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ABREVIATURAS

PF Polifenoles

GOX Glucosa oxidasa

H20; Perodxido de hidrégeno

ABB Actividad antibacterial

OHe Radical hidroxilo

ROS Especies reactivas de oxigeno

ACN Acetonitrilo

SULLE sugaring-out assisted liquid-liquid extraction
HPLC Cromatografia liquida de alta resolucién
CFT Contenido de flavonoides totales
CPT Contenido de polifenoles totales
DMPO 5,5-dimeltilpirrona-N-oxido

REE Resonancia del espin electrénico
HNO; Acido nitrico

oD Densidad optica

UFC Unidades formadoras de colonias

LB Caldo de cultivo Luria- Bertani

PCA Anélisis de componentes principales
PLS Regresién sobre minimos cuadrados
GA Acido galico

CA Acido cafeico

p-CA Acido p-Coumarico

SA Acido siringico

FA Acido ferulico

Que Quercetina

Mir Miricetina

Rut Rutina

Api Apigenina

Cri Crisina

Kae Kaempferol

CGA Acido clorogénico

LOQ Limite de cuantificacion

MGO Metilglioxal

MIC Concentracion minima inhibitoria
FLID Proteina flagelar con capacidad de adhesion
FLIC flagelina de Pseudomonas aeruginosa
uM Micromolar

% p/V Porcentaje peso/volumen
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RESUMEN

La miel es considerada como uno de los alimentos mas comunes en la dieta humana que presenta
efectos nutricionales positivos como también variadas propiedades beneficiosas, incluida su
actividad antibacteriana (AAB). Varios factores estan asociados con la AAB, como el pH &cido
(3,5-5,0), la presion osmdtica, los polifenoles (PF), el péptido defensina-1 y la generacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS), como H20> y el radical hidroxilo. Se reportado que los PF
de la miel tendrian un papel importante en la generacion de ROS y AAB debido a su accién
"prooxidante™ modulada por algunos metales de transicion. Sin embargo, las relaciones entre los
diferentes componentes de la miel y su AAB siguen siendo materia de estudio. Asi, los PFsy los
metales en la miel determinarian la generacion de H20, radical OH y AAB de forma
multifactorial. En este trabajo se determinaron los contenidos de PFs, Fe, Cu, Zn, Mn, H20,
radical OH y AAB frente a S. epidermidis y P. aeruginosa en 26 mieles colectadas de Chile
central entre la IV y X regiones. Luego, se evaluo la relacién entre ellos mediante analisis de

componentes principales (PCA) y regresion sobre minimos cuadrados parciales (PLS).

La frecuencia de aparicién de los &cidos fenolicos en la miel fue galico > p-cumarico > cafeico >
feralico > siringico > clorogénico (promedio 0,4-4,1 pg/g); mientras que para los flavonoides fue
quercetina > crisina > kaempferol > apigenina > miricetina > rutina (promedio 0,3-1,5 pg/g). La
concentracion de metales fue Fe > Cu > Zn > Mn (promedio 2,5-6,1 pg/g). Todas las mieles
mostraron acumulacion de H202 (1,0-35 pg/g) y formacion de radicales OH. Las mieles tuvieron
un valor de MIC mas bajo contra S. epidermidis que contra P. aeruginosa (promedio 14 y 18%
p/v, respectivamente). El analisis multifactorial mostrd que, a excepcion de la quercetina, los PFs
tienen un efecto “prooxidante” estimulando la generacion de ROS; particularmente 4cido p-
cumarico, crisina, apigenina y kaempferol. Asimismo, Fe y Mn se relacionaron directamente con
ROS, mientras que Cu se relacioné inversamente; posiblemente por estimulacion de la
autooxidacion de flavonoides y reaccién de Fenton (Fe y Mn) o formacién de complejos con PFs
con accion antioxidante (Cu). Se observé una relacién directa entre AAB en S. epidermidis y PFs
totales, kaempferol, H.O» y Fe. Mientras que AAB en P. aeruginosa se relaciond principalmente
con PFs totales. Asi, la actividad antibacteriana estaria en gran medida ligada al origen botanico
de la planta, ya que el perfil y cantidad de compuestos fendlicos influyen en la generacion de
ROS; los que a su vez participan en la inhibicion del crecimiento bacteriano a traves del dafio

oxidativo. Esta accion esta modulada por otros factores, como el hierro, el manganeso y el cobre.
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SUMMARY

Honey is a common food in the human diet exhibiting positive nutritional effects and various
beneficial properties including its antibacterial activity (AAB). Several factors are associated
with AAB, such as acidic pH (3.5-5.0), osmotic pressure, polyphenols (PFs), the peptide
defensin-1 and the generation of reactive oxygen species (ROS), such as H20, and the hydroxyl
radical. PFs of honey would have a major role in the generation of ROS and AAB due to its
"prooxidant™ action modulated by some transition metals. However, the relationships between
the different components of honey and its AAB are still a subject of study. So, PFs and metals in
honey would determine the generation of H.O», OH radical and AAB in a multifactorial way. In
this work, the contents of PFs, Fe, Cu, Zn, Mn, H2O2, OH radical and AAB against S.
epidermidis and P. aeruginosa were determined in 26 honeys collected from central Chile
between the IV and X regions. Then, the relationships between them were evaluated through

principal component analysis (PCA) and partial least square regression (PLS).

The frequency of appearance of phenolic acids in honey was gallic > p-coumaric > caffeic >
ferulic > syringic > chlorogenic (average 0.4-4.1 pg/g); while for flavonoids was quercetin >
chrysin > kaempferol > apigenin > myricetin > rutin (average 0.3- 1.5 ug/g). The metal
concentration was Fe > Cu > Zn > Mn (average 2.5-6.1 pg/g). All honeys showed accumulation
of H202 (1.0-35 pg/g) and OH radical formation. The honeys had lower MIC value against S.
epidermidis than P. aeruginosa (average 14 and 18% pl/v, respectively). The multifactorial
analysis showed that, excepting quercetin, PFs have a “pro-oxidant” effect stimulating the
generation of ROS; particularly p-coumaric acid, chrysin, apigenin and kaempferol. Likewise, Fe
and Mn were directly related to ROS, while Cu was inversely related; possibly by the stimulation
of flavonoid autoxidation and Fenton reaction (Fe and Mn) or formation of complex with PFs
with antioxidant action (Cu). A direct relationship was observed between AAB on S. epidermidis
and total PFs, kaempferol, H.O, and Fe. While AAB on P. aeruginosa was related mainly to
total PFs. Thus, the antibacterial activity would be largely connected to the botanical origin of
the plant since the profile and amount of phenolic compounds influence the generation of ROS;
which in turn participate in the inhibition of bacterial growth through oxidative damage. This

action is modulated by other factors, such as iron, manganese, and copper.
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1. INTRODUCCION

1. 1. Composicidén de la miel

La miel es un alimento que es parte de la dieta humana desde tiempos remotos. Siendo el
componente principal los aztcares, que corresponden al 80% aproximado de los constituyentes y
que le dan su caracteristico sabor dulce (Viteri et al., 2021). Diferentes estudios han logrado
identificar al menos 22 tipos de carbohidratos, siendo los mas abundantes fructosa y glucosa (el
Sohaimy et al., 2015). También cuenta con al menos 17% de agua y un 3% aproximado de otros
componentes menores como proteinas, vitaminas, minerales y compuestos fenolicos. En una
miel pura, ademas se puede encontrar polen, cera y algunas levaduras (Ferreira et al., 2009;
Wang & Li, 2011).

La constitucion de la miel estd estrechamente relacionada con el origen botanico (flora
circundante), factores geograficos, condiciones climaticas, ademéas del proceso de produccion,
tiempo y condiciones de almacenaje del producto (Gul & Pehlivan, 2018). Estos dltimos
factores son relevantes ya que durante el almacenamiento pueden ocurrir reacciones que alteren
la composicién de la miel debido a la formacién de productos poco deseados, como los que se
generan de la reaccion del grupo carboxilo de los azlcares reductores con los grupos amino
libres de los aminoacidos presentes (Reaccidon de Maillard), lo cual se traduce en cambios en el

color, aroma y sabor de la miel (da Silva et al., 2016).

Entre los componentes menores se reportan que prolina es el aminoacido méas abundante,
el cual tiene su origen en el néctar recolectado y en la saliva de las abejas. La presencia de este
aminoacido se puede utilizar como indicador de madurez y alteracion, ademas de ser un

indicativo del metabolismo de las abejas (Engin Giindogdu et al., 2019).

El &cido organico predominante es el acido glucénico que se forma a partir de la
oxidacion de la glucosa catalizado por la enzima glucosa oxidasa (GOX) que aportan las abejas
al depositar el néctar para su maduracion, obteniendose como productos dicho acido y perdéxido
de hidrégeno, que actta previniendo el crecimiento microbiano cuando aun la concentracion de
carbohidratos es baja. Este H2O2 es uno de los agentes responsable de la accion antibacteriana
(Brudzynski et al., 2011).
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En cuanto a la presencia de elementos, se han identificado macroelementos (Ca, K, Mg,
Na, P), microelementos (As, B, Ba, Cu, Fe, Mn, Se, Sr, Zn) y elementos traza (Al, Cd, Ni),
algunos de los cuales son importantes en la dieta humana, ya que juegan un importante rol en
procesos enzimaticos y funciones corporales. Por otra parte, la presencia de estos elementos es
indicativo del tipo de suelo donde crecieron las plantas cuyo néctar y polen fueron recolectados,
pudiendo ser utilizado como indicativos y certificar el origen botanico y geografico de una miel,
0 también como indicador de contaminacion (Mejias & Garrido, 2017). Al contrario de los
compuestos organicos que constituyen la miel, los elementos no se ven afectados por agentes

oxidantes, exposicion a la luz o calor (Oliveira et al., 2019).

Otro grupo de constituyentes importante que conforman la miel son los compuestos
fenolicos, que corresponden a metabolitos secundarios que provienen de las plantas. Estos
compuestos se caracterizan por tener al menos un anillo aromaético sustituido por un grupo
alcohol, describiéndose més de 10.000 compuestos, los que se clasifican segin su estructura
quimica en flavonoides y no flavonoides (da Silva et al., 2016). Algunos de estos polifenoles se
utilizan para diferenciar el origen botanico de la miel: como el kaempferol que se ha usado como
marcador de miel de romero, la quercetina como marcador de miel de maravilla o los derivados
del &cido hidroxicindmico, que funcionan como marcadores de las mieles de castafias o avellanas
(Viteri et al., 2021).compuestos de los cuales se ha reportado actlan como antioxidantes. Los
polifenoles logran transferirse desde las plantas a la miel por medio del polen y néctar (Zhu et
al., 2019).

En cuanto a vitaminas, se comprobo la presencia del complejo vitaminico B (B1, B2, B3,
B5, B6, B8, B9) y de la Vitamina C en diferentes mieles, los estudios se han centrado
principalmente en el efecto antioxidante que posee el acido ascorbico (da Silva et al., 2016;
Sakihama, 2002).
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1.2.-La miel como alternativa de terapia antibacteriana.

El desarrollo tecnologico y el descubrimiento de como combatir enfermedades
infecciosas provocadas principalmente por bacterias, que histéricamente han generado
epidemias, se ha traducido en un aumento en la esperanza de vida para la humanidad. Sin
embargo, hoy en dia nos encontramos que los antibioticos que hasta hace unos afios servian para
combatir a multiples infecciones ya no surten el mismo efecto, esto a causa de la resistencia que
presentan los microorganismos debido al abuso y mal uso de estos medicamentos (Kwakman &
Zaat, 2012). Frente a este panorama Yy debido a la rapida propagacion de patdgenos resistentes a
multiples farmacos en todo el mundo, se necesitan con urgencia enfoques terapéuticos
alternativos; siendo uno de ellos el uso de la miel, producto natural que tradicionalmente se ha
utilizado en el tratamiento de heridas y enfermedades infecciosas (GRABEK-LEJKO et al.,
2018) y que ha sido redescubierta por la comunidad cientifica como una alternativa al creciente
reporte de resistencia que muestran los microorganismos a los tratamientos convencionales (Cilia
et al., 2020).

La miel es un producto natural que se forma cuando la abeja del género Apis mellifera,
recolecta el néctar y lo mezcla con sustancias propias de ella para depositarlo en la colmena por
un tiempo determinado o hasta que alcance las condiciones propicias de maduracion (Kwakman
& Zaat, 2012). Durante este periodo los componentes de la miel participan en complejas
reacciones que dan como resultado este valioso producto, que cuenta con multiples propiedades
beneficiosas para la salud humana (GRABEK-LEJKO et al., 2018); y como indican Cilia y col.

(2020), por su versatilidad puede ser empleada como nutriente, medicamento o unguento.

En los dltimos afios, varios estudios han demostrado la accion antibacteriana
(bacteriostatica y bactericida) de diferentes tipos de miel contra una gran variedad de bacterias
patdgenas Grampositivas y Gramnegativas (Brudzynski et al., 2011; Bucekova et al., 2019;
GRABEK-LEJKO et al., 2018). Diversos factores contribuyen a la actividad antibacteriana de la
miel, incluido el perdxido de hidrégeno, pH bajo, alta osmolaridad, metilglioxal (principalmente
en la miel de manuka) y péptidos antimicrobianos como la defensina-1, asi como también los
polifenoles, factores que se ven afectados principalmente por las condiciones climaticas,
geograficas y botanicas en donde esté ubicada la colmena (Kwakman & Zaat, 2012; Strelec et
al., 2018).
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Entre las mieles con una potente actividad antibacteriana destaca la miel de Manuka,
producida a partir del néctar del arbusto Leptospermum scoparium originario de Nueva Zelanda
(Kwakman & Zaat, 2012). Entre los constituyentes de esta miel se encuentran el metilglioxal,
fitoquimico responsable de su capacidad antibacteriana, lo que la hace Unica (Majtan et al., 2021)
y una de las pocas mieles que se han convertido en productos médicos certificados para su uso
(Roshan et., al. 2017). Ademas de la actividad antibacteriana, se ha demostrado que la miel posee
actividad antiviral. En este sentido Watanabe et al., (2014) indican que la miel en general, y
particularmente la miel de Manuka, tienen una potente actividad inhibitoria contra el virus de la
gripe, lo que demuestra su posible valor medicinal para combatirlo. Asi mismo,(Shahzad &
Cohrs, 2012) mostraron que la miel tiene una importante actividad contra el virus de la varicela
in vitro; con lo cual concluyen que dado lo simple de su aplicacion en la piel, la miel puede ser
un excelente remedio para tratar la erupcion por herpes zoster en los paises en desarrollo, donde

los medicamentos antivirales son caros o no estan facilmente disponibles.

1.3.- Rol de los polifenoles y microelementos en la propiedad antibacteriana de

la miel.

Desde los tiempos de JesUs, relatados en la Biblia e incluso en el Corén, se ha utilizado la
miel como topico antiséptico por su accion antimicrobial. Hoy en dia, este producto de la
apicultura es una alternativa de tratamiento a la resistencia que han desarrollado los
microorganismos a las terapias tradicionales.(GRABEK-LEJKO et al., 2018) Se considera que la
actividad antibacteriana de la miel se debe en gran parte al H20. y al péptido antimicrobiano
defensina-1 (péptido catidnico, rico en cisteinas, formado por 51 aminoacidos con una masa de
5525 Da; con actividad principalmente contra bacterias Grampositivas) presentes en ella
(Bucekova et al., 2019; Farkasovska et al., 2019; Strelec et al., 2018). El peroxido de hidrégeno
es generado como subproducto de la oxidacion de glucosa a acido gluconico por parte de
oxigeno, reaccion catalizada por la enzima glucosa oxidasa (GOX). Cabe sefialar que tanto la
defensina-1 como la glucosa oxidasa son producidas por las abejas en sus glandulas hipofarigeas

y depositados en la miel (Bucekova et al., 2019; Strelec et al., 2018).
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Estudios recientes han demostrado que el H.O> presente en la miel esta involucrado en el
dafio oxidativo y degradacion del ADN bacteriano, observandose este efecto a bajas
concentraciones de peroxido en la miel, como reportan diversos estudios de diferentes lugares
del mundo, estas acumulan entre 0,8 y 58 ug de H>Ox/gramo de miel, siendo concentraciones
inferiores a lo minimo necesario en el caso de que se aplicara solamente perdxido de hidrogeno.;
sugiriendo la participacion de otros componentes de la miel con un efecto potenciador de dicho

proceso oxidativo. (Brudzynski et al., 2011).

El estudio realizado por Grabek-Lejko y col. (2018), reporta la existencia de una
correlacion entre la actividad antibacteriana de la miel, el contenido de peroxido de hidrégeno y
los polifenoles. Asi también lo demostraron Bucekova y col. (2019), quienes reportan que la
actividad antibacteriana esta relacionada con el contenido de H2O2 y polifenoles, pero no
directamente con el contenido de GOX en la miel. Por lo tanto, existiria una via alternativa no
enzimatica por la cual se generaria H202, en que estarian involucrados los polifenoles
(flavonoides y acidos fendlicos) y otros componentes menores de la miel y que seria mas
relevante gque la via catalizada por GOX. En este sentido se ha demostrado la generacion de H20>
por parte de diferentes polifenoles consumidos habitualmente en la dieta y en extractos de té
incubados a 37°C, donde trazas de iones metélicos, tal como iones de cobre, manganeso, zinc,
hierro, entre otros, presentes en los medios de incubacion tendrian un papel relevante en la
generacion de H2O»; reportandose ademas a la quercetina (habitualmente presente en la miel)
entre los compuestos mas activos. Por otra parte, cabe sefialar que recientemente Cebrero y col.
(2020) demostraron que los compuestos fendlicos y los productos de Maillard presentes en la
miel estan relacionados con la produccién de peroxido de hidrégeno sostenida en el tiempo (3 a
24 horas); favoreciendo asi la actividad antibacteriana de la miel, principalmente contra

Staphilococus aureus.

Por otra parte, algunos estudios han evidenciado que los polifenoles presentes en la miel
actuarian como intermediarios en la generacion de ROS; y que esta accidén prooxidante seria
modulada por la presencia de iones como Cu (1) y Fe (lll), obteniéndose como productos
perdxido de hidrégeno y el radical hidroxilo, este ultimo con alto poder oxidativo sobre el ADN

bacteriano causando su degradacion.

Los polifenoles presentes en la miel provienen del néctar que las abejas recolectan desde

la flora circundante a la colmena. En este sentido, se ha descrito que la oxidacion de polifenoles
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provenientes de plantas (fitofenoles) genera radicales superdxidos (O27) y H202 que en presencia
de hierro y cobre (Cu | y Fe Il) dan lugar a la formacion del radical hidroxilo, a través de una
reaccion de Fenton o tipo Fenton, especie que posteriormente, reacciona oxidando las moléculas
de desoxirribosa. Se ha propuesto que diversos compuestos fitofendlicos, como los flavonoides y
los &cidos dihidroxicindmicos, pueden dafiar el ADN mediante la produccion de radicales
hidroxilos en presencia de cobre (II) y O, de acuerdo con una serie de reacciones que se
muestran en la Figura 1 (Sakihama, 2002). La oxidacion inicial de catecoles por Cu (I1) genera
una semiquinona (reaccion 1), que puede reaccionar con Oz para formar O - (reaccion 2). Esta
reaccion es autocatalitica ya que O «- oxida el compuesto original para regenerar la semiquinona
y H20> (reaccién 3). EI H20, también puede formarse por la desproporcién de Oz - (reaccion 4).
En presencia de Cu (l), el H202 se convierte rapidamente en el radical *OH en una reaccion de
tipo Fenton (reaccién 5). La presencia del anillo catecol en los compuestos fendlicos resulta ser

relevante para su accion prooxidante en la generaciéon de ROS.
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Figura 1.Mecanismo de reaccion de polifenoles actuando como agentes prooxidantes
en presencia de Cu %"y O,. (Sakihama, 2002).

Estos antecedentes ponen en evidencia la importancia que tendrian los compuestos fendlicos de

origen vegetal de la miel, en asociacion con cationes como Cu %"y Fe **, en la actividad
antibacteriana de este producto; particularmente aquellos que presenten un anillo catecol en su
estructura. Entre estos compuestos se pueden incluir los acidos fendlicos gélico y caféico y los
flavonoles quercetina y miricetina (Figura 2); cuya presencia en la miel ya ha sido reportada
(Socha et al., 2011), los que podrian estar relacionados con su actividad antibacteriana. En este
sentido cabe sefialar que ha sido reportada la capacidad de flavonoides y acidos fendlicos para
generar radicales hidroxilos dependientes de Cu (1) y causar la escision de la cadena de ADN,
siendo miricetina, quercetina y acido cafeico los mas activos (Ahmad et al., 1992; Li & Trush,
1994; Rahman et al., 1989).
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Figura 2.Estructura de los flavonoles miricetina (A) y quercetina (B), ademés de los
acidos fendlicos: acido galico (C) y &cido caféico (D). Imagenes catalogo Sigma-
Aldrich (2020).

Con relacién a los mecanismos involucrados en la generacion de perdxido de hidrégeno
por parte de la quercetina, se ha reportado el incremento de su autooxidacién en presencia de Cu
(11), con el consiguiente aumento en la produccién de perdéxido de hidrégeno (Hajji y col., 2006).
Los autores proponen como mecanismo en primer lugar la rapida formacion de complejos entre
la quercetina con Cu (1) y/o Cu(l) favorecida a pH basico; la posterior oxidacion del flavonoide
por el Cu (1) (mediante una transferencia electronica intramolecular del complejo) y luego su
lenta autooxidacion en presencia de oxigeno, obteniéndose perdxido de hidrogeno como
producto, tal como se muestra en el esquema de reacciones propuesto por estos autores (Figura
3).
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Figura 3Mecanismo propuesto para la autooxidacién de quercetina por Cu (1)
y/o Cu (I) QH2: quercetina; QHCu I/1l: complejo entre quercetinay Cu (I1) o Cu
(); QSCu I: complejo entre quercetina oxidada y Cu(l). (Hajji et al.,2006).

En este sentido, se ha reportado que la mayoria de los flavonoides pueden quelar los iones
cupricos; sin embargo, en condiciones mas competitivas, solo las flavonas y los flavonoles
pueden quelar tanto los iones cupricos como los cuprosos. Los sitios de quelacion de cobre mas
eficientes serian el grupo 3-hidroxi-4-ceto en los flavonoles y el grupo 5,6,7-trihidroxilo en las
flavonas (Riha y col., 2014). Los citados mecanismos podrian estar operando en la miel, donde la
formacion de complejos entre el Cu (I1) y/o Cu(l) y los flavonoides resultaria relevante para las
posteriores reacciones de o0xido-reduccién y la produccion de ROS; mas aun si flavonas como la
apigenina y crisina; y flavonoles como quercetina, kaempferol y miricetina (Figura 4) se
encuentran habitualmente en la miel (Dimitrova et al., 2007; Ferreira et al., 2009; Socha et al.,
2011).

24



Flavonols

Flavones Position 5 7 3 4 5
Compound

Position 5 7 3 4’

Compound Quercetin OH OH OH OH -
Kaempferol OH OH - OH -

Apigenin OH OH - OH Galangin OH OH - - -

Luteolin OH OH OH OH Fisetin - OH OH OH -

Chrysin OH OH - - Myricetin OH OH OH OH 0OH

Figura 4.Flavona y flavonoles, y sus patrones de sustitucion. (Stalikas, 2007).

Si bien los antecedentes expuestos aportan informacién sobre el rol que tendrian
diferentes componentes de la miel en su actividad antibacteriana; las relaciones existentes entre
estos, particularmente entre polifenoles, iones metalicos y la generacion de ROS, contintan
siendo materia de estudio. Existe entonces una relacion compleja entre los diferentes
componentes de la miel y su actividad antibacteriana. Esto lleva a plantear que la variacion en las
concentraciones de H>O2, OHe, compuestos fendlicos y cationes de metales de transicion
presentes en la miel determinan de forma multifactorial su actividad antibacteriana, estudio
inexplorado hasta el momento En consecuencia, en el presente proyecto se evalud la relacion
multifactorial entre estos componentes y la actividad antibacteriana de la miel. Para ello, se
estudio un grupo de 26 mieles de la zona central de Chile, al que se le determind el contenido de
compuestos fenolicos, H>O2, radical hidroxilo, cobre, hierro, manganeso y cinc; y su actividad
antibacteriana contra Staphilococus epidermidis y Pseudomona aeruginosa. Posteriormente, se
evaluaron las interrelaciones entre los componentes determinados y la actividad antibacteriana de
la miel mediante analisis multivariado, empleando analisis de componentes principales y

regresion sobre minimos cuadrados parciales.
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2. HIPOTESIS

La variacion en las concentraciones de H>O2, OHe, compuestos fenolicos y cationes de metales

de transicion presentes en la miel determinan de forma multifactorial su actividad antibacteriana.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos generales

Evaluar la relacion entre la actividad antibacteriana de la miel, la produccion de H2O2 y OHe y

los contenidos de compuestos fenolicos, cobre, hierro, manganeso y cinc.

3.2 Objetivos especificos

1.- Evaluar el contenido de polifenoles y flavonoides totales y especificos (acido galico, acido
caféico, acido cumarico, acido siringico, acido ferulico, rutina, apigenina, crisina, kaempferol,
quercetina, miricetina y acido clorogénico) y del pH en muestras de miel de la zona central de
Chile.

2.- Determinar la concentracion de H2O. y del radical hidroxilo en funcion del tiempo de

incubacién en muestras de miel de la zona central de Chile.

3.- Determinar el contenido de cobre, hierro, manganeso y cinc en muestras de miel de la zona

central de Chile.

4.- Evaluar la actividad antibacteriana de muestras de miel de la zona central de Chile contra
Staphylococcus epidermidis y Pseudomona aeruginosa.

5.- Establecer la existencia de correlaciones entre los compuestos quimicos de la miel y su

actividad antibacteriana mediante analisis multivariado.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Materiales

4.1.1 Estandares
e Apigenina >95% pureza. Sigma- Aldrich
e Kaempferol >90% pureza. Sigma- Aldrich
e Crisina. Sigma- Aldrich
e Rutina hidrato >94%. Sigma- Aldrich
e Acido cafeico. Sigma-Aldrich
e Quercetina >95%. Sigma-Aldrich
e Acido galico >98% pureza. Sigma- Aldrich
e Acido siringico >95%. Sigma-Aldrich
e Acido clorogénico >95%. Sigma-Aldrich
e Acido p-cumarico >98% pureza. Sigma-Aldrich
e Acido fertilico >99%pureza. Sigma-Aldrich

e Miricetina >96% pureza. Sigma- Aldrich

4.1.2. Solventes

e Acetonitrilo para cromatografia en fase liquida. LiChrosolv

e Metanol para cromatografia en fase liquida. Supelco.



e Etanol para cromatografia en fase liquida. Supelco.

e Acido formico 98-100% p.a. EMSURE® ACS,Reag. Ph Eur
e Acido clorhidrico 37% m/v para analisis. Supelco.

e Acido nitrico 65% suprapur. Supelco.

e Perdxido de hidrogeno 30% v/v. Merck

4.1.3 Reactivos

e 5 5-dimeltilpirrona-N-oxido. Santa cruz Biochtecnology.

e Orto-dianisidina 95%. Sigma-Aldrich.

e peroxidasa 150 U/mg. Sigma-Aldrich.

o Buffer fosfato. Grado analitico, Merck.

e Cloruro de aluminio 99%. Sigma-Aldrich

e Carbonato de sodio para analisis. Supelco.

e Reactivo del fenol segin Folin-Ciocalteu, para analisis. Supelco.

e Proteinasa K (de Tritirachium album) purificada por cromatografia liofilizada 30

mAnson-U/mg para fines bioquimicos y para biologia molecula. Sigma-Aldrich.
e Cobre (Il) sulfato pentahidrato para analisis. Supelco.

e Hierro (I1) sulfato heptahidrato para anélisis. Supelco

4.1.4 Materiales

o Materiales de vidrio de uso general y volumétrico clase A.
o Micropipeta de desplazamiento de aire 20-200 pL, 100-1000 pL y 10000 pL

o Viales de vidrio ambar, tapa rosca y contratapa de teflon.
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Tubos de ensayo de vidrio.
Papel filtro.

Pipetas microcapilares de vidrio 100 pL.

4.1.5 Equipos

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

Balanza de precision modelo 4000C (£ 0,00001 g), Precisa.

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

Centrifuga Orto alresa, modelo DIGICEN 21-R, 230-220 v 50-60 Hz.

Microondas Milestone MLS-1200 MEGA, equipado con rotor de polipropileno de 10 vasos
de TMF (Tetrafluormethaxil).

Espectrofotémetro UV-Vis Agilent Technologies, modelo Cary 8454, equipado con detector
de arreglo de diodos.

Sistema HPLC Waters Alliance, modelo 2695, equipado con detector de diodos modelo
Waters 996 Photodiode Array Detector y de fluorescencia, modelo Waters 2475 Multi A
Fluorescence Detector.

Espectrometro de Resonancia de Espin Electronico, Bruker ECS 106 emplea una banda X
(9,85 GHz) con una cavidad rectangular y modulacion de la radiacién de 50 kHz.

Rotavapor Heidolph con bafio termoregulado modelo WB2000; y regulador automatico
VV2000.

Espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente, modelo iCAP-RQ Serie:
RQ01282, equipado con inyector automatico modelo 4DX. Software Qtegra.

4.1.6 Software

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

componentes principales PCA.
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e STATGRAPHICS Centurion XVI v16.1.03, Stat Point Technologies, Inc., fue utilizado para
analisis de datos.

e OriginPro9 v8.0724 (B724), OriginLab Corporation, fue utilizado para analisis de datos y
obtencidn de gréficos.

4.1.7 Muestras

Se recolectaron 26 muestras de mieles de la zona central de Chile, de diversos origenes
geogréficos y boténicos, distribuidas entre las regiones de Coquimbo y de Los Lagos (Figura 5)
Las mieles fueron recolectadas en los periodos 2019-2020 y 2020-2021; ademas de algunas
muestras recolectadas en el 2017.En la tabla 1, se muestra el detalle resumido de las muestras

estudiadas.

Regién de Coquimbo

Regién de Valparaiso

? Region Metropolitana

Regioén del Libertador
Bernardo O’higgins

_—"__ Region del Maule

— Region de Nuble

\ Region del Bio Bio
Regiénde la Araucanial

\\— Regionde los Rios

Regiénde los Lagos

Figura 5.Mapa de Chile y localizacion de los sectores donde se obtuvieron las muestras
de miel.
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Tabla 1.Resumen de mieles estudiadas, segin su origen geogréafico, botanico y afio de

recoleccion.
N° Codificacion  Tipo de miel Ubicacién geogréfica Afo de recoleccion
1 M1V multifloral Coquimbo 2019
2 M2V Multifloral Coquimbo 2019
3 M3V Multifloral Valparaiso 2019
4 M4V Multifloral Valparaiso 2019
5 M5V Multifloral Valparaiso 2017
6 M6-V Multifloral Valparaiso 2021
7 M7V Multifloral Valparaiso 2021
8 M8-RM Ulmo Metropolitana 2019
9 M9-RM Quillay Metropolitana 2019
10 M10-RM Multifloral Metropolitana 2019
11 MI11-RM Multifloral Metropolitana 2019
12 M12-RM Multifloral Metropolitana 2019
13 M13-Vi Multifloral De O’Higgins 2019
14 M14-Vi Multifloral De O’ Higgins 2019
15 M15-VI Multifloral De O’ Higgins 2017
16 M16-VI Multifloral De O’ Higgins 2017
17 M17-VII Multifloral Maule 2020
18 M18-VII Multifloral Maule 2020
19 M19-VII Multifloral Maule 2020
20 M20-VII Flor de pradera Maule 2020
21 M21-Vil Multifloral Maule 2019
22 M22-1X Multifloral Araucania 2019
23 M23-X Multiflora De los Lagos 2020
24 M24-X Ulmo De los lagos 2019
25 M25-X Tiaca De los lagos 2019
26 M26-X Multifloral De los lagos 2019
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5. METODOS

5.1 Determinacion de pH

La determinacion de pH de las mieles recolectadas se efectu6 preparando una solucion de
miel al 10% p/v en agua purificada a temperatura ambiente como sefialan Pascual-Maté et al.,
(2018) . La solucion homogeneizada se procedié a medir utilizando el pH metro Oakton (Vernon
Hills, USA) modelo pH 1100.

5.2 Determinacion de contenido de polifenoles y flavonoides totales y

especificos.

5. 2.1 Extraccion de compuestos fendlicos desde la miel

Para extraer los compuestos fenolicos desde la miel se aplicd el método reportado por
Zhu et al., (2019) con algunas modificaciones (figura 6). Este se denomina ‘“‘sugaring-out
assisted liquid-liquid extraction” (SULLE), y esta basado en el fenomeno de particion de los
analitos entre agua y acetonitrilo, favorecida por la elevada concentracion de azucares de la miel.
En nuestro caso 1 g de miel se disolvié en 2 mL de agua acidificada con HCI 1M (pH 2.5),
ademas se afladié 2 mL de acetonitrilo. La muestra fue agitada en vortex durante 1 minuto y
posteriormente centrifugada por 10 minutos a 5000 rpm. Se separ6 el sobrenadante (acuoso) y
nuevamente se agregaron 2 ml de ACN por segunda vez, se agité y centrifugd, para
posteriormente recuperar el sobrenadante que se juntd con el anterior, recuperando un volumen
aproximado de 4 mL, el sobrenadante recuperado fue evaporado a sequedad en un rotavapor a
60°.

En el caso de la determinacion de polifenoles mediante HPLC, la muestra fue reconstituida en 1
mL de fase movil inicial (92% Agua y 8% ACN). Y en la determinacion de polifenoles y
flavonoides totales, la muestra fue resuspendida en un volumen final de 2,5 mL
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0.5 g honey +1 vortex mix centrifugation

b
mL water (pH 2) for 1 min for 1 min upper phase

SULLE

procedure

repeat two times

Figura 6.Metodologia SULLE, desarrollada por Zhu et al., (2019)

5. 2.2 Determinacion de Polifenoles y Flavonoides Totales

La determinacion de los polifenoles totales (CPT) se realizd6 por medio del método
colorimétrico de Folin- Ciocalteu, donde los complejos absorben a 765 nm. Los resultados se
expresan en mg de equivalente de acido galico/g de miel (Tenore et al., 2012). Para la curva de
calibracion se dispuso una solucion patron de 2000 mg/L de acido gélico, para luego preparar las
distintas diluciones (25 mg/L, 50 mg/L, 75 mg/L, 100 mg/L, 125 mg/L). En matraces aforados de
5 mL se afiadi6 0,2 mL de estas diluciones 0 0,2 mL de extracto de miel obtenido por el proceso
SULLE, 2,5 ml de agua ultrapura y 0,25 mL del reactivo Folin-Ciocalteu. Las concentraciones
para el calibrado fueron finalmente 1, 3, 4 y 5 mg de equivalentes de &cido galico/L. Se dejo6
reposar en oscuridad durante 3 minutos, transcurrido este tiempo, se afiadié 0,5mL de NaCOs
20% p/v y 1,55 ml de agua ultrapura. Finalmente, las muestras se dejan en oscuridad durante 1

hora antes de medir en el espectrofotometro.

Para los Flavonoides totales (CFT), se utilizé el metodo descrito por Giordano y col.
(2019). Los resultados obtenidos se expresaron en mg de equivalentes de Quercetina/ g de miel.
La construccién de la curva de calibracion se hizo utilizando la quercetina como solucién patron
para lo cual se prepar6 una solucion stock de 1000 mg/L (la solucién se prepar6 en
metanol/Agua al 70% v/v), luego se prepararon diferentes diluciones (4 mg/L ,8 mg/L, 12 mg/L,

16 mg/L, 20 mg/L, 30 mg/L) que corresponden a los puntos de la curva. En matraces aforados de
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5 mL se afiadié 2 ml de estas diluciones 0 2 mL de extracto de miel obtenido por el proceso
SULLE y 2 mL de una solucion de AICIz 2% p/v (solucién preparada en etanol); se completd el
volumen con agua ultra purificada. Las muestras se dejaron en oscuridad y temperatura ambiente
durante 1 hora antes de medir en espectrofotometro a 432 nm. Se considero la preparacion de un
blanco de muestra para descartar el color como interferente; el cual se prepar6 en un matraz de
aforo de 5 ml, al que se afiadié 3mL de agua ultrapura 'y 2 mL del extracto de miel. Los ensayos

de determinacion de polifenoles y flavonoides se efectuaron en duplicado

5.2.1.3 Determinacion de compuestos fenolicos especificos

La determinacion de los flavonoides y acidos fenolicos de interés se efectu6é por medio de
cromatografia liquida de alta resolucion con detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD),
utilizando una columna C-18 (Agilent, Eclipse XDB-C18, 5 um, 4,6 x 150 mm). Horno de
columna se mantuvo a 35°C, flujo de 1,0 ml/min utilizando como fase mévil agua pH 2.5 con
acido formico 1M (A) y acetonitrilo (B). La separacion se efectué por medio de una gradiente
que siguio el siguiente programa de elucién: 0- 30min, 8% de (B), 30-32 min, 50% de (B), 32-38
min. 8% de (B) (se vuelve a las condiciones iniciales y mantiene, para estabilizarse y comenzar
la siguiente muestra). Se inyect6 20 uL del extracto de miel obtenido por el proceso SULLE y los
cromatogramas se registraron a 270 nm para los &cidos fenolicos y 360 nm para los flavonoides
(Wang y col.,2019). La identificacion se efectu6 por medio de la comparacion del tiempo de
retencién y los espectros de absorcion de cada estandar. Para las curvas de calibracion de cada
compuesto de interés, se prepararon soluciones de 1000 mg/L en metanol, las cuales se utilizaron
como stock para las diluciones que se utilizaron como puntos de la curva, que fueron de 0,5
mg/L, 1 mg/L, 2mg/L, 4 mg/L, 6 mg/L, 8 mg/L. Para la determinacion de los compuestos
fendlicos especificos, se hicieron los analisis por duplicado.
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5.3  Determinacion de la acumulacion de peroxido de hidrégeno y radical hidroxilo en

funcion del tiempo de incubacion en muestras de miel.

5.3.1 Determinacién de H20>

La determinacion del peroxido de hidrégeno acumulado en la miel se efectué por el
método colorimétrico basado en la formacion de un cromdéforo producto de la reaccion de
oxidacion de la o-dianisidina catalizada por peroxidasa y su analisis por espectrofotometria UV-
Vis (Kwakman et al., 2011; White & Subers, 1963).

Se prepararon soluciones de miel al 20% m/v en buffer fosfato 0,01M pH 6,5; las que
fueron filtradas y almacenadas en viales ambar, durante 24 horas a temperatura ambiente y
oscuridad. Se evalu6 la acumulacién de peréxido de hidrdgeno al tiempo inicial, 3 y 24 horas.
Para su cuantificacion, en un tubo de ensayo se agregaron 0,5 mL de la solucion de miel al 20%
m/v o de las soluciones patron de peroxido de hidrégeno, 1,5 mL de buffer fosfato 0,01 M pH
6,5; 0,5 mL de solucion de peroxidasa 0,025 mg/mL (7,5 Ul/mL) (preparada a partir de solucion
stock de 0,5 mg/mL en el mismo buffer,(150 Ul/mL)) y 0,25 mL de solucion de orto-dianisidina
0,4 mg/mL (preparada a partir de una soluciéon de 1 mg/mL en agua), ambas disoluciones fueron
preparadas en buffer fosfato 0,01 M pH 6,5. La mezcla se agitdé y se dej6 reaccionar por 10
minutos a temperatura ambiente en oscuridad, posteriormente se midio la absorbancia a 444 nm.

Todos los ensayos de acumulacion de H20>, se efectuaron en duplicado

Para la curva de calibrado, se utiliz6 como estandar una solucién de H.O> de
concentracion 333 mg/L, que se sirvid para preparar las diluciones patrones (2 mg/L, 4 mg/L, 6

mg/L, 8 mg/L, 10 mg/L, 12 mg/L, 14 mg/L) que corresponderan a los puntos de la curva.
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5.3.2 Determinacion de H2O3, inhibiendo accion de GOX.

Se utiliz6 la misma metodologia propuestas por While y col. (1963) y Kwakman y col.
(2011), en esta ocasion la solucion de miel preparada al 20% m/v en buffer fosfato 0,01M pH
6,5; se afiadio 0,250 uL de proteinasa K de concentracion 1 mg/L con el objetivo de degradar las
proteinas y asi descartar el H>O> generado por accion de la enzima GOX presente en la miel
(Bucekova et al., 2019). Se evaluo la acumulacion de peroxido de hidrogeno a las 3 y 24 horas

de incubacion; tal como se detallé en la seccion anterior.

5.3.3 Determinacion del radical hidroxilo.

La generacion del radical hidroxilo en las mieles se efectu6 mediante la técnica de
resonancia de espin electronico (REE) utilizando la técnica de atrapamiento de espin (Spin
trapping), siguiendo lo indicado por Marquez et al., (2019). Para ello se emple6 5,5-
dimeltilpirrona-N-oxido (DMPQO) como atrapador de espin, que forma un spin-aducto mas
estable y con una vida media mayor a la del radical hidroxilo, facilitando su deteccion. En un
eppendorf se mezclaron 100 uL de solucion de miel 12,5% m/v preparada en agua ultrapura con
150 uL de DMPO 0,1M. La mezcla se agitd y se incubd por 10 minutos a 60°C.Posteriormente,
la mezcla se coloco en la celda REE, y los espectros se registraron en un equipo Bruker ECS 106
con una banda X (9,85 GHz), y modulacion de la radiacion de 50 kHz. Los datos obtenidos

fueron evaluados mediante el programa OriginPro9 v8.0724 (B724.
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5.4.- Contenido de cobre y hierro.

Para la cuantificacion de cobre y hierro las muestras de miel fueron mineralizadas para
eliminar la materia organica. Esto se hizo por medio de digestién con microondas utilizando la
metodologia descrita por Taube et al., (2019) con modificaciones. 1 g de miel fue pesado en
duplicado en los recipientes de teflon del microondas y se le afiadio 2 mL de HNO3 63% p/p
suprapuro ® (Merck) y se dejo reposar la muestra durante toda la noche. Posteriormente se le
afiadio 2 mL de H>O2 30% p/p, los vasos se cerraron y sometieron al siguiente programa de
potencia: 80 W por 2 minutos, 120 W por 2 minutos, 320 W por 5 minutos, finalizando el ciclo
con 520 W durante 10 minutos. Posterior a la digestion los vasos se enfriaron con ayuda de agua
y el digerido y su duplicado fueron enrasado a 50 mL con agua destilada ultrapura. La
cuantificacion de los metales se realiz6 mediante ICP-MS. Cabe sefalar que ademés de cobre y

hiero se determiné igualmente cinc y manganeso.

5.5 Actividad antimicrobiana en miel

Las pruebas de susceptibilidad se realizaron contra S. epidermidis y P. aeruginosa, que se
cultivaron en caldo Luria-Bertani (LB) a 37°C y siguiendo el crecimiento bacteriano por medio
de la densidad optica del cultivo (OD) a A 620 nm. Se utilizaron micro diluciones para la
evaluacion antibidtica, donde se diluy6 la miel en el medio LB. las muestras se disolvieron en
forma decreciente 1:2 v/v, 1:4 vlv, 1:8 v/v, 1:16 v/v,1:32 v /v,1:64 v/v. Para determinar la
concentracion minima inhibitoria (MIC), con un 99,9% de inhibicion. Las muestras se incubaron
en microplacas de 96 pocillos por triplicado, donde se afiadié 180 pl de la dilucion con 20 pl de
inoculo del cultivo bacteriano a una concentracion de 5x10° UFC / ml, el cual se ajusto
utilizando la escala estandar de turbidez de McFarland, para cada cepa. El control positivo estuvo
compuesto de 20 uL de cultivo bacteriano y 180 uL de LB. Y un control negativo que tenia 200
puL de medio LB. El crecimiento bacteriano se determind a tiempo cero (TO) y 24 horas. Este
analisis fue efectuado en el Instituto de ciencias e innovacion en medicina (ICIM), de la

Universidad del Desarrollo.
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5.6 andlisis de componentes principales y Regresidon sobre minimos

cuadrados.

La matriz, se construyd conteniendo en las filas las muestras y en las columnas, los
parametros determinados para cada miel. Una vez reunida la informacion, la matriz fue sometida
a analisis de componentes principales (PCA) para establecer correlaciones entre los factores
estudiados (polifenoles y flavonoides totales, &cido galico, acido caféico, acido p-cumarico,
acido siringico, acido ferdlico, acido clorogénico, quercetina, miricetina, kaempferol, rutina,
crisina, apigenina radical hidroxilo, perdxido de hidrogeno, hierro y cobre) y la actividad
antimicrobiana que presenta la miel (A.-R. A. Roshan et al., 2013). Ademas, se efectu6 analisis
de regresion sobre minimos cuadrados parciales (PLS), donde se establecieron modelos
predictivos de la actividad antibacteriana y/o generacion de ROS, en funcidn de los componentes
analizados en la miel. Para su ejecucion se utilizo el programa The Unscrambler v9.7, CAMO

software AS.
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6.- RESULTADOS Y DISCUSION

6.1.- Evaluar el contenido de polifenoles y flavonoides totales y
especificos (acido galico, acido caféico, acido cumarico, acido siringico, acido
ferdlico, rutina, apigenina, crisina, kaempferol, quercetina, miricetina y acido

clorogénico) y del pH en muestras de miel de la zona central de Chile.

6.1.1 pH de las muestras de miel

Como se observar en la tabla 2, las mieles tienen un pH que oscila entre 3,6 a 5,4; con un valor
promedio de 4,4 = 0,4, siendo la miel M5-V la que registra el pH mas alto y la M6-V el méas
bajo. Estos valores son similares a los reportados por Fredes & Montenegro, (2006), quienes
estudiaron mieles nacionales que abarcaban desde la IV a X region, en promedio estas tuvieron
un pH 4,2+ 0,3.

Tabla 2.Registro pH de mieles estudiadas.

Mieles PH Mieles pH
Mi1-IV 4,78 0,00 M14-VI 4,04 0,02
M2-IV 4,07 + 0,00 M15-VI 3,87 £ 0,00
M3-V 4,26+ 0,01 M16-VI 4,38 + 0,00
M4-V 5,27 0,01 M17-VII 4,53 + 0,02
M5-V 5,39 + 0,01 M18-VII 4,12 + 0,04
M6-V 3,70 £ 0,02 M19-VII 4,23 0,01
M7-V 4,31+ 0,01 M20-VII 4,65 + 0,01
MS-RM 4,57+ 0,01 M21-VII 4,23 0,00
M9-RM 4,38 +0,01 M22-IX 4,37 £ 0,01
M10-RM 4,57 +0,02 M23-X 4,20 £0,00
M11-RM 4,49 + 0,01 M24-X 3,83+ 0,02
M12-RM 3,84 + 0,00 M25-X 4,46 + 0,01
MI13-VI 4,72 £ 0,01 M26-X 4,29 + 0,00
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El pH &cido reportado de las mieles esta estrechamente relacionado con la composicion
de esta, ya que contiene varios acidos organicos; siendo el principal el acido glucénico (pKa:
3,86), que se obtiene de la oxidacion de la glucosa mediada por la glucosa-oxidasa (Majtan et al.,

2021); siendo ademas uno de los factores que aportan a la actividad antibacteriana de la miel.

6.1.2 Contenido de polifenoles y flavonoides totales

Para determinar el contenido de los polifenoles y flavonoides totales y especificos (&cido
galico (GA), Acido cafeico (CA), Acido cumarico (pCA), Acido siringico (SA), Acido fertlico
(FA), Quercetina (Que), Miricetina (Mir), Rutina (Rut), Apigenina (Api), Crisina (Cri),
Kaempferol (Kae) y acido clorogénico (CGA)) fue necesario efectuar la extraccion de dichos
compuestos desde las muestras de miel. Para ello se empled la técnica de extraccion SULLE
(Sugaring-out assisted liquid-liquid extraction) descrita por Zhu et al., 2019, basada en una
sencilla extraccion liquido-liquido, en donde los polifenoles disueltos en una solucion acuosa de
miel acidificada son extraidos con acetonitrilo. La extraccion se ve favorecida por la elevada
concentracion de azucares, la miel esta constituida aproximadamente en un 80% de azucares de
los cuales predominan glucosa y fructosa (Bogdanov et al., 2008); por lo cual la particion
efectiva se logra con un 40% m/v de concentracion de los azucares presentes en la miel, que
producen el efecto “sugaring-out”, facilitando la particion de los analitos de interés hacia la fase
organica. Para evaluar la eficiencia de extraccion de la técnica SULLE; una muestra de miel
fortificada con el flavonoide quercetina a 75 ug/g de miel fue sometida al procedimiento en
duplicado y analizada mediante el método espectrofotométrico descrito en la metodologia. El

resultado se presenta en la tabla 3; obteniéndose la recuperacion cuantitativa del analito.

Tabla 3. Ensayo de recuperacion método SULLE

Procedimiento de % Recuperacion %RSD
extraccion
SULLE 126% 1,26%
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La cuantificacion de polifenoles totales se llevo a cabo utilizando el método colorimétrico
Folin- Ciocalteu, donde los complejos formados por la reaccion de oxido-reduccion absorben a
765 nm. La figura 7 muestra el contenido de polifenoles totales de las 26 muestras de mieles de
la zona central del pais. Los valores estuvieron comprendidos entre 34 y 175 ug equivalentes de
GA/ gramo de miel; con un promedio de 108 ug equivalentes de GA/ gramo de miel. La muestra
M10-RM es la que presentd el mayor contenido de polifenoles totales con 175 = 3 ug

equivalentes de GA/ gramo de miel.
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Figura 7.Contenido de polifenoles totales de las mieles estudiadas.

Los valores obtenidos de polifenoles totales son concordantes con los valores reportados
por Giordano et al., (2019) , quienes han estudiado en detalle las mieles nacionales, reportan
rangos de polifenoles totales entre 8 y 250 mg equivalentes de GA/ gramo de miel. Hay que tener
en cuenta que el contenido de polifenoles de la miel se ve influenciado por multiples factores
tales como el origen geogréfico, climatico y botanico; lo que queda de manifiesto en el amplio
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intervalo de valores encontrados entre las mieles analizadas. Sin embargo, se observan ciertas
tendencias generales, con mayores contenidos de polifenoles en las mieles de la RM, VII, IXy X
regiones. Por otra parte, cabe sefialar que el método Folin- Ciocalteu no es una metodologia
selectiva por lo cual pueden estar reaccionando otros compuestos reductores no fenolicos, tal
como algunos azlcares o aminoacidos, sobrevalorado el contenido (Ferreira et al., 2009). Sin
embargo, dada la extraccion previa de estos compuestos realizada en este caso a través de la
técnica SULLE, estas interferencias deberian ser menores y los contenidos de polifenoles totales

se acercarian a la realidad.

Para la determinacion de los flavonoides totales se utilizd el método colorimétrico
sefialado por Giordano et al., (2019), con variaciones, donde el Al (111) forma un complejo con
los flavonoides que absorben a los 432 nm. Como este complejo es de color amarillo, fue
necesario hacer un blanco de muestra, para restar el efecto matriz de la miel. La figura 9 muestra
el contenido de flavonoides totales de las 26 muestras de mieles de la zona central del pais. Los
valores estuvieron comprendidos entre no detectado y 8,6 ug equivalentes de Que/gramo de miel;
con un promedio de 2,4 ug Que/gramo de miel. La miel M11-RM present6 el mayor valor con
8,6 + 0,2 ug de equivalentes de Que/gramo de miel. Esta metodologia colorimétrica funciona
mejor para la determinacion de flavonas y flavonoles, por lo cual el contenido de flavonoides
totales se estaria subestimando (J. M. Alvarez-Suarez et al., 2010). Esta metodologia considera el
uso de la sal cloruro de aluminio, en donde el ion aluminio forma un complejo coloreado al
reaccionar con los grupos hidroxil y carbonil del flavonoide, como se puede visualizar en la

figura 8 los sitios de unién para los metales trazas (J. Alvarez-Suarez et al., 2009; Pietta, 2000)).

Figura 8.Sitios de unién para metales de transicion que presenta la estructura de los
flavonoides; lo que permite formar complejos con estos; los que absorben a longitudes de
onda visible y ademas favorecen su autooxidacion y actividad prooxidante.
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Figura 9.Contenido de flavonoides totales de las mieles analizadas.

A diferencia de lo observado para los polifenoles totales, en términos generales las mieles
con mayor contenido de flavonoides provienen de las regiones del norte y centro del pais, donde
prevalece un clima mediterraneo, cuyos valles se caracterizan por tener altas temperaturas y baja
humedad durante la primavera y verano. Esto se condice con lo descrito por Kenjeric et al.,
(2007) , quienes estudiaron el perfil de 40 mieles croatas e indican que el contenido de

flavonoides se ve favorecido en estas condiciones climaticas.
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6.1.3 Contenido de polifenoles y flavonoides especificos

La determinacion de los flavonoides y &cidos fenolicos de interés se efectud por medio de
HPLC-DAD bajo las condiciones detalladas previamente. Las figuras 10.A y 10.B muestran los
cromatogramas registrados a 270 nm para los acidos fendlicos y 360 nm para los flavonoides,
respectivamente. En ellos se aprecia una adecuada resolucion para todos los compuestos en un
tiempo de anélisis de 39 minutos. En la tabla 4 se muestras las principales cifras de mérito
analiticas obtenidas para la cuantificacion de estos compuestos. Los valores de R? en el intervalo
de concentraciones fue mayor o igual a 0,9942; con valores de LOQ comprendidos entre 0,001 y
0,019 ug/g.

Tabla 4. Principales cifras de méritos analiticas correspondiente a la cuantificacién de &cidos
fenolicos y flavonoides de interés en la miel mediante HPLC-DAD.

Compuesto Tiempode | R? Sa(mg/L) LOQ ® (ug/g)
retencion
Acido galico 2,80 min. 0,9998 | 0,0004 0,004
Acido clorogénico 6,37 min. 0,9999 | 0,0012 0,012
Acido cafeico 7,78 min. 0,9998 | 0,0006 0,006
Acido siringico 8,20 min. 0,9987 | 0,0002 0,002
Acido p-cumarico 10,48 min. 0,9999 | 0,0009 0,009
Acido ferulico 11,70 min. | 0,9998 | 0,0007 0,007
Rutina 11,07 min. | 1,0000 | 0,0019 0,019
Miricetina 14,75 min. 0,9993 | 0,0003 0,003
Quercetina 18,45 min. | 0,9997 | 0,0004 0,004
Apigegina 21,26 min. 0,9942 | 0,0001 0,001
Kaempferol 21,90 min. 0,9963 | 0,0001 0,001
Crisina 28,60 min. 0,9998 | 0,0003 0,003

a: Sensibilidad analitica (S y/x / b) donde S y/x es el error en la estimacién y b la pendiente del
calibrado. b: LOQ =10 (Sy/x/b)
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Figura 10.Cromatogramas HPLC-DAD de estandares a 270 nm (A) y 360 nm (B). (acido galico
(GA), Acido cafeico (CA), Acido cuméarico (pCA), Acido siringico (SA), Acido ferulico (FA),
Quercetina (Que), Miricetina (Mir), Rutina (Rut), Apigenina (Api), Crisina (Cri), Kaempferol
(Kae) y acido clorogénico (CGA)
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Para la determinacion de los polifenoles especificos en las mieles estudiadas mediante
HPLC-DAD se trabajaron en dos grupos: Grupo n°1: constituido por los &cidos fendlicos (&cido
galico, &cido cafeico, acido p-cumarico, acido siringico, acido feralico y &cido clorogénico) cuya
absorbancia se registr6 a 270 nm. Grupo n°2: constituido por los flavonoides (quercetina,
kaempferol, rutina, miricetina, crisina y apigenina) cuya absorbancia se registr6 a 360 nm.
Ademas, la identificacion se efectud por medio de la comparacion del tiempo de retencion y los
espectros de absorcion de cada estdndar. En la figura 11 se presentan como ejemplo los
cromatogramas obtenidos para las mieles M4-V y M16-VI, registrados a 270nm para la
determinacion de acidos fendlicos. Dado su caracter de mayor hidrofilia estos eluyeron antes que
los flavonoides. En el caso particular de estas dos mieles se logré identificar &cido gélico, acido
siringico, acido p- cumarico y &cido ferulico. Estos compuestos han sido descritos previamente
en estudios de perfiles fenolicos de las mieles y son utilizados como marcadores botanicos o
geogréficos (Velasquez et al., 2020)

F 58
GA
cen
s
cA
e PCA ca
s N~
856 355 436 65 808 00 K300 M55 MO0 T80 3000 3356 3406 M6 M 06 3350 306 M6 M
Vs saa
o L3
L
T 2
LRSS
324
LAl
o
R 2 red
e 23
"
=
"

G n e eew

= GA n
& ” )
o A A

L 5 2 ~2a e a0 "o Qe iz moa MIE 2000 U020 340 MM ;.IVDC xx 20 M»» Xj:i N‘L.'

Figura 11.Cromatogramas HPLC-DAD de las mieles M4-V(A) y M16-VI (B),
registrados a 270nm. (Para identificacion de los PFs ver figura 10)
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A continuacion, en las figuras 12 y 13 se presentan los espectros de absorcion de los
patrones utilizados para la identificacion de los acidos fendlicos y flavonoides respectivamente.
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Figura 12. Espectros de absorcion de los patrones de los &cidos fendlicos identificados en las mieles
estudiadas.
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Figura 13.Espectro de absorcion de los patrones de los Flavonoides identificados en las mieles

analizadas

La tabla 6 resume los resultados del contenido de los polifenoles totales y acidos

fenolicos especificos en las 26 mieles analizadas, donde se observa que el acido galico y el &cido

p-cumarico son los predominantes en las mieles nacionales. La frecuencia de aparicion de los

acidos fendlicos de las mieles nacionales fue &cido galico > acido p-coumarico > acido cafeico >

acido ferulico > acido siringico > &cido clorogénico. Ademas, el acido galico fue el que presentd

las mayores concentraciones con un valor promedio de 5,7 ug /g de miel.
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Tabla 5.Contenido de polifenoles totales (ug GAE/g de miel) y acidos fenolicos identificados (ug/g de miel) en las mieles analizadas.

Miel Polifenoles totales GA CGA CA SA p-CA FA
M1-1V 80+3 I — 1,7+06 -
M2-1V 52+1 50401  smeeeem e e 13+02 -
M3-V 45+ 8 5001 - e 02+01 09+01
M4-V 62+1 10+01 - 22+01 - 19+01 05+£0,1
M5-V 7242 0501 e e e
M6-V 117 +3 48 + 2 06+01 seeeeem e 01+01 -
M7-V 144 + 36 6+1 e e e 1,4+0,2 0,3+0,1
M8-RM 93+3 24%02 = s e e e e
M9-RM 161 + 10 ZZ7 =3 0¥/ U — 13+01 -
M10-RM 175+3 2501 = e 18401 e
M11-RM 169 + 3 72X T =% 05 1
M12-RM e
M13-VI 134+6 28+02 - 0701 = ——m e e
M14-VI 34+2 44+07 e e e 05+01 -----e-
M15-VI 741 7206 - e e e e
M16-VI 107 +£2 30£01 - e 1,7+£0,1 0,7x0,1 0,3x£0,1
M17-VII 135 +21 97407 = e e e e e
M18-VII 1192 51+0,2 = e 16+01 e
M19-VII 109 + 2 45+0,3 e e e e e
M20-VII 153 + 10 6,2+01 - 13401 - 13401 e
M21-VII 116 + 13 33+02 - 09+01 - 11401 e
M22-1X 167 + 22 33+01 e 04+01 e 06+01 -
M23-X 105 + 12 53+01 = e 08+01 -
M24-X 114 + 4 3401 e e e e e
M25-X 142 + 6 72X I 05
M26-X 87 +1 08+0,1 smmmeem e e e e
LOQ 0,004 0,012 0,006 0,002 0,009 0,007
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En la figura 14 se exhibe como ejemplo el cromatograma obtenido para la miel M9-
RM, registrado a 360 nm para la determinacion de flavonoides; la que presento cinco de los
seis flavonoides en estudio, reconociéndose la presencia de rutina, miricetina, quercetina,
kaempferol y crisina. Por otra parte, la tabla 7 resume los resultados del contenido de los
flavonoides totales y especificos en las 26 mieles analizadas. La frecuencia de aparicion de
los flavonoides fue de mayor a menor: quercetina, crisina, kaempferol, apigenina, y rutina.
Estos resultados, se encuentran en concordancia con lo publicado por Velasquez et al.,
(2020), quienes en su estudio identifican estos flavonoides en mieles nacionales de diverso
origen floral y geografico. Estos mismos compuestos han sido detectados en el perfil
fendlico de Cryptocarya alba (peumo chileno), arbol endémico que se encuentra distribuido
desde la region de Coquimbo a la region de los Rios (Simirgiotis, 2013), cuyo aporte de
néctar podria ser importante para la fabricacion de estas mieles. Una particular
predominancia de quercetina y crisina se observd en las muestras analizadas; las que se
consideran buenos marcadores de calidad para la miel chilena (Bridi et al., 2019). Por otra
parte, se observd la presencia de apigenina principalmente en muestras de la VI y VII
regiones, mientras que kaempferol estuvo presente preferentemente en las muestras
provenientes de las regiones IV, V' y RM. Ademas, el contenido de crisina fue mayor en las
muestras de VIl a X regiones. La presencia de estos flavonoides de manera especifica en
mieles de ciertas regiones esta ligada a la flora que emplean las abejas en su preparacion.
Esto los haria candidatos a marcadores para diferenciar las mieles provenientes de dichas

regiones.
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Figura 14. Cromatograma HPLC-DAD de la miel M9-RM registrado a 360 nm. Se observa
la presencia de cinco flavonoides del interés de este estudio.
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Tabla 6. Contenido de flavonoides totales (ugQue/g de miel) y especificos identificados (ug/g de miel) en las mieles estudiadas.

Miel Flavonoides totales Rut. Mir. Que. Api Kae. Cri.
M1-1V 51+07 - e 1,1+01 - 09+0,1 1,2+0,1
M2-1V 58+04 - e 05+£01 - 1,4+0,2 1,1+0,1
M3-V 25+03 - e 05+£01 - 14+0,1 0,4+0,2
M4-V 19+03 = s e e e e 0,9+0,1
M5-V 1,1+01 - 0,5+0,1 05+£01 - 04+0,1 0,6+0,1
M6-V 6,6 +1,6 0,2+0,1 0,8+0,1 2,703 - 05+£01 -
M7-V 0,703 s e 05+01 - 02+01 -

M8-RM 1,1+01 - e 08+01 - 04+0,1 0,3+0,1
M9-RM 45+0,6 1,3+0,1 1,0+£0,1 09+01 - 2,8+0,1 15+0,1
M10-RM 1,1+0,2 06+01 - 15+01 - 0,8+0,1 1,8+0,1
M11-RM 86+02 - e 1,2+01 e e e
M12-RM 09+01 s e 01+£01  ee- e e
M13-VI 1,1+02 e e 06+0,1 02+0,1 1,0+0,1 1,1+0,1
M14-VI 00+£01 - e 08+£01 e e e
M15-VI 26+01 - e 09+01 - 06+0,1 0,9+0,1
M16-VI 1,2+01 e e 0,9+0,1 0,2+£0,1 18+0,1 1,0+0,1
M17-VII 1,2+05 - e 0,7+£0,1 0,4+01 - 2,3+0,3
M18-VII 12+01 e e e 0,401 - 3,8+0,2
M19-VII 03+01 - e 0,6+0,1 0,3+0,1 19+0,1 2,6+0,1
M20-VII 22+02 e e 0,8+0,1 0,3+01 - 1,0+0,1
M21-VII 14+03 0 - e 15+01 - e 2,0+£0,1
M22-1X 16+01 e e 15+01 - e 1,4+0,1
M23-X 18+05 - e 04+0,1 0,2+01 - 2,2+0,1
M24-X 19+02 e e e e e 22+0,1
M25-X 45+01  eee- e 1,3+01 - e 0,7+0,1
M26-X 18+01 = s e e e e 16+0,2
LOQ 0,019 0,003 0,004 0,001 0,001 0,003
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Finalmente, en la tabla 5 se presentan las concentraciones de &cidos fendlicos y flavonoides
de mieles de diversos origenes geogréficos, con el objetivo de comparar estos valores con los
obtenidos en el presente estudio. En general se observan valores similares de acidos fendlicos y
flavonoides entre las mieles nacionales y aquellas provenientes de diferentes partes del mundo,

considerando ademas que se aplicaron diferentes métodos de extraccion de estos compuestos.

Tabla 7. Contenido de polifenoles (acidos fendlicos y flavonoides) en mieles del mundo.

Origen miel Contenido Contenido Método de | Método  de | Referencia
acidos flavonoides extraccion | analisis
fendlicos (ug/g | (ug/g de miel)
de miel)
Italia 0,03-0,59 0,02-0,64 DLLME HPLC-UV Campone et al.,
(2014)
Polonia 0,06-9,1 0,04-0,78 LLE HPLC-UV Socha et al.
(2011)
Azerbaiyéan 0,57- 2,67 0- 0,64 LLE HPLC-Uv-vis | Degirmenci et
al., (2020)
China 1,7-66 0,2-1,9 LLE HPLC-DAD Cheung et al,
(2019)
China 0,4-0,7 0,8-11 SULLE HPLC-ECD Zhu et al., (2019)
Australia y | 0,4-45 0,4-11 SPE HPLC-UV Yao et al., (2003)
Nueva Zelandia
Chile 0,1- 48 0,09- 4,9 SULLE HPLC-DAD Este estudio
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6.2 Determinar la concentracion de H2O. y del radical hidroxilo en funcion de
la funcién del tiempo de incubacion en muestras de miel de la zona central de
Chile.

6.2.1 Determinacioén de la concentracién de H-O»

La formacion del peroxido de hidrogeno en la miel se da por la oxidacion de la glucosa
en condiciones aerobicas obteniendo como productos de la reaccion acido gluconico y perdxido
de hidrogeno. Esta reaccion es catalizada por la enzima glucosa-oxidasa, que aporta la abeja
cuando deposita el néctar en la colmena para su maduracion. (Bucekova et al., 2018). Sin
embargo, como se ha mencionado previamente, existiria una via alternativa no enzimatica de
formacion de peroxido de hidrogeno en la que estarian involucrados los polifenoles (flavonoides

y &cidos fenolicos).

En primer término, se evalué la formacién de peréxido de hidrégeno de las mieles
disueltas en agua y en buffer fosfato a pH 6.5 luego de 3 horas de acumulacién. El resultado
obtenido se presenta en la tabla 8. Podemos observar que en términos generales la generacion de
peroxido de hidrégeno fue menor en el caso de las muestras preparadas en agua ultrapura. Esto
se debe principalmente a que la reaccion de formacion del H20- se ve favorecida a mayor pH del
medio tamponado que en el medio acido de la miel disuelta en agua (aproximadamente 4)
(Higuera Cobos & Tristancho Reyes, 2006).
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Tabla 8.Formacion de perdxido de hidrogeno en miel diluida en agua ultrapura y en buffer
fosfato pH 6.5 (expresado en ug por gramo de miel).

Miel 3 horas. 3 horas.
Miel preparada en buffer fosfato Miel preparada en H,O
pH 6.5 ultrapura
M1-1V 36 +4 277+18
M2-1V 104 +0;3 65 +12
M3-V 249 09 144 +14
M4-V 92 £05 134 +0,3
M5-V 142 +12 10,9 +0,1
M6-V 265 =01 120 +0,2
M7-V 177 0,7 10,3 +11
M8-RM 225 %09 9,3 +0,6
M9-RM 2713 =24 345 +1,0
M10-RM 199 %01 243 +26
M11-RM 114 +03 97 #05
M12-RM 20 £02 1,0 *0,1
M13-VI 140 =06 19,0 +11
M14-VI 18,2 +0,5 85 #0,7
M15-VI 102 06 8,7 0,4
M16-VI 84 0,2 83 #03
M17-VII 183 0.2 239 +172
M18-VII 357 +04 32,7 +09
M19-VII 348 04 246 +0,8
M20-VII 250 =11 23,3 0,9
M21-VII 94 01 75 #03
M22-1X 81 =01 25 +08
M23-X 228 =19 294 +17
M24-X 114 +29 95 +04
M25-X 57 %01 30 0,1
M26-X 579 =49 16,4 +0,5
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Posteriormente se evaluo la formacion de H20: a distintos tiempos de incubacion (0; 3y
24 horas). Los resultados obtenidos se presentan en la figura 15. En general se observa que a las
3 horas las mieles alcanzan su méxima acumulacion de peroxido de hidrégeno; con valores
comprendidos entre 1,8 + 0,2 y 58 £ 5 ng de H202/ gramos de miel. Transcurrido este tiempo la
acumulacién tiende a mantenerse y en algunos casos a aumentar, registrandose el valor maximo
de 69 pg de H202/ gramo de miel, a las 24 horas, para la miel M3-V. Las excepciones fueron las
mieles M1-1V y M26-X, donde se percibe una notoria disminucion luego de 24 horas de
incubacién. El incremento promedio en la generacion de peroxido de hidrégeno fue de un 40%
entre las 0 y 3 horas y de un 20% a las 3 y 24 horas.
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Figura 15. Acumulacion de peroxido de hidrégeno (ug/g de miel) al tiempo inicial, 3 y 24 horas
en las mieles analizadas.
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Se observé ademas un comportamiento diferenciado en tres grupos de mieles para la
acumulacién de peroxido de hidrogeno en el tiempo (figura 16).  Estos fueron un incremento
sostenido, disminucion o mantencion luego de 24 horas de incubacion. La composicion de estos
grupos fue heterogénea con mieles de distinto origen en cada caso. Por otra parte, en un analisis
mediante PCA no se observd ninguna relacién entre este agrupamiento y alguna caracteristica en
particular de las mieles.
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Figura 16.Graficos comparativos que indican en a) aumento de H,O; en el tiempo, b) mantiene y c)
disminuye de la acumulacién contenido de H,O;en el tiempo.
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A modo de comparacion, en la tabla 9 se presenta la concentracion de H>O2 en mieles
provenientes de distintos lugares del mundo. Se incluyen los valores obtenidos en el estudio
realizado por Cebrero et al., (2020), de nuestro grupo de trabajo, en mieles de la VI region de
nuestro pais, asi como los valores del presente estudio. Si bien las condiciones empleadas para la
generacion de H2O. son variadas en términos de dilucion de la miel, medio empleado para
diluirla, tiempo y temperatura de incubacion; los valores del presente estudio son similares a los
reportados en mieles con un origen geogréafico variado y en mieles nacionales recolectadas en
temporadas anteriores. Yupanqui Mieles et al., (2022), sefialan que el peroxido de hidrogeno
tiene dos maneras de actuar frente un microorganismo, en los cuales ambos dependen de la
concentracion de este. El primero es por medio de la reaccion de Fenton; donde el H2O2 que se
form6 en presencia de los iones metalicos, generan radicales hidroxilos y otras especies
oxigenadas, que actlan como agentes oxidantes, ocasionando modificaciones a las bases
nitrogenadas y azucares que constituyen el ADN bacteriano. La segunda manera se relaciona con
la sensibilidad a la exposicion del H2O2, mientras mayor sea el tiempo de exposicion, mayor sera
el dafio producido y por consiguiente la inhibicidn en el crecimiento bacteriano. Deterioro que se
evidencio en el aumento de la concentracion de carbonilos, sefial de oxidacién de las proteinas
que constituyen al organismo afectado (Brudzynski et al.,, 2011), establecieron que la
concentracion minima en que actda el peréxido de hidrogeno para causar degradacion del ADN
es de 2,5 mM, mientras que en la miel este efecto se observa para concentraciones en el intervalo
0,5 a 2 mM de. Esta mayor eficiencia seria debido al efecto citotoxico de la generacion del *OH
a partir del H20», actuando ademés de forma sinérgica con otros componentes menores de la
miel. Estos valores de concentracion son similares a los encontrados en las mieles evaluadas en

el presente estudio (0,06 y 1 mM para una dilucion al 20%).
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Tabla 9.Concentracion de H.O> en mieles provenientes de distintos lugares del mundo.

Origen miel H20: ug/g Condiciones para generacion  Referencia
Eslovaquia 1-20 40%p/v en agua, 4 hrs de Bucekovay col., (2014)
incubacion a 37°C

China 0,2-7,2 Sin informacion sobre dilucion Liy col., (2017)
30 min de incubacion

Eslovaquia 2,4-47 40% plv buffer pH 7, sin Bucekovay col., (2019)
incubacion

Australia 0,9-50 30%p/v en agua, 4 hrs de Sindiy col., (2019)
incubacion a  temperatura
ambiente

Polonia 1-51 25%p/v en agua, 1 hr de Greckay col., (2018)
incubacion a 37° C

Eslovaquia 2-54 40% plv buffer pH 7, sin Farkasovska y  col,
incubacion (2019)

Corcega 4-9 40%p/v en agua, 30 min de Poliy col., (2018)
incubacion a  temperatura
ambiente

Portugal 1-6 40%p/v en agua (sin mas Freitasy col., (2021)
informacion)

Australia 5-50 30% p/v en agua, 2 h incubacién Roshany col., (2017)
temperatura ambiente

Suiza 17-68 40% p/v buffer pH 7, sin Godocikovay col., (2020)
incubacion

Canada 5-40 16%p/v en buffer pH 7, 2 hrs de  Brudzynsky (2006)
incubacion a  temperatura
ambiente

Japén 3-15 10%p/v en buffer pH 7, 30 Karasaway col., (2020)
minutos de incubacién a 37° C

Chile (VI region) 0,6-49 20%pl/v en buffer pH 6,5; 3 hrs Cebrero y col., (2020)
de incubacion a temperatura
ambiente

Chile  (diversas 1,8-58 20%pl/v en buffer pH 6,5; 3 hrs Este estudio

regiones) de incubacion a temperatura

ambiente
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Con el objetivo de visualizar la produccion de perdxido de hidrégeno asociada a la
presencia de componentes menores (especialmente polifenoles); se inhibio la accion de la enzima
GOX al adicionar una proteasa al medio de incubacion (proteinasa K). La Figura 17 resume los
resultados obtenidos. En la mayoria de las muestras se observé una disminucion significativa en
la generacion de perdxido de hidrogeno al inhibir la accion de GOX. Sin embargo, esta
disminucion fue en promedio sélo de un 15% (s6lo las muestras M1-1V y M3-V presentaron
disminuciones mayores con un 45y 35 %, respectivamente); mientras que en otras no hubo un
cambio significativo. Esto indica que el mayor porcentaje del peroxido de hidrégeno generado
(sobre el 80% en general) se deberia a reacciones quimicas que involucran a componentes
menores, donde los polifenoles tendrian un rol relevante, antes que a la generacion mediada por
la GOX.
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Figura 17.Comparacion de la acumulacion de H2O: (ug/g de miel) a las 3 horas,
con y sin inhibicion de la GOX en las mieles analizadas 60



6.2.2 Determinacion de la concentracion de radical OH e

Si bien se ha establecido que la generaciéon de perdxido de hidrogeno en la miel estd
implicada en la inhibicion del crecimiento bacteriano; donde su eficacia inhibidora seria
modulada por otros componentes de la miel; se presume que es la formacion de *OH a partir de
H202, la que puede estar directamente implicada en la inhibicion del crecimiento bacteriano
(Brudzynski et al.,, 2011, 2012; Brudzynski & Lannigan, 2012).Es decir que el efecto
antibacteriano de las mieles se asocia a la produccion de las especies reactivas de oxigeno
(ROS), incluyendo H20,, el radical superoxido (O2¢) y radicales hidroxilos (HO¢), que causan
dafios oxidativos en las membranas celulares de las bacterias (Karasawa et al., 2020). En
consecuencia, se efectud la determinacion del radical hidroxilo mediante la técnica de resonancia
electrdnica de espin (REE). Esta técnica permite detectar este radical, cuya vida media es de muy
corta duracion (10° segundos aproximadamente), gracias al empleo de una molécula
diamagnética (un atrapador) que reacciona con aquel conformando una especie paramagnética
mas estable. Los andlisis de miel se hicieron utilizando como atrapador el 5,5-dimetil-1-
pirrolina-N-6xido (DMPO); que al reaccionar forma el aducto DMPO-OH. En la figura 17a se
muestra el espectro REE, caracteristico de este aducto con cuatro lineas con una intensidad
proporcional de 1:2:2:1. Para obtener los espectros REE de las mieles, estas fueron disueltas en
agua ultrapura, por tanto, el solvente no aporta sefial al espectro. Para asegurar la generacién
méaxima y completa del radical hidroxilo, las muestras se incubaron durante 10 minutos a 60°C.
En la figura 17b se muestra el espectro de la miel M20-VI1 donde se distingue la formacion del
spin-aducto de DMPO-OH vy sefiales de menor intensidad, que muestran una estructura hiperfina
multicomponente que se genera a partir de radicales centrados en carbono. La presencia del
radical OHe se corroboré a través del valor de las constantes de acoplamiento hiperfinas, que

fueron G14,8 y G15,1.
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Figura 18. Espectros REE de (A) Aducto formado por el DMPO-OH, (B) la miel M20-
VIl 'y (C) sefial control negativo, en donde hay ausencia del espin-aducto DMPO-OH

El grado de generacion del radical hidroxilo en las mieles fue establecido de manera
relativa; asignandole un valor de 10 a la miel con mayor generacion (M17-VI1), al mantener las
mismas condiciones experimentales, podemos realizar una comparacion entre muestras. Los

resultados obtenidos se presentan en la Figura 19.
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11 -

Figura 19.Formacidn de radical hidroxilo en las mieles expresado en cantidad relativa respecto

a la miel con mayor generacién (M17-VII).

Tal como se observa en la figura 19, las mieles de la VII region y las mieles M23 y M24
de la X regioén generaron una cantidad de radical OHe entre 4 y 5 veces mayor que las restantes
mieles del centro norte y sur. Cabe destacar que se observd una coincidencia entre los mayores
valores de radical OHe y los mayores contenidos de crisina para las muestras mencionadas; lo
cual evidenciaria la accion “prooxidante” de esta flavona cuyo efecto es la generacion ROS en la
miel. Por otra parte, los espectros REE de varias mieles mostraron la presencia de radicales
centrados en carbono; lo que se asocia a la capacidad de estas mieles de atrapar radicales OH y
por lo tanto de presentar igualmente actividad antioxidante, por medio de la generacién de
radicales centrados en carbono (Henatsch et al., 2018). Las mieles presentan entonces una
dualidad antioxidante/prooxidante, manifestandose la accion prooxidante, cuando los
compuestos fitofenodlicos se encuentran en presencia de cationes de metales de transicién tal
como el Fe, Cuy Mn; generando complejos que favorecen la formacién de ROS como el radical

hidroxilo el que produce la rotura de la cadena de ADN de los microorganismos (Sakihama,
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2002; Yupanqui Mieles et al., 2022).Este radical hidroxilo es generado por reacciones Fenton o
tipo Fenton, en la que intervienen elementos con estados de oxidacion intermedios, tal como es

el caso de los metales mencionado (Bokare & Choi, 2014;

6.3 Determinar el contenido de cobre, hierro, manganeso y cinc en muestras

de miel de la zona central de Chile.

En la composicion de la miel los metales se encuentran al nivel de traza y comprenden en
promedio el 0,2% en peso de esta (Belitz et al., 2009). La diversidad y cantidad de los metales en
la miel reflejan su presencia en plantas desde donde la abeja recolecta el néctar, el agua que
consumen y el proceso de almacenaje de la miel (Hungerford et al., 2020; Silveira-Junior et al.,
2020). Algunos de estos metales podrian modular la accién prooxidante de la miel y jugar un
papel relevante en su actividad antibacteriana, entre ellos hierro, manganeso, cobre y cinc. Por

ello se determinaron sus concentraciones en las muestras estudiadas.

En la tabla 10 podemos observar el contenido de estos cuatro metales en las mieles
provenientes de la zona central de Chile. Las concentraciones fluctdan entre 1-17; 1-11; 0,1-13 y
0,6-11 y mg/kg de miel para Fe, Cu, Zn y Mn; respetivamente. Estos valores se asemejan a los
reportados por Fredes & Montenegro, (2006), quienes estudiaron mieles chilenas recolectadas
entre 2001 y 2003 con valores promedio de Zn:0.08+0.30, Fe:1.45+1.36, Mn:0.53+0.63 y Cu:
0.66£1.01 mg/kg miel. EI orden decreciente de abundancia en la muestra fue Fe > Cu > Zn
>Mn. Hierro y zinc son esenciales para el crecimiento de plantas, por esta razén, es comln que
en la practica agricola sean aplicados fertilizantes que en su formulacion contengan estos
elementos, y asi encontrarse en el néctar de estas plantas y consecuentemente en la miel
(Hungerford et al., 2020).
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Tabla 10.Contenido de hierro, cobre, zinc y manganeso (mg/kg

de miel) en las mieles

estudiadas.

Miel Mn Zn Fe Cu
M1-1V 2,0+0,2 19+0,2 7,5+0,2 58+0,2
M2-1vV 1,7+0,2 2,7+£0,2 3,4 £0,2 39+£0,2
M3-V 1,0£0,2 6,9+ 0,2 5,1+0,2 55+£0,2
M4-Vv 2,8 £0,2 8,1+ 0,2 7,0+£0,2 9,6+£0,2
M5-V 3,0 £0,2 12,6+ 0,2 7,2+0,2 7,4+£0,2
M6-V 5,6 £0,2 3,4+ 0,2 16,910,2 2,5£0,2
M7-V 3,84£0,2 58+0,2 8,1+0,2 3,4+ 0,2
M8-RM 3,5%0,2 0,9+£0,2 1,4+0,2 55+0,2
M9-RM 1,1+0,2 1,2+ 0,2 5,8+0,2 1,3+ 0,2
M10-RM 0,9+0,2 1,4+0,2 4,5+0,2 1,5+ 0,2
M11-RM 1,1+0,2 2,9+ 0,2 4,3+0,2 7,6£0,2
M12-RM 0,0+0,2 0,1+ 0,2 1,8+0,2 1,1+ 0,2
M13-VI 2,4+0,2 2,8£0,2 4,3+0,2 3,4+ 0,2
M14-VI 0,6+0,2 3,3x0,2 4,610,2 10,8+ 0,2
M15-VI 1,4+0,2 2,9+ 0,2 7,8+0,2 3,0£0,2
M16-VI 1,4+0,2 2,6+£0,2 5,8+0,2 6,6+ 0,2
M17-VII 6,5+0,2 2,8+ 0,2 14,740,2 2,7+ 0,2
M18-VII 1,7+0,2 2,2+ 0,2 8,4+0,2 1,1+ 0,2
M19-VII 1,0+0,2 3,3£0,2 9,1+0,2 0,9+ 0,2
M20-VII 9,8+0,2 4,0£0,2 8,3+0,2 4,4+0,2
M21-VII 3,2+0,2 2,0+ 0,2 3,5+0,2 3,1+ 0,2
M22-1X 11,4+0,2 2,5+ 0,2 5,5+0,2 3,0£0,2
M23-X 4,1+0,2 2,1+ 0,2 5,6£0,2 2,2+ 0,2
M24-X 5,1+0,2 0,5£0,2 14,1+0,2 2,8+ 0,2
M25-X 1,3+0,2 3,3£0,2 4,5+0,2 2,5+ 0,2
M26-X 1,4+0,2 0,8£0,2 4,310,2 3,1+ 0,2
Promedio 6+3 4+2 3+2 212
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En la figura 20 se presenta el contenido de los metales en las mieles segun su origen
geogréfico. El contenido de hierro en las mieles (figura 20A) es mas bien homogéneo en relacion
con su origen geografico. Un ejemplo de ello es que las mieles de diversas regiones (M6-V;
M17-VIl y M24-X) presentaron los mayores contenidos de este elemento. En cuanto al cobre, las
mieles del centro y centro-norte del pais (IV a VI regiones) presentaron un mayor contenido de
este elemento respecto a las del centro-sur (figura 20B) y se relacionan con el contenido de cinc.
El mayor contenido de cobre en estas muestras se explica por la reconocida presencia de cobre
desde la VI region de O’ Higgins hacia el norte de nuestro pais, donde se desarrollan actividades
mineras ligadas a su extraccion y se encuentran aproximadamente el 40% de las reservas de este
mineral en el planeta (Servicio Nacional de Geologia y Mineria (Chile), 2021) . La concentracién
de zinc (figura 20C) fue mayor en las mieles provenientes de la IV y V regiones, siendo la miel
M5-V la que presentd el mayor valor (13 mg/kg). Finalmente, y contrario al cinc, la
concentracion de manganeso fue mayor en mieles provenientes del centro- sur del pais (figura
20D).
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Figura 20.Conetido de hierro (A), cobre (B), cinc (C) y manganeso (D) (mg/kg de miel) en las
mieles analizadas.
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6.4 Evaluar la actividad antibacteriana de muestras de miel de la zona central

de Chile contra Staphylococcus epidermidis y Pseudomona aeruginosa.

Nuevos estudios han redescubierto el uso de la miel como alternativa terapéutica y su
gran potencial como opcion a la creciente resistencia que muestran los microorganismos a los
tratamientos convencionales, transformandose en un tema de relevancia para las politicas de
salud publica (Kwakman et al., 2011; Tsavea & Mossialos, 2019). La actividad antibacteriana de
la miel esta asociada a su alta osmolaridad, bajo pH, acumulacion de perdéxido de hidrogeno, la
presencia del péptido antimicrobiano defensina-1 y el compuesto MGO (presente en las mieles
de Manuka). Siendo el principal responsable, el perdxido de hidrogeno que, al interactuar con
otros componentes menores de la miel, producen dafio oxidativo en las bacterias (Brudzynski et
al., 2011; Bucekova et al., 2018).

En estudios recientes se ha reexaminado la accidén que tienen los componentes menores,
tal como los polifenoles y minerales, y como estos contribuyen de igual manera a la generacion
de H202. Son estas caracteristicas y componentes que promueven una actividad de amplio

espectro de accion contra bacterias patdgenas (Kwakman et al., 2011).

En este trabajo, se evalud la concentracion minima inhibitoria (MIC) a 15 de las 26
mieles analizadas (las cuales fueron escogidas de acuerdo con la variabilidad del origen
geografico), considerando la muerte del 99% de la poblacion bacteriana de S. epidermidis y P.
aeuroginosa. Como se puede observar en el grafico de la figura 21, para las pruebas contra S.
epidermidis las mieles mostraron un MIC que oscil6 entre 3,12% y 50% v/v, en el caso de P.
aeuroginosa esta varié entre 12,5% v/v y 50% v/v. Podemos observar, que S. epidermidis fue
mas sensible a la accidn antibacteriana de la miel que P. aeuroginosa. Esta diferencia podria
estar relacionada con las caracteristicas morfoldgicas y estructura de la pared celular de estas
especies de bacterias. Tal como se presenta en la figura 22; S. epidermidis posee membrana
citoplasmatica y una pared celular compuesta por una gruesa capa de peptidoglicano
(Grampositiva); mientras que P. aeuroginosa presenta dos membranas lipidicas entre las que se
localiza una fina pared celular de peptidoglicano (Gramnegativa). Se ha descrito que la
membrana externa de las bacterias Gramnegativa las protege de antibioticos, colorantes y

detergentes que normalmente dafiarian la membrana interna o la pared celular de peptidoglicano.
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La membrana externa proporciona a estas bacterias resistencia a la lisozima y a la penicilina y

podria hacerlas igualmente mas resistente
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Figura 21. Actividad antibacteriana de las mieles estudiadas contra Staphylococcus aureus y
Pseudomonas aeruginosa evaluada como concentracion inhibitoria minima (MIC)
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Figura 22.(a, b) Diagramas esquematicos de paredes celulares grampositivas y gramnegativas.
(Madigan et al., 2009).
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Otra evidencia que podemos considerar respecto a la resistencia que presenta
P.aeruginosa, es que este tipo de bacterias posee dos tipos de factores de patogenicidad: Factores
de patogenicidad asociados a la célula bacteriana y factores de patogenicidad secretados. El
primero estd asociado a la morfologia de la bacteria, que posee flagelo, permitiéndole
movilizarse por el organismo hospedero, liberando las proteinas flagelares FLiD, FLiC a su paso
y que desencadenan la secrecion de péptidos antimicrobianos por parte del sistema inmune del
hospedero. En cuanto a la segunda causa, la bacteria libera alginato, como parte del mecanismo
de supervivencia, en conjunto a la secrecion de toxinas asociados a esta especie bacteriana y la
liberacion del pigmento piocianina, de color azul verdoso caracteristico de la virulencia,
metabolito que tiene la caracteristica de tener un efecto protector contra los ROS y las especies

nitrogenadas secretadas por el sistema inmune (Paz-Zarza et al., 2019).

Las mieles M9-RM; M20-VII; M24-X y M26-X fueron las que tuvieron una mayor
actividad antibacteriana contra las S. epidermidis, siendo de diverso origen geografico y
botanico, pero que en la identificacion de compuestos fenolicos todas tienen en su composicion
crisina, compuesto ampliamente descrito por sus propiedades anticancerigenas, neuro protectoras
y antimicrobiales (Mani & Natesan, 2018; Sharma et al., 2021), el que tiene la facultad de inhibir
la replicacion infecciosa, interfiriendo en la actividad de las proteasas liberadas por el

microorganismo (Wang et al., 2014).

6.5 Establecer la existencia de correlaciones entre los compuestos quimicos de

la miel y su actividad antibacteriana mediante analisis multivariado.

Las herramientas quimiométricas son de gran utilidad para procesar una gran cantidad de
informacion, ayudando a esclarecer relaciones multifactoriales y establecer modelos predictivos
entre los parametros estudiados. En esta investigacion se emplearon el analisis de componentes
principales (PCA) y la regresion sobre minimos cuadrados parciales (PLS) para determinar las
relaciones entre los distintos componentes de la miel, la generacion de ROS y su accion

inhibitoria sobre dos tipos de bacterias.

En primer lugar, se realizd el PCA de la data disponible. Este permite agrupar las

muestras y variables en base a ciertas caracteristicas comunes que las relacionan (agrupamiento
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no supervisado). Para ello, se establece un nuevo conjunto de componentes ortogonales entre si
(nuevo espacio vectorial) a los que se les denomina componentes principales, generados a partir
de la combinacién lineal de las variables originales. Estos componentes recogen la variabilidad
de la informacion original de manera decreciente, donde los primeros componentes acumulan la
mayor informacidn significativa de los datos originales (G. Zhang & Abdulla, 2022; J. Zhang et
al., 2020). Para realizar el PCA los datos originales fueron ordenados en una matriz X, de tamafio
N*M, donde N corresponde las 26 mieles estudiadas y M los parametros evaluados en estas.
Entre los pardmetros asociados a la generacion de H20., solamente se incluyo el medido a las 3
horas de incubacién en agua; ya que fue el mas representativo. Por otra parte, las
concentraciones en ug/g de los componentes de la miel fueron convertidos a uM, considerando
una solucion al 20% p/v, de manera que se pudiesen establecer relaciones molares entre las

variables.

La figura 23 corresponde al gréafico de las variables para los tres primeros componentes
presentados en ejes cartesianos (“loading plot”), el que permite visualizar las relaciones entre
estas. Estos tres primeros componentes representan el 29, 19 y 15% de la informacion
respectivamente. Se observa un grupo de variables formada por la acumulacion de peroxido de
hidrogeno en medio acuoso a las 3 horas, radical hidroxilo, la suma de los flavonoides
identificados por HPLC, crisina, apigenina, polifenoles totales, quercetina y Fe; los que en
primera instancia estan relacionados. Este hecho se corroboré analizando las correlaciones
individuales y sus significancias (p < 0,05), cuyo resultado se resume en la tabla 11. Se observa
que la sumatoria de los flavonoides identificados por HPLC es la que presenta el valor de r mas

alto en su correlacion con la produccion del H202 (p = 0,0004) (Figura 24).
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Figura 23.Gréficos de variables (loading), donde se observa A) PC1 v/s PC2y B) PC1 v/s
PC3. Se percibe en el 6valo verde, la relacion en primera instancia entre la acumulacion
de H.O, (en medio acuoso a las 3h), radical hidroxilo, la suma de los flavonoides
identificados por HPLC, crisina, apigenina, polifenoles totales, acido galico, quercetina y

Fe.
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Tabla 11.Tabla de correlaciones individuales (r) y significancia (p <0,05) con la acumulacion de
peroxido de hidrogeno.

r p-value
pH 0,1797 0,3796
Flavonoides Totales -0,0417 0,8396
Polifenoles totales 0,2883 0,1531
Acido galico 0,3823 0,0654
Acido cafeico 0,3659 0,5447
Acido p-coumarico 0,4800 0,0701
Acido ferulico 0,9320 0,2361
Miricetina 0,8954 0,2937
Quercetina -0,0843 0,7088
Apigenina 0,5962 0,1576
Kaempferol 0,5474 0,0528
Crisina 0,5414 0,0113
Cobre -0,2160 0,2892
Hierro 0,3889 0,0496
Manganeso 0,2180 0,2847
Zinc -0,0712 0,7295
2 Flavonoides HpLC 0,6403 0,0004
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Figura 24. Correlacion entre la produccion de H,O, y la suma de flavonoides
identificados por cromatografia liquida (p= 0,0004).

Esto evidencia la relevancia que tiene este grupo de compuestos actuando en conjunto
sobre la generacion de H20> en la miel. Tal como se habia indicado en la seccion 1.1.3 (Rol de
los polifenoles y metales en la propiedad antibacteriana de la miel); las flavonas (apigenina y
crisina) y los flavonoles (quercetina, kaempferol y miricetina) tiene la capacidad de quelar
metales de transicion debido a la estructura favorable que presentan (3-hidroxi- 4-ceto en el
anillo C para los flavonoles y 5,6,7 trihidroxilo en el anillo A en las flavonas), tal como se
presentd en la figura 8. Esto facilitaria la autooxidacién de estos flavonoides con la consiguiente
generacion de radical superoxido (figura 25); la posterior formacion de H.O, y del radical

hidroxilo debido a las reacciones Fenton y tipo Fenton que estén sucediendo.

o—H

Figura 25.Actividad prooxidante de los flavonoides. Posterior la generacion del radical
superoxido una serie de reacciones llevan a la generacion de peréxido de hidrogeno y
radical hidroxilo
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Ademas, destacan las correlaciones del H>O> con crisina y hierro, indicando la
importancia de esta flavona y del metal como modulador de la accion prooxidante de la miel.
Cabe sefialar que el kaempferol igualmente tendria un papel importante en este sentido; ya que el

valor de p para la correlacion fue muy cercano a 0,05 (ver tabla 11).

PLS es un método de modelado bilineal en el que la informacion de los datos originales
(matriz X) se proyecta en una pequefia cantidad de variables subyacentes (“latentes™)
denominadas componentes PLS. Los datos y (variable dependiente) se utilizan activamente en la
estimacion de las variables latentes para garantizar que los primeros componentes sean los mas
relevantes para predecir la variable y. El algoritmo PLS construye estos componentes
considerando los valores de respuesta observados (y), comparando estos valores con los valores
predichos (§); después de lo cual se genera un modelo con poder predictivo confiable (Wold et
al., 2001). La interpretacion de la relacion entre los datos X e y se simplifica, ya que esta se
concentra en el menor numero posible de componentes. Como resultado final, la variable y
puede modelarse directamente a partir de las variables X a través de un vector de coeficientes de
regresion B; el que posee bi componentes (i: variables independientes) que caracterizan la
influencia de cada variable X independiente en el modelo. Ademas, al graficar los primeros
componentes de PLS, se pueden visualizar las principales asociaciones entre las variables X e y;

asi como las interrelaciones dentro de las variables X.

En este caso, la matriz X corresponde a la caracterizacion quimica de la miel y el vector y
corresponde a la acumulacion de H2O> a las 3 horas en medio acuoso (se escogio esta variable
por ser la condicidn mas representativa), concentracion relativa de radicales hidroxilo o actividad
antibacteriana (MIC para S. epidermidis y P. aeruginosa). Las concentraciones en ug/g de los
componentes de la miel fueron convertidos a uM, considerando una solucién al 20% pl/v, de
manera que se pudiesen establecer relaciones molares entre las variables. EI PLS se realiz6 sobre
la matriz X estandarizada para dar a todas las variables la misma oportunidad de influir en la
estimacion de los componentes, con una validacion cruzada total para seleccionar el nimero de

componentes relevantes minimizando el error cuadratico medio de la prediccion (RMSEP).
RMSEP =

YL (vi—F)?
n
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En la anterior ecuacion, n corresponde al nimero de muestras,y; a los valores medidos e

$; a los valores predichos por el modelo. Es importante puntualizar que los modelos PLS

obtenidos buscan explicar la variable y en funcion de las variables independientes X sin ser

predictivos; ya que no es su objetico realizar predicciones futuras. Por lo tanto, no es necesario

realizar una validacion externa.

La figura 26, presenta el grafico de las diferentes variables independientes y la

acumulacién de H20- a las 3 horas, para los dos primeros componentes PLS presentados en ejes

cartesianos, los que representan el 62% de la variabilidad de la variable y. Se confirma la

existencia de una relacion directa entre la acumulacion del peroxido de hidrogeno y la sumatoria

de los flavonoides identificados por HPLC, kaempferol, crisina, acido p-cumarico, polifenoles

totales, manganeso y hierro.
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Figura 26. Grafico de X/ Y loading, Donde la variable dependiente (Y), es la acumulacion de
H20> a las 3 horas en medio acuoso, en funcion de una matriz de variables independientes (X)
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De forma complementaria, en la figura 27, se presentan los coeficientes de regresion (bj)
de cada variable del modelo que describe la acumulacion de H>O. Se observa que pH, p-
cumarico, kaempferol, crisina, la sumatoria de los flavonoides identificados por cromatografia,
manganeso Yy hierro, son las variables que tienen un efecto positivo en la generacion de H2O».
Estas variables tienen un efecto predominantemente prooxidante, cuyos principales actores son
los flavonoides a través de su autooxidacion y produccién de radical superdxido, como se
presentd en la figura 25. Por otra parte, esta autooxidacion es facilitada si previamente los
flavonoides forman complejos con cationes de metales de transicion (figura 8), con la

consiguiente generacion de H>Ox.

| Regres_sior_x Cpeiﬁc[ent_s (B_W) -

S S|
] N
S a

=]
-
o
o e b Ly

0.10

1 : 5 o
0.15 — .
X-Variables

A @ @G @ G 6 @ @ G (0 1) _(12) (13) (4 (5 (16 (171 __(18) (19
PLS H202 C 3 , (Y-var, PC): (H202 3h agua,?) BOW = -1.698979

Figura 27.Coeficientes de regresion modelo PLS. Barras con valor positivo corresponde a
variables con efecto prooxidante relacionados directamente con la generacion de H2O2 (pH,
acido p-cumarico, kaempferol, crisina, suma flavonoides identificados, Mn y Fe). Barras con
valores negativos, son variables con efecto antioxidante (quercetina).
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En tanto la quercetina presenté un efecto negativo sobre la generacién de peroxido de
hidrégeno, por lo que predomina su accion antioxidante en la miel. EI mismo efecto
antioxidante, aunque no significativo, presentd el Cu (Il). Estudios efectuados en nuestro
laboratorio (Sanhueza 2021), evaluaron la produccién de H>O2 en medio de una miel sintética
por parte de las flavonas apigenina y crisina y de los flavonoles quercetina, kaempferol y
miricetina en ausencia y presencia de Cu?*, observando un marcado efecto sinérgico prooxidante
entre la quercetina y el Cu?*. Este efecto fue menor para miricetina y kampferol y practicamente
nulo para crisina y apigenina; en cuyo caso la produccion de H2O. fue independiente de la
presencia de Cu (Il). En el presente estudio con muestras reales, similar a lo observado en las
mieles sintéticas, crisina, apigenina y kaempferol ejercen una accion prooxidante con
independencia del Cu (Il). Sin embargo, la dupla quercentina-Cu (Il) presenta un efecto
antioxidante antes que prooxidante, donde las condiciones quimicas y composicion de la matriz
generan efectos antagonicos con un resultado neto de generacion de ROS. En este sentido cabe
sefialar que se ha descrito que los complejos entre flavonoides y metales tienen un mayor efecto
antioxidante que los flavonoides puros, particularmente en el caso de quercetina-Cu (I1) (Bukhari
et al., 2009). Por otra parte, se ha descrito que la accion prooxidante/antioxidante del par
quercetina-Cu (1) depende de la concentracion de la quercetina (efecto sintonizable basado en
concentracion); siendo prooxidante a bajas concentraciones y antioxidante a mayores,

manifestado en su accion oxidativa sobre DNA (Yamashita et al., 1999).

La figura 28 presenta el grafico de las diferentes variables independientes y la generacion
relativa del radical hidroxilo, para los dos primeros componentes PLS presentados en ejes
cartesianos, los que representan el 56% de la variabilidad de la variable y. En esta podemos
percibir que existe una relacion directa entre el radical hidroxilo y los contenidos de &cido p-
cumarico, crisina, kaempferol, la suma de flavonoides determinados por HPLC, manganeso,
hierro y acumulacion de H2O2 en agua. Este patron de relacién es similar al observado para la
relacion entre la acumulacion de H2O> y las variables independientes; lo que es esperable dada la

relaciéon que hay a su vez entre ambas especies de ROS.
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Figura 28.Grafico de X/ Y loading, Donde la variable dependiente (Y), es la generacion
de radical hidroxilo, en funcién de una matriz de variables independientes (X).

En la figura 29, se presentan los coeficientes de regresion (bi) de cada variable del
modelo que describe la generacion del radical hidroxilo. Se observa que éacido p-cumaérico,
apigenina, kaempferol, crisina, la suma de flavonoides determinados por HPLC, acumulacion de
H>0> en agua, manganeso y hierro tienen un efecto pro-oxidante asociado a la generacion de
radical OH. En tanto que los flavonoides totales, la quercetina, Cu y Zn presentaron una accion
antioxidante asociados a un efecto apagador del radical hidroxilo. Similar a lo descrito
previamente para la acumulacion de H.O»; esta accion antioxidante se podria asociar la
capacidad atrapadora de los radicales hidroxilos que tendrian los complejos entre quercetina y
Cu (1) o Zn (I1).

78



0.20 —| Regression Coefficients (BW)

0.15 —
0.10 —

0.05 —

-0.05 —

4 5 >
-0.10 —| & © )
X-Variables

@@ G _© @M@ O (10 (1) (12) (13 (4 (15 (16) (18) @2 @3) @4 5

PIS OH 2 (Yuar POV (OH ral 1) ROW = 0 A0RR17

Figura 29.Coeficientes de regresion del modelo PLS. Barras con valor positivo corresponde a
variables con efecto prooxidante relacionados directamente con la generacion del radical
hidroxilo (acido p-cumarico, apigenina, kaempferol, crisina, suma flavonoides identificados, Mn
y Fe). Barras con valores negativos, son variables con efecto antioxidante (flavonoides totales,
querecetina, Cuy Zn).

Entre todas las propiedades descritas que poseen los polifenoles, su actividad antioxidante
es la que mayormente se ha estudiado desde un punto de vista médico, nutricional y farmacéutico
(Pérez Trueba, 2003). Esta se asocia a la capacidad que estos tienen de formar complejos con
metales de transicién, tal como el hierro, y reaccionar con radicales libres, evitando la formacion

de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Ali et al., 2017).

Sin embargo, los efectos prooxidantes de estos mismos compuestos son igualmente
relevantes en diferentes medios y alimentos; como lo que se observa para la miel en el presente
estudio. En este sentido, estudios sobre la oxidacion del vino blanco dan cuenta de la importancia
que sobre esta tiene la presencia de polifenoles que tienen en sus estructuras unidades catecol
(1,2-dihidroxibenceno) o galoilo (1,2,3-trihidroxibenceno), como es el caso de las flavonas y
flavonoles presentes en la miel, que se oxidan secuencialmente a semiquinonas y quinonas con la
consiguiente formacion de ROS. En esta reaccion los metales de transicion juegan un rol
modulador al complejarse con los flavonoides, facilitando su oxidacion por parte del oxigeno
disuelto (autooxidacién), debido a la modificacion de sus potenciales redox, con posterior

formacion de H20». Los mismos cationes metalicos por medio de la reaccion Fenton (con Fe (11))
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0 tipo Fenton (con Cu(l)) oxidan el peréxido de hidrogeno para la formacion de radicales
hidroxilos, prevaleciendo una accion prooxidante (Marquez, Contreras, et al., 2019; Marquez,

Pérez-Navarro, et al., 2019).

Debido a la presencia de componentes similares a los presentes en el vino, es probable
que un mecanismo semejante ocurra en la miel; donde se presenta la generacién de perdxido de
hidroégeno como producto de la autooxidacion de flavonas y flavonoles y la generacion de radical
hidroxilo por la reaccion Fenton favorecida por la presencia de Fe (Il). Por otra parte, el rol
prooxidante que estarian ejerciendo los flavonoides de las mieles analizadas tiene relacién con la
concentracion en que se encuentran; ya que se ha descrito que este efecto se observa a bajas
concentraciones (Situacion que se presentaria en la miel); mientras que la accion antioxidante se
presenta a concentraciones mayores. (Pérez Trueba, 2003), Otros factores que influyen en la
materializacion del efecto prooxidante son la estabilidad del radical del flavonoide que se forma,
el cambio en el potencial de reduccién del complejo flavonoide-metal, el comportamiento
quelante de las especies; el pH y la estabilidad del radical fenoxilo. En este sentido, crisina,
kaempferol y apigenina, que demuestra tener un efecto positivo en la generacién del radical
hidroxilo, son fitofenoles en sistemas redox-activos, donde actlan como especies prooxidantes,
pues el oxigeno en presencia de estos flavonoides y de metales de transicion, tal como los
identificados y cuantificados en este estudio, forman especies reactivas de oxigeno que tienen la
capacidad de dafiar el ADN y otras moléculas de importancia bioldgica, formando aductos de

ADN, con efectos mutagénicos y toxicidad (Sakihama, 2002).

La figura 31 presenta el gréafico de las variables independientes y la concentracion
minima inhibitoria (MIC) sobre S. epidermidis, como una medida de la actividad antibacteriana
contra esta bacteria; para los dos primeros componentes PLS, los que representan el 68% de la
variabilidad de la variable y. Por otra parte, en la figura 32, se presentan los coeficientes de
regresion (bi) de cada variable del modelo que describe esta actividad antibacteriana. Se observa
que polifenoles y flavonoides totales, acido gélico, el contenido de kaempferol, acumulacion de
peréxido de hidrogeno y hierro tienen un efecto positivo en la inhibicion de esta bacteria
Grampositiva. Esto demuestra el importe accion del H20. y los polifenoles contra este tipo de
bacteria, la que posee membrana citoplasmatica y una pared celular compuesta por una capa de
peptidoglicano, sensible a la accion de este agente oxidante. El importante papel conjunto que
tienen el H20 y los polifenoles de la miel en su actividad antibacteriana ha sido efectivamente

descrito (Bucekova et al., 2018, 2019).
80



08— P2 el X-andYdoadings .
4 + Apigenina uM
0.6 —
0.4 —
0.2 —
- | OHrel : .
i S_epidermidis
) %elco : : :
i + H202 3h agua + Fe uM — © oy uM
" 202,30 19 5, -mucelmp c ' oo
1 Kaempferol uM # HCzn um
0 —
4 . PH
B : + Quercetlina uM
- PF total uM
b + Flav total uM
02 — . . R
PC1
T T T T T T T T
0 5 0 4 0.3 0.2 0.1 0 01 0.2 0.3 0.4
PLS S _epi_C 2, X-expl 21%,15% Y-expl- 40%,28%

Figura 30.Grafico de X/ Y loading, Donde la variable dependiente (Y), corresponde a la MIC

para S. epidermidis, en funcion de una matriz de variables independientes (X).
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Figura 31.Coeficientes de regresion del modelo PLS. Las barras negativas son los factores que
estan directamente relacionados con la accién antibacteriana (MIC) sobre S. epidermidis (polifenoles y

flavonoides totales, acido galico, kaempferol, acumulacion de H2O; y el contenido de hierro
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La generacion de H2O, seria a su vez estimulada por el hierro al complejarse con los
flavonoides, lo que explica el efecto positivo de este ion. Ademas, Fe (Il1) participaria en la
escision oxidativa del ADN bacteriano inducida por complejos flavonoide-Fe (111) (el Amrani et
al., 2006).Estos autores proponen un mecanismo de transferencia de electrones en la que el Fe
(111 toma un electrén del &tomo de carbono vecino al grupo 3-hidroxi-4-ceto ubicado en el anillo
C, lo que genera un complejo flavonoide-Fe (I1) (Fig. 33). Luego, el complejo ferroso se une al
ADN, resultando en la formacion de especies reactivas de oxigeno, la escision del ADN vy el

efecto antibacteriano.

I i

O- &) O---Fem)

Figura 32.Ruta propuesta para la generacion del complejo Fe (I1)-flavonoide a partir del
complejo Fe (I11)-flavonoide; el que produciria una escision oxidativa del ADN bacteriano

En tanto de las 15 mieles a las que se determind el MIC, solamente 7 presentaron
kaempferol cuantificable; por lo que la relacion con este flavonoide en particular podria no ser
concluyente. Por otra parte, al igual que lo ocurrido con la generacién de H>O; y radical
hidroxilo; quercetina y cobre presentaron un efecto negativo sobre la inhibicion; lo que podria
asociarse a su efecto antioxidante conjunto como interferente con la accion de los ROS sobre la
bacteria. Como se mencionod previamente, la accion antioxidante y de proteccion del DNA por
parte del par quercetina-Cu (1) se daria cuando la concentracion de la quercetina duplica la del
DNA (Yamashita et al., 1999), lo que podria ser el caso presente. Por otra parte, en estas
relaciones multifactoriales no es evidente la interpretacion del efecto negativo que presenta la

acumulacion de radical hidroxilo sobre la actividad antibacteriana contra S. epidermidis.
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La figura 33 presenta el grafico de las diferentes variables independientes y la
concentracion minima inhibitoria (MIC) sobre P. aeruginosa, como una medida de la actividad
antibacteriana contra esta bacteria; para los dos primeros componentes PLS, los que representan
el 52% de la variabilidad de la variable y. Por otra parte, en la figura 34, se presentan los
coeficientes de regresion (bi) de cada variable del modelo que describe esta actividad
antibacteriana. Se observa que la actividad antibacteriana sobre esta bacteria se ve favorecida por
el pH, polifenoles y flavonoides totales que contienen las mieles. Mientras que todos los
flavonoides de forma individual y la suma de estos la desfavorecen. Cabe sefialar que la
determinacion de polifenoles y flavonoides totales no es selectiva; por lo que en esta variable
pueden estar contenidos otros compuestos que pudiesen tener un efecto en la actividad

antibacteriana de la miel.

A diferencia de lo observado para S. epidermidis, el H.O> generado por la miel no fue
relevante para su a accion contra P. aeruginosa; tal como ha sido reportado en varios estudios
que incluyen esta bacteria Gram negativa y otras Gram positivas (Bucekova et al., 2018, 2019;
Cebrero et al., 2020); donde se muestra ademas que los MIC para P. aeruginosa son mayores
que para bacterias Gram positivas; lo que igualmente se observo en el presente estudio. Esta
diferencia tiene una probable relacion con las diferencias morfoldgicas entre estas bacterias; ya
que P. aeruginosa presenta una membrana lipidica externa a la pared celular de peptidoglicano
que la protege de antibidticos, detergentes y probablemente de los ROS generado por la miel.
Esta misma resistencia a los ROS se veria beneficiada por la capacidad de los flavonoides de
atraparlos, teniendo asi un efecto desfavorecedor de la actividad contra esta bacteria, como se
observa en la figura 30. Tal como en el caso de S. epidermidis, en estas relaciones
multifactoriales no es evidente la interpretacion del efecto negativo que presenta la acumulacion

de radical hidroxilo sobre la actividad antibacteriana contra P. aeruginosa.
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Figura 33. Gréfico de X/ Y loading, Donde la variable dependiente (Y), corresponde a la concentracion
minima inhibitoria para impedir el crecimiento de P. aeruginosa, en funcién de una matriz de variables
independientes (X).
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Figura 34. Coeficientes de regresion del modelo PLS. Las barras negativas son los factores que estan
directamente relacionados con la accién antibacteriana (MIC) sobre P. aeruginosa (pH, polifenoles y
flavonoides totales).
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En términos generales se puede indicar que los polifenoles (acidos fendlicos y
flavonoides), presentes en la miel tienen particular relevancia en el control de la proliferacion de
ambas bacterias consideradas en este estudio; siendo el H20. igualmente relevante para la
bacteria Gram positiva. En este sentido, varios reportes dan cuenta del rol que juegan los
polifenoles y en especifico los flavonoides en la actividad antibacteriana. Cushnie & Lamb,
(2011), determinaron que aquellos compuestos donde el anillo B se une en la posicién 2 del
anillo C en lugar de la posicion 3, como quercetina, miricetina, kaempferol, presentan mayor
actividad antibacteriana; actuando mediante tres mecanismos posibles: 1) dafiando la membrana
plasmética de la bacteria, 2) inhibiendo la sintesis de los &cidos nucleicos o 3) inhibiendo la
generacion de energia por el metabolismo. Por otra parte, Nishino et al., (1987) determinaron que
flavonas y flavonoles tuvieron una mayor incidencia en inhibir el crecimiento de S. epidermidis,
atribuyéndolo a la co-planaridad molecular de los anillos A y C (fusionados) que estas moléculas
presentan (Figura 4). Esta co-planaridad les permite intercalarse, bajo la forma de complejos con
Cu (I, en las cadenas del ADN bacteriano actuando a corta distancia via autooxidacion y
generacion de ROS, con el consiguiente dafio oxidativo del material genético (Tan et al., 2009;
Yamashita et al., 1999). La participacion del cobre, hierro, manganeso y cinc; dan cuenta del
efecto modulador de la actividad antibacteriana de la miel, asociada a flavonoides, que tienen los
metales de transicion. Por otra parte, en el caso de los flavonoles y catequinas, el doble enlace en
la posicién 2,3, conjugado con la funcion 4-oxo del anillo C, seria de gran importancia para la

actividad antioxidante y antibacteriana (Nishino et al., 1987; Prochazkova et al., 2011).

85



7.-CONCLUSIONES.

Se evalud el perfil de acidos fendlicos y flavonoides; contenido de Fe, Zn, Mn y Cu;
acumulacién de peroxido de hidrogeno; generacion de radical hidroxilo y concentracion minima
inhibitoria de bacterias de Gram (+) y Gram (-) de veintiséis mieles nacionales recolectadas entre
la IV y X regiones. La informacion recolectada se empled para establecer relaciones
multivariadas entre los componentes de la miel, su produccion de ROS y actividad antibacteriana
mediante PCA y PLS.

Los compuestos fendlicos que se presentaron con mayor frecuencia en las mieles fueron
acido galico, acido p-cumarico, quercetina, kaempferol, apigenina y crisina. Mientras que la
concentracion de metales fue Fe > Cu > Zn > Mn. Todas las mieles mostraron acumulacion de
H202 (1.0-35 ug/g; maxima a las 3 horas) y formacion de radicales OH. Las mieles tuvieron un
valor MIC mas bajo contra S. epidermidis que contra P. aeruginosa (promedio 10 y 18% vlv,

respectivamente).

Con excepcion de la quercetina, los polifenoles tienen un efecto prooxidante estimulando
la generacion de ROS; particularmente crisina, kaemferol, acido galico y acido p-cumérico. De la
misma forma Fe y Mn estan directamente relacionados con la generacion de especies reactivas
de oxigeno, esto posiblemente sucede por estimulacion de la autooxidacion de los flavonoides;

mientras que Cu favorece la accion antioxidante de aquellos.

Los compuestos fendlicos, como conjunto mas que de forma individual, tienen un efecto
significativo sobre la actividad antibacteriana de la miel contra S. epidermidis y P. aeruginosa.
El H.O, determina principalmente la actividad antibacteriana frente a S. epidermidis, debido a la
sensibilidad de esta bacteria a dicho compuesto. Por el contrario, P. aeruginosa es menos
sensible que S. epidermidis a los ROS, probablemente debido a los multiples mecanismos de

resistencia al estrés oxidativo y morfologia de las bacterias Gram negativa.

La actividad antibacteriana estaria conectada en gran medida con el origen botanico de la
planta, dado que el perfil y cantidad de compuestos fendlicos influyen en la generacion de ROS;
los que a su vez participan en la inhibicion del crecimiento bacteriano y la degradacion del ADN
a traves del dafio oxidativo. Esta accion es modulada por otros factores, como hierro, manganeso

y cobre.
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