango de 240-360 nm y 260-500 nm respectivamente (Wang y col., 2010). El
cuarto y ultimo componente (cian) que tiene maximo de excitacién a 342 nmy de
emision a 467 nm corresponderia a productos de la reaccién de Maillard,
contenidos en un unico componente, los que presentan un maximo de excitacion
de 350 nm y de emisién de 440 nm (Birlouez-Aragon y col., 1998). Entre los
principales producto de la reaccidén de Maillard estan el hidroximetilfurfural (HMF),

producido por deshidratacion de las hexosas catalizada en medio acido, y la
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furosina que resulta de la hidrdlisis acida de compuestos de Amadori formados
por reaccion entre azucares reductores y lisina (Sanz y col., 2003). Para éstos se
han reportado maximos de excitacion y emisién de 395y 473 nm, y 370 y 426

nm, respectivamente (Lenhardt y col., 2015).

. .
Longitud de onda de excitacion {nm} Longitud de onda de emision {(nm}

Figura 12. Espectros de excitacion (a) y de emision (b) de los cuatro componentes
extraidos por MCR-ALS para las muestras de la VI Region. Aminoacidos fluorescentes
(azul), riboflavina (verde), compuestos fendlicos (rojo) y productos de la reaccién de
Maillard (cian).

Posteriormente, se obtuvo la concentracion relativa de los 4 fluoréforos en
cada una de las muestras. Para ello se obtiene el area bajo la curva de cada
componente y se le asigna arbitrariamente el valor de la unidad a los
componentes de la primera muestra (CLC1). En la figura 13 y tabla 11 se
observan los espectros de excitacion de los cuatro componentes extraidos por
MCR para las 31 muestras y los valores de concentracion relativa,
respectivamente. Se puede observar que en las muestras originarias de Peumo
(PQG y PQP) predomina la fluorescencia producida por los aminoacidos
aromaticos, lo que podria estar asociados a origen floral de estas mieles (citricos
y peumo). Mientras que para muestras provenientes de Rengo RNV y RNC, y de
Chimbarongo CLC y CLV predomina la fluorescencia de la rivoflavina y de los

47



productos de Maillard. Por otra parte, las muestras CLV 1, RNC 2 y RNV 4
contienen cantidades considerablemente menores de los cuatro fluor6foros en
comparacion al resto de las muestras. En las muestras pertenecientes a Codegua
se observa predominancia de la fluorescencia de aminoacidos aromaticos para
dos de las muestras CPF 2 y CPT 2, mientras que para CPF 1 es la fluorescencia
correspondiente a los productos de Maillard y para CPT 1 predomina ligeramente

la que es producida por los compuestos fendlicos.
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Figura 13. Espectros de excitacién de los cuatro componentes extraidos mediante
MCR para las muestras de miel de la VI Region.
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Tabla 11. Concentracion relativa de los componentes extraidos para las mieles de la VI

Region.
Muestra Aminoacidos Riboflavina =~ Compuestos Furosina e
Fluorescentes Fendlicos  hidroximetilfurfural
CLC1 1,00 1,00 1,00 1,00
CLC2 1,02 1,23 1,06 1,18
CLC3 0,24 1,01 0,71 1,05
CLC4 0,55 0,87 0,99 1,07
CLC5 1,07 1,07 1,08 1,24
CLV1 0,50 0,02 0,06 0,04
CLVv2 0,42 0,95 0,89 0,87
CLV3 0,34 1,02 0,85 1,03
CPF1 3,82 0,99 1,60 1,36
CPF2 6,16 1,09 1,40 1,31
CPT1 3,60 1,48 2,19 2,10
CPT2 7,50 0,85 1,42 1,96
PQG2 5,04 0,67 2,15 1,50
PQGA 7,08 0,73 2,57 1,63
PQGB 8,61 0,72 2,59 1,79
PQGC 8,64 0,46 2,62 1,54
PQP3 4,53 0,65 1,94 1,56
PQPA 7,33 0,60 2,48 1,59
PQPB 6,17 0,93 2,36 1,81
PQPC 4,07 0,96 2,39 1,78
RNC1 1,40 1,18 1,39 1,54
RNC2 1,10 0,71 0,48 0,37
RNC3 2,12 2,04 2,01 1,66
RNC4 1,17 1,47 1,40 1,62
RNE1 0,76 1,13 1,23 1,45
RNE2 0,89 1,07 1,58 1,49
RNE4 0,90 0,83 0,70 1,26
RNV1 0,65 1,43 1,14 1,66
RNV2 0,67 1,41 1,19 1,66
RNV3 0,73 1,35 1,03 1,56
RNV4 1,13 0,72 0,72 0,81
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6.3.2 Mieles de la X Region y miel del LBFM-UDD

Para las muestras XR1, XR2, XR3, XR4 y XR5 se obtuvieron los perfiles
de fluorescencia de las soluciones de miel al 20%. Al igual que en el anterior
grupo de mieles, el analisis mediante MCR extrajo 4 componentes como los
relevantes segun su eigenvalue, por lo que los perfiles de fluorescencia de estas

mieles también son bien descritos por un modelo de 4 componentes.

El espectro de emision de los cuatro componentes obtenidos se observa
en la figura 14, los que fueron asignados de manera similar a las mieles de la VI
Regién. Sin embargo, en este caso el orden en que fueron extraidos fue diferente:
El primer componente (azul) se asigna a productos de la reaccion de Maillard,
furosina e hidroximetilfurfural, su par de excitacion y emision es de 332 y 470 nm,
respectivamente. Para el segundo componente (verde) se observa una longitud
de excitacion maxima de 252 nm y de emision de 350 nm, por lo que este se
relaciona a la fluorescencia producida por los aminoacidos aromaticos presentes
en miel. El tercer componente (rojo) corresponde a la senal caracteristica de los
compuestos fendlicos, que presentan un par excitacion/emisién de 281/418 nm.
Y el cuarto (cian) es asignado a la fluorescencia de la riboflavina, la cual presenta

longitud de excitacion maxima de 385 nm y emision de 513 nm.

En estas mieles los productos de la reaccién de Maillard se presentaron
como el fluoroforo principal (primer componente extraido), lo que podria estar
asociado al mayor tiempo de almacenamiento que tenian al momento del
analisis, en comparacion a las mieles de la VI Regién; ya que se ha descrito que
estos compuestos se forman durante almacenamientos prolongados del producto
(Sanz y col., 2003).
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Figura 14. Espectros de excitacion (a) y de emision (b) de los cuatro componentes
extraidos por MCR-ALS para las mieles de la X Region y la miel del Laboratorio de
Biomedicina, Facultad de Medicina, Universidad del Desarrollo. Productos de Maillard
(azul), Aminoacidos aromaticos (verde), compuestos fendlicos (rojo) y riboflavina (cian).

Posteriormente se obtuvo la concentracion relativa de los 4 fluoréforos en
cada una de las 5 muestras, asignandole arbitrariamente el valor de la unidad a
los componentes de la primera muestra (XR1). En la figura 15 y tabla 12 se
observan los espectros de excitacion de los cuatro componentes extraidos por
MCR para las 5 muestras y los valores de concentracion relativa,

respectivamente.
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Figura 15. Espectros de excitacion de los cuatro componentes extraidos mediante
MCR para las muestras de miel de la X Region y la miel LBFM-UDD.

Tabla 12. Concentracion relativa de los componentes extraidos para las mieles de la X

Regién y la miel LBFM- UDD.

Muestra

Furosina e

Aminoacidos Compuestos Riboflavina

hidroximetilfurfural Fendlicos
XR1 1,00 1,00 1,00 1,00
XR2 1,53 1,40 0,91 0,90
XR3 1,60 1,58 0,81 0,93
XR4 1,94 4,40 1,30 0,84
XR5 0,77 7,85 1,05 0,20
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6.4 Deteccion de péptidos antimicrobianos en la fraccion de
miel de 3-10 KDa

El péptido antimicrobiano denominado defensina-1 es producido por las
abejas en las glandulas hipofaringeas de su cabeza y depositado en diversos
productos fabricados por estas. Una iso-forma de este péptido fue encontrado en
jaleareal siendo denominado royalisina-F (Ro-F) (Fujiwara y col., 1990). También
se ha reportado su presencia en miel, sin especificar la iso-forma (Kwakman y
Zaat, 2012). La defensina-1 es un péptido de 51 residuos de aminoacidos con un
peso molecular de 5,5 KDa aproximadamente. Presenta un extremo C-terminal
hidrofilico y libre de residuos de cisteina, mientras que el extremo N-terminal es
hidrofobico y posee seis residuos de cisteina con emparejamiento C1-C4, C2-C5,
C3-C6; formando tres puentes disulfuro, lo que lo hace muy compacto y resistente
a cambios de pH o temperatura en el medio (Bulet y col., 1999; Kwakman y col.,
2010). Este péptido presenta actividad antimicrobiana principalmente Gram-
positivo siendo un componente antimicrobiano importante en la miel. La
secuencia de aminoacidos de las dos iso-formas del péptido, defensina-1 y Ro-
F, se muestran en la figura 16. La principal diferencia entre ambos es que Ro-F

presenta un residuo de tirosina en lugar de arginina.

5 10 15 0 5 10 15 20
VTCDLLSFKGKVNDSACAAN VIGDLLSFKGKVNDSAGCAAN
: 25 wn | 3 40 25 an | 3 )
CLSLGKAGGHCEKGVCICRK ?LSLGKAGGHOEKGVCIQRK
' % 3 ! & 2
TSFKDLWDKRF TSFKDLWDKYF
defensina-1 rovalisina-F

Figura 16. Secuencia de aminoacidos de los péptidos antimicrobianos defensina-1y
royalisina-F, donde C es cisteina, W es triptéfano e Y es tirosina.
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Considerando el peso molecular de 5,5 kDa descrito para la defensina-1,
se aislo la fraccion de miel comprendida entre 3 y 10 KDa en la que estaria
presente. A esta fraccion se le determind su espectro de excitacidn-emisiéon y la
presencia de puentes disulfuro en péptidos con el fin de establecer la presencia
del péptido. Cabe senalar que este procedimiento sélo se realizd con las mieles
de la X Regién y la miel LBFM-UDD, ya que para las primeras se contaba con la

informacion sobre su actividad antimicrobiana (ver seccion 6.5)

En la figura 17 se muestran los espectros de excitacion-emision de la
fraccion 3-10 kDa para estas mieles. En éstos se reconocen dos senales
correspondientes a los aminoacidos triptéfano y tirosina, cuyos espectros para
patrones puros se muestran en la figura 18. El péptido defensina-1 presenta en
su estructura solo el triptofano como fluoréforo; sin embargo, en todas las mieles
fue detectado igualmente tirosina lo que indicaria que en estas se encuentra
presente el péptido Ro-F, solo o en mezcla con defensina-1, ambos de peso
molecular y estructura similares (Figura 16). El péptido Ro-F como tal sélo ha
sido reportado en jalea real (Fujiwara y col., 1990), mientras que defensina-1
también se ha reportado en miel, pero sin especificar la iso-forma encontrada
(Kwakman y Zaat, 2012).
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Figura 17. Matrices de excitacion/emision de las fracciones 3-10 KDa de las mieles de

la X Regién y la muestra del Laboratorio de Biomedicina, Facultad de Medicina,

Universidad del Desarrollo, obtenidas por fluorescencia total.
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Figura 18. Matrices de excitacién/emisién para patrones de tirosina (a) y triptéfano (b),
obtenidos por fluorescencia total
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La deteccion de los puentes disulfuro en la fraccién 3-10 kDa se realizé
mediante su reduccidén con NaBH4 en medio basico y posterior reaccion del tiol
con 4-DTDP para formar un cromoéforo analizado por espectrometria UV-Vis
(figura 19).

1) NaBH4, pH 8.3, &
R-5-R ———= 2R-5H
ZjH =

/o AN k1 F'H 4 —.-’I‘ )
2RsH + N Mhs—s{, N 2 5= N-H +  RSSR
L W Tamb \ /

4-DTOP Compuesto cromdforo

Figura 19. Esquema para la reaccion de reduccién de puentes disulfuro, y formacién
de cromadforo por la reaccidn entre los tioles y 4-DTDP.

Para la cuantificacion de los tioles formados se utilizd una curva de
calibrado preparada con soluciones estandar de cisteina de entre 5 a 85 mg/L, y
su reaccion directa con 4-DTDP. Los espectros de absorbancia obtenidos se
muestran en la figura 20a, cuyo maximo de absorbancia se observo a los 324
nm. Se construyd un modelo de calibrado de orden cero considerando la

absorbancia registrada a 324 nm y la curva obtenida se observa en la figura 20b.
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Figura 20. Grafico de los espectros de absorbancia obtenidos a partir de las muestras
de calibrado (a) y curva de calibracion construida (b) para la determinacion de péptidos
antimicrobianos por medio de sus puentes disulfuro.

Posteriormente, se construyd un modelo de calibrado de orden uno
mediante PLS. El intervalo espectral utilizado (304 y 354 nm; Figura 20a) se

determiné intentando obtener el menor valor posible de REC y bajo LOD.

Con el fin de poder comparar los modelos de calibrado de orden cero y
primer orden se obtuvieron diferentes parametros de calidad como el coeficiente
de determinacion, la sensibilidad, (SA) !, LOD, LOQ y el REC. Ademas a partir
del analisis de las muestras con el calibrado de orden 1, se obtuvieron igualmente
(SA)"', LOD y LOQ; siendo estos Ultimos parametros una aproximacion mas
cercana para condiciones reales de trabajo. Los parametros obtenidos para

ambos modelos se resumen en la tabla 13.

Para la determinacion de defensina-1 en miel por medio de sus puentes
disulfuro, los coeficientes de determinacién para el calibrado de orden cero (Abs
= 0,022 [Cis] — 0,009) y de primer orden fueron 99,995% y 99,996%,
respectivamente, lo cual indica una alta correlacién lineal entre las variables y

una gran variabilidad de la respuesta explicada mediante ambos calibrados.

57



Tabla 13. Parametros de calidad de los calibrados de orden cero y uno obtenidos para
la determinacion de péptidos antimicrobianos por medio de sus puentes disulfuro.

Parametros de calidad para modelos de calibrado

Orden cero Orden uno Orden uno
(auto-prediccién) (muestras reales)
R? (%) 99,995 99,996 -
Sensibilidad 0,022 0,105 0,105
(SA) 1 0,24 0,02 0,40
(mg/L)
REC (%) 0,5% 0,005% -
LOD (mg/L) 0,78 0,06 1,32
LOQ (mg/L) 2,40 0,18 4,00

Las (SA) -! de los modelos de calibracion fueron 0,24 y 0,02 mg/L para el
calibrado de orden cero y uno, respectivamente. Consecuentemente, el LOD para
el calibrado de orden 0 en auto-prediccion fue 0,78 mg/L, mientras que para el
calibrado de orden 1 fue 0,06 mg/L (13 veces menor). Tal como se destacd
previamente, esto demuestra la ventaja que tiene el modelo de calibrado de orden
1 ya que logra una mayor sensibilidad y disminuyé los LOD y LOQ en un orden
de magnitud en comparacion con el calibrado clasico de orden cero. Sin embargo,
se observo que el LOD del calibrado de primer orden considerando muestras
reales (1,32 mg/L) fue mayor que el del calibrado de orden cero (0,78 mg/L). Esto
se debe al mayor ruido registrado en las muestras reales de miel (figura 21b) el
que seria producido por la matriz que no se logra eliminar en la ultra-
centrifugacion. Por ello el valor de 1,32 mg/L es mas adecuado como LOD del

método.
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Figura 21. Region espectral utilizada para la determinacion de péptidos
antimicrobianos de la fraccion de miel entre los 3 y 10 KDa (a) y regién espectral
observada entre 200 y 450 nm (b).

Con el fin de evaluar el método este fue aplicado en la cuantificacién de
tioles en tres muestras de insulina comercial como péptido modelo, ya que éste
tiene varias similitudes con la defensina-1: Tiene 51 residuos de aminoacidos, un
peso molecular de 5,8 KDa y presenta en su estructura 6 residuos de cisteina
formando tres puentes disulfuro. Se prepararon soluciones de insulina
equivalentes a 34,8 mg de cisteinallL, las que posteriormente fueron sometidas a
la reduccion y reaccidn con 4-DTDP. Los espectros de absorcién de las tres

muestras analizadas en triplicado se observan en la figura 22.

Se determind la cantidad de tioles generados expresados como mg de
cisteina/L utilizando ambos modelos de calibrado. Los valores predichos se
resumen en la tabla 14.
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Figura 22. Espectros de absorbancia obtenidos para las tres muestras de insulina
analizadas en triplicado.

Tabla 14. Concentracion de tioles expresados en mg de cisteina/lL, determinados en
las muestras de insulina comercial predichos con los calibrados de orden cero y uno
(valor nominal 34,8 mg de cisteinall).

Calibrado de orden cero Calibrado de orden uno
Concentracion Promedio Concentracion Promedio
(Rec.) (Rec)
ins1 29,3 30,6
ins1 30,1 29,9 (85,9%) 31,2 31.1 (89.4%)
ins1 30,2 31,5
ins2 31,6 34,8
ins2 28,6 29,5 (84,8%) 30,3 31.7 (91.2%)
ins2 28,2 30,1
ins3 29,7 31,7
ins3 29,1 29,0 (83,3%) 30,4 30.7 (88.1%)
ins3 28,3 29,9

Se observa que la recuperacion fue cercana al 90% para tres muestras

distintas, siendo la concentracion predicha con el calibrado de orden uno mas
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confiable dado que presenta mejores parametros de calidad. Esto demuestra la
efectividad en la reduccion de los puentes disulfuro y posterior determinacién de

los tioles formados en un péptido de similares caracteristicas que la defensina-1.

Se determiné la presencia de puentes disulfuro en la fraccion 3-10 kDa de
las cuatro mieles de la X Region y en la miel del LBFM-UDD. Los espectros de
absorbancia obtenidos y la cantidad del péptido antimicrobiano presente,
expresado como mg de cisteina/L y como mg de defensina-1/Kg de miel, se

presentan en la figura 21 y tabla 15, respectivamente.

Tabla 15. Valores de concentracion de péptidos antimicrobianos en la fraccién 3-10
KDa de mieles de la X Regidén y LBFM-UDD, predichos con los calibrados de orden

cero y uno.
Calibrado orden cero Calibrado orden uno
Concentracion Concentracion | Concentraciéon Concentracion
(mg/L) (mg/Kg de miel) (mg/L) (mg/Kg de miel)
expresado expresado expresado expresado como
como cisteina como como cisteina defensina-1
defensina-1
XR1 10,1 22,4 10,9 24,4
XR2 8,9 19,8 9,9 22,0
XR3 11,2 25,1 11,6 25,9
XR4 7,2 16,0 8,3 18,5
XR5 5,6 12,4 7.4 16,6

Los valores de defensina-1 obtenidos por el calibrado de orden 1 fluctuan
entre 16,6 y 25,9 mg/Kg de miel. Si bien se ha reportado la presencia de
defensina-1 en miel (Kwakman y col., 2010; Kwakman y Zaat 2012) no se
mencionan las cantidades encontradas. Por otra parte en jalea real se reporta la
presencia de royalisina en cantidades de 300 mg/Kg (Fujiwara y col., 1990) y
6000 mg/Kg (Bilikova y col., 2001), lo que indica que es en este producto donde
las abejas depositan preferentemente el péptido.
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6.5 Actividad antimicrobiana en miel

Se le determind la actividad antimicrobiana a las mieles de la X Regidn.
Los resultados en términos del diametro de halos de inhibicion de crecimiento
sobre distintos tipos de bacterias se presentan en la tabla 16. Se puede observar
que las mieles presentan principalmente actividad antimicrobiana sobre bacterias
Gram positivo, Staphylococcus Aureus y Staphylococus Epidermidis, y en menor
medida contra bacterias Gram negativo, Pseudomona Aeruginosa y Escherichia
Coli, a excepcion de la miel XR4, para la cual solo se observo actividad

antimicrobiana sobre la bacteria Gram positivo Staphylococcus Aureus.

Tabla 16. Actividad antimicrobiana de mieles de la X Region. Se presentan la media de
los halos de inhibicién en mm *.

Muestra Origen Staphylococcus Staphylococcus Pseudomona Escherichia > de
floral Aureus Epidermidis Aeruginosa Coli halos de
n=2 n=2 n=2 n=2 inhibicion
XR 1 Ulmo 31,5+21 17+1,4 10 10,5+0,7 69
XR 2 Tineo 29507 15,5+0,7 9,56+0,7 95+21 64
XR 3 Tiaca 29+14 14+£14 9 10 62
XR 4 | Alfalfa 20,5+21 - - - 21
chilota

* Se agregaron 130 pL de una solucion de miel al 82% m/v en cada “spot” de 8 mm

Al comparar la actividad antimicrobiana de las mieles sobre las bacterias
Gram positiva, particularmente S. aureus, con el contenido de defensina-1
encontrado en aquellas se observa una relacion directa entre ambos. Se ha
descrito que la defensina-1 presenta actividad principalmente contra bacterias
Gram positiva (Fujiwara y col., 1990) y especialmente contra la bacteria

Paenibacillus larvae causante de la “loque americana” en las abejas (Bilikova y
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col., 2001). Esto demuestra el aporte significativo que hace el péptido a esta

propiedad de la miel.
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6.6 Analisis de componentes principales

6.6.1 PCA sobre parametros registrados para las mieles de la VI Regién

Con el fin de evaluar las relaciones existentes entre los parametros
estudiados en las mieles y establecer si existen cambios significativos de alguno
de éstos asociados a la presencia de nosemosis en las abejas, se realizé un
analisis de componentes principales PCA con los datos obtenidos para las 31
mieles de la VI Regidn. La matriz analizada contiene en sus columnas la
concentracién de prolina, la cantidad de perdxido de hidrégeno acumulado, las
areas relativas de aminoacidos fluorescentes, flavonoides, compuestos fendlicos
y productos de Maillard, ademas de la presencia de la infeccion por N. ceranae
en las abejas. Para igualar la influencia de todas las variables descriptoras sobre
el PCA, éste se realizd sobre la matriz de correlacién (centrado y divisién por la
desviacién estandar observada para cada columna). La seleccidén del numero de
componentes relevantes se realizO mediante validacion cruzada (Brereton,
2003).

En la figura 23 se observa el grafico de los coeficientes (loadings) para los
dos primeros componentes extraidos, los que explican un 77% de la variabilidad
de los datos. En este grafico se evidencia la existencia de relaciones entre las
variables que se estudiaron en las mieles y abejas, observar el aporte de cada
variable a la informacidn contenida en los componentes principales y determinar
si hay relacidn entre alguna de las variables medidas en miel y la presencia de la

infeccidon por N. ceranae en la abeja.
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Figura 23. Grafico de coeficientes para PCA realizado sobre los parametros obtenidos
para las muestras de miel de la VI Region. RF: riboflavina, Pro: prolina, Fur+HMF:
furosina + hidroximetilfurfural, CF: compuestos fendlicos, Aa: aminoacidos aromaticos
(tripo6fano), Per de H: acumulacion H20O..

Como se observa en el grafico de coeficientes (figura 23) se present6 una
relacion directa entre la efectiva presencia de N. ceranae en abejas y la
acumulacion de peroxido. Como ya se habia indicado previamente, la mayor
acumulacion de peroxido de hidrogeno se produjo en mieles recolectadas desde
colmenas efectivamente infectadas con N. ceranae y en las que los propios
productores declararon presencia de nosemosis. Ello indica que la infeccion
incrementaria la produccion y/o actividad de GOX en las abejas. Sin embargo,
cabe mencionar que de las 31 muestras estudiadas solo cuatro presentaron la
infeccién por N. ceranae (tres colmenas de la comuna de Peumo y una de la
comuna de Chimbarongo) por lo que la representatividad es limitada y la relacién
observada deberia ser confirmada con un numero mayor de muestras. No se
observé relacion entre la presencia de nosemosis y los otros parametros medidos

en miel ya que éstos varian principalmente con el origen botanico y/o geografico
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de la miel, por lo que no se establece una relacion evidente entre ellos y la

infeccion.

Por otra parte, existe una correlacion significativa entre prolina y los
productos de la reaccion de Maillard, furosina e hidroximetilfurfural. Esta relacion
se explica debido a que esta reaccion, que se produce principalmente entre un
azucar reductor y la lisina (cuyo producto es 2- furoilmetil-lisina o furosina),
también ha sido reportada con prolina generando como producto 2-furoilmetil-
prolina. Por ello, la relacion entre los dos parametros indica que esta reaccion se
esta produciendo y es dependiente de la concentracion de prolina en las mieles,

lo cual es congruente con lo observado en la literatura (Sanz y col., 2003).

En un estudio realizado por Jabali y col., 2012, se observé diferencias en
el perfil metabdlico de la hemolinfa de abejas infectadas con nosemosis y abejas
sanas. Entre éstos se describe la disminucion significativa de prolina en abejas
infectadas. Sin embargo, los cambios que producirian las abejas a través de su
metabolismo sobre la cantidad de estos metabolitos en miel resultan poco
significativos en comparacion a los que se observan por las diferencias de
procedencia del néctar, del polen y diferencias en el entorno en el que se
desenvuelven las abejas. Tal fue lo observado en las muestras de miel originarias
de la VI Region, donde la cantidad de prolina presentdé grandes variaciones
dependiendo del sector donde fueron recolectadas. Incluso dentro de un mismo
grupo de muestras de similar origen floral y geografico, los coeficientes de
variacién se encuentran entre 8-26%, esto es consistente con lo observado en la
literatura cientifica donde se pueden observar diferencias en las cantidades de
prolina segun procedencia botanica y floral (Czipa y col., 2012; Truzzi y col.,
2014). Cabe mencionar que el perfil de amino-acidos en mieles (entre los que se
encuentran prolina, tirosina y triptéfano) ha sido utilizado para su clasificacién de
acuerdo a origen floral mediante PCA o analisis discriminante (Hermosin y col.,
2003; Nozal y col, 2004).
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En relacién a los compuestos fendlicos presentes en la miel, se han
reportado diferencias en su actividad antimicrobiana y antioxidante atribuible a la
presencia de estos compuestos, lo que a su vez depende del origen botanico y
geografico de las mieles (Boukraa y col., 2012). Al igual que los aminoacidos, el
perfil de compuestos fendlicos en mieles también se ha empleado para

clasificarlas por origen floral a través de PCA (Keckes y col., 2013).

Con respecto a la actividad de GOX en miel se ha demostrado que una
dieta mas diversa en las abejas aumenta la actividad de GOX en miel (Alaux y
col.,, 2010a). Otros estudios reportan que una dieta deficiente en tiamina y
riboflavina, compuestos obtenidos basicamente del polen, tiene un efecto
negativo sobre el desarrollo de la glandula hipofaringea en la abeja, que es la
encargada de producir la enzima GOX (Herbert y Shimanuki, 1978). Por otra
parte el H202 acumulado en la miel puede sufrir degradacién por accion de la

catalasa procedente del polen, néctar o microorganismos (Huidobro y col., 2005).

Los perfiles de fluorescencia de mieles de diversos origenes florales han
sido analizados mediante analisis paralelo de factores (PARAFAC), una
herramienta similar a MCR (Lenhard y col., 2015). Los autores reportan seis
componentes fluorescentes asignados a aminoacidos aromaticos, furosina,
hidroximetilfurfural, riboflavina y dos grupos distintos de compuestos fendlicos.
Los valores de estos componentes se utilizaron para construir dos modelos de
clasificaciéon por medio de PLS discriminante, permitiendo identificar mieles
adulteradas (modelo para autenticidad) y clasificar mieles de acuerdo a su origen

botanico

Dado que la variabilidad en muchos de los parametros analizados
depende en gran parte del tipo de alimentacidn o el entorno en el que la abeja se
desenvuelve, éstos pueden ser potenciales marcadores del origen floral y
geografico de las mieles permitiendo su agrupamiento y clasificacion cuando la

presencia de aquellos es comun en un grupo de muestras. En la figura 24 se
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muestra el grafico de puntuaciones (asociadas a las muestras) y coeficientes
obtenidos en el PCA. En esta grafica se observan dos grupos de muestras; el
primero con mieles de Rengo y Chimbarongo (RN y CL) y el segundo con mieles
de Codegua (CP) y Peumo (PQ), ademas de un par de muestras aisladas. Se
observa asimismo que el grupo Codegua-Peumo presenta los mayores niveles
de triptéfano, compuestos fendlicos y acumulacion de perdxido, particularmente
las muestras de Peumo. En el caso de estas ultimas mieles, los productores
indicaron a citricos y peumo como el origen del néctar, lo que podria ser la causa
de estos mayores contenidos de los parametros diferenciadores.
Consecuentemente, los parametros medidos pueden potencialmente ser

utilizados para caracterizar y clasificar mieles por origen floral y/o geografico.
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Figura 24. Grafico de puntuaciones y coeficientes para PCA realizados sobre
pardametros obtenidos para las muestras de miel de la VI Regién. RF: riboflavina, Pro:
prolina, Fur+HMF: furosina + hidroximetilfurfural, CF: compuestos fendlicos, Aa:
aminoacidos aromaticos (tripdéfano), Per de H: acumulacién H2Oo.

68



6.6.2 PCA sobre parametros registrados para las mieles de la X Regién

En este analisis soélo se incluyeron las cuatro muestras de miel de la X
Region ya que unicamente a estas se les determind la actividad antimicrobiana.
Se realiz6 el PCA sobre la matriz de correlacion (centrado y division por la
desviacién estandar observada para cada columna) y extraccion de dos
componentes debido al limitado numero de muestras. En este caso la informacién
contenida por la matriz a analizar fue la concentracion de prolina, acumulacién
de peroxido de hidrégeno, aminoacidos aromaticos, productos de la reaccion de
Maillard, compuestos fendlicos, riboflavina, concentracion de defensina-1 en
fraccion 3-10 kDa y la sumatoria de los halos de inhibicion como reflejo de la

actividad antimicrobiana. En la figura 25 se presenta el gréafico de coeficientes.
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Figura 25. Grafico de coeficientes para PCA realizado sobre los parametros obtenidos
para las muestras de miel de la X Region. RF: riboflavina, Pro: prolina, Fur+HMF:
furosina + hidroximetilfurfural, CF: compuestos fendlicos, Aa: aminoacidos aromaticos
(tripéfano), Ac H202: acumulacion H202, Def-1: Defensina-1, AAM: Actividad
antimicrobiana.

69




En el grafico se observa una concordancia entre la cantidad de
aminoacidos aromaticos y los productos de la reaccién de Maillard, lo cual puede
explicarse debido a que los primeros se relacionan con el contenido total de
amino acidos y éstos a su vez estan involucrados en la reaccion de Maillard
(Belitz y col., 2009). Por otra parte y lo que es mas relevante, se observa una
relacion directa entre la actividad antimicrobiana, la cantidad de defensina-1y la
acumulacion de peroxido de hidrégeno en la miel; lo que indica que ambos
factores contribuyen de manera significativa y complementaria a su actividad
antimicrobiana. Ademas se presentd una relacion entre las cantidades del
péptido y riboflavina. Al respecto cabe senalar que se he demostrado la
importancia que tiene la riboflavina en la longevidad de las abejas y desarrollo de
sus glandulas hipofaringeas, que es donde se produce la defensina-1,
observandose que en abejas alimentadas con una dieta deficiente en riboflavina
las glandulas no lograron desarrollarse mas alla de la etapa en la que se
encuentran en los insectos emergentes (Herbert y Shimanuki, 1978). En este

sentido la riboflavina seria un factor importante en la produccion del péptido.

El grafico de puntuaciones y coeficientes, Figura 26, muestra que las
mieles XR1, XR2 y XR3 se agrupan y presentan similar cantidad de péptido
antimicrobiano, acumulacién de peroxido y actividad antimicrobiana (valores altos
para PC1); mientras que la miel XR4 aparece aislada con valores mas bajos para
estos parametros (valores bajos de la PC1). Efectivamente en esta miel no se
detecté acumulacion de peréxido de hidrogeno (Tabla 10), tuvo la concentracion
de péptido mas baja entre las muestras de la X Regién (Tabla 15) y presentd
actividad antimicrobiana sélo sobre la bacteria Gram positivo S. Aureus. Esto
evidencia que el péptido y el H202 aportan de forma complementaria a la actividad
antimicrobiana de la miel, donde el primero tiene accidén sobre bacterias Gram
positiva con efectividad variable, mientras que el H202 es de “amplio espectro”
sobre otras bacterias (Tabla 16). Este hecho ha sido reportado al estudiar la

actividad antibacteriana de la miel, identificando a la defensina-1, H202 y
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metilglioxal (este ultimo para mieles de manuka procedentes de Nueva Zelanda)
como los factores que contribuyen de manera diferenciada a la actividad de la
miel contra bacterias especificas, siendo necesaria su presencia combinada para

una actividad de amplio espectro (Kwakman y Zaat, 2012).
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Figura 26. Grafico de puntuaciones y coeficientes para PCA realizados sobre
parametros obtenidos para las muestras de miel de la X Regién y la miel del
Laboratorio de Biomedicina, Facultad de Medicina, Universidad del Desarrollo.
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7. CONCLUSIONES

Los métodos para determinar la concentracion de prolina libre y actividad
de GOX por acumulacion de peréxido de hidrégeno en miel fueron aplicados
satisfactoriamente en el analisis de muestras de la VI y X regiones. Aquellos
basados en calibracién de orden uno presentaron mayor sensibilidad y menor

LOQ que los de orden cero.

El analisis de los espectros de excitacion-emision de las mieles mediante
MCR-ALS permitié identificar cuatro componentes fluorescentes asignados al
triptéfano, compuestos fendlicos, productos de la reaccion de Maillard

(furosina e HMF) y compuestos fendlicos.

La infeccion con Nosema spp (N. ceranae ylo N. apis) incrementaria la
actividad de GOX en las abejas y consecuentemente en la miel que estas
producen. Sin embargo, no se descarta la fuente de alimentaciéon de las
abejas como un factor influyente sobre la actividad de la GOX. Se requiere de

un mayor numero de muestras para corroborar la relacion.

La presencia de N. ceranae en abejas no presentd relacion con el
contenido de prolina libre en miel ya que éste depende principalmente de las
fuentes de alimentacion disponibles en el entorno donde las abejas se

desarrollan.

Las mieles analizadas pueden ser diferenciadas por origen geografico en
base a su contenido de prolina libre, actividad de GOX y los cuatro

componentes fluorescentes identificados mediante MCR-ALS.

El péptido antimicrobiano del tipo defensina-1 (defensina-1 y/o royalisina)

fue determinado en la fraccién 3-10 kDa en mieles de la X Regién, basandose
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en la identificacion de sus puentes disulfuro y presencia de aminoacidos

aromaticos.

El péptido antimicrobiano del tipo defensina-1 y el peréxido de hidrégeno
contribuyen a la actividad de la miel contra bacterias especificas y se requiere

Su presencia combinada para lograr una actividad de amplio espectro.
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