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Resumen

La miel es un producto natural de uso milenario, elaborado por las abejas meliferas
(Apis mellifera L.) a partir del néctar floral o de secreciones de tejidos vegetales vivos,
lo que da lugar, respectivamente, a mieles florales (de néctar) y a mieles de mielada. En
el mercado internacional, la miel se considera un producto de alto valor agregado,
particularmente cuando esta diferenciada por su origen botdnico, composicion
funcional o propiedades terapéuticas. Esto evidencia la necesidad en Uruguay de
generar conocimiento sobre atributos diferenciales, especialmente en relaciéon con su

composicion, origen floral y potencial bioactivo.

Al mismo tiempo, debido a la creciente resistencia antimicrobiana, se ha renovado la
atencidon sobre productos naturales como la miel, por su capacidad para controlar

microorganismos patégenos o multirresistentes a antimicrobianos. Su actividad
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antimicrobiana esta estrechamente vinculada a la composicién quimica, la cual

depende del origen floral, las condiciones ambientales y el manejo apicola.

En este contexto, la regiéon de Montes del Queguay en Paysandu, representa un
ambiente propicio para la produccion de mieles singulares por su entorno floristico y
por ser un area protegida con alta biodiversidad y bajo nivel de intervencidn antropica,
predominando flora nativa. En los ultimos afios, varios apicultores han trasladado sus
colmenas a esta zona con el objetivo de producir mieles puras de monte,
potencialmente distintivas por su perfil composicional y funcional. Sin embargo, estas

mieles atin no han sido suficientemente estudiadas desde una perspectiva integral.

Por lo tanto, esta tesis tuvo como objetivo caracterizar mieles de Montes del Queguay
en funcion de su origen botanico, composicion fisicoquimica y actividad
antimicrobiana. Los resultados mostraron que se originan principalmente a partir de
flora nativa, que cumplieron con los parametros fisicoquimicos establecidos por la
normativa vigente y que presentaron actividad antimicrobiana frente a las bacterias
evaluadas, ademas de capacidad para inhibir la formacién de biofilm. Estos resultados
obtenidos contribuyen a la valorizacion de estas mieles, al permitir explorar la relacién
entre actividad antimicrobiana, variables fisicoquimicas y origen botanico, y aportar
evidencia que sustenta su potencial valorizaciéon comercial y posibles aplicaciones

terapéuticas futuras.

Palabras claves: Miel; flora nativa; origen botanico; composicidon fisicoquimica;

actividad antimicrobiana.
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Abstract.

Honey is a natural product with a history of use dating back millennia, produced by
honeybees (Apis mellifera L.) from floral nectar or secretions from living plant tissues,
resulting in floral (nectar) honeys and honeydew honeys, respectively. In the
international market, honey is considered a high value-added product, particularly
when differentiated by its botanical origin, functional composition, or therapeutic
properties. This highlights the need in Uruguay to generate knowledge about its
differentiating attributes, especially regarding its composition, floral origin, and

bioactive potential.

At the same time, due to increasing antimicrobial resistance, attention has been

renewed on natural products like honey for their ability to control pathogenic or



multidrug-resistant microorganisms. Its antimicrobial activity is closely linked to its
chemical composition, which depends on its floral origin, environmental conditions,

and beekeeping practices.

In this context, the Montes del Queguay region in Paysandu represents a favorable
environment to produce unique honeys due to its floristic surroundings and its status
as a protected area with high biodiversity and low levels of human intervention, where
native flora predominates. In recent years, several beekeepers have moved their hives
to this area with the aim of producing pure native woodland honeys, potentially
distinctive for their compositional and functional profile. However, these honeys have

not yet been sufficiently studied from a comprehensive perspective.

Therefore, this thesis aimed to characterize honeys from Montes del Queguay based on
their botanical origin, physicochemical composition, and antimicrobial activity. The
results showed that these honeys originate mainly from native flora, complied with the
physicochemical parameters established by current regulations, and exhibited
antimicrobial activity against the bacteria evaluated, in addition to showing the ability
to inhibit biofilm formation. These findings contribute to the valorization of these
honeys by exploring the relationship between antimicrobial activity, physicochemical
variables, and botanical origin, and by providing evidence that supports their potential

commercial value and possible future therapeutic applications.

Keywords: Honey; native flora; botanical origin; physicochemical composition;

antimicrobial activity.
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1. Introduccion

1.1. Generalidades, usos tradicionales y valor medicinal de la
miel
La miel es un producto natural de uso milenario, elaborado por las abejas meliferas
(Apis mellifera L.) a partir del néctar floral o de secreciones de tejidos vegetales vivos,
lo que da lugar, respectivamente, a mieles florales (de néctar) y a mieles de mielada. En
el mercado internacional, la miel se considera un producto de alto valor agregado,
particularmente cuando esta diferenciada por su origen botdnico, composicién
funcional o propiedades terapéuticas. Variedades como la miel de Manuka de Nueva
Zelanda o la miel de Sidr de paises arabes, pueden alcanzar precios superiores a los
USD 100 por kilogramo en segmentos premium (Ministry for Primary Industries, 2020
; Uruguay XXI, 2019). Asimismo, otras mieles certificadas por su actividad bioldgica
como la miel de Tualang de Malasia o, en un caso mas cercano, la miel de Ulmo de Chile
también logra posicionarse con éxito en el mercado (Azman et al., 2021; Veladsquez et
al, 2020). En contraste, Uruguay pese a ser uno de los principales exportadores
comercializa su miel a granel y sin diferenciacidn, a un valor promedio de USD 2,28 /kg
(Trade Map, 2024). En 2024, mas del 95 % de la produccion se destin6 a la exportacion
bajo este modelo (Pereyra, 2024), lo que evidencia la necesidad de generar
conocimiento sobre atributos diferenciales, especialmente en relacion con su
composicion, origen floral y potencial bioactivo (Tamafio & Cora, 2022; Bisang et al.,

2022).

Desde la antigiiedad, la miel ha sido valorada no s6lo como alimento, sino también
como un recurso natural con propiedades medicinales reconocidas por diversas
culturas del mundo. En la India, los Vedas (antiguos textos sagrados que abordan
aspectos filoséficos y médicos) ya la consideraban una sustancia sagrada, asociada con
el equilibrio del cuerpo y el universo. Por su parte, en el antiguo Egipto, era habitual
emplear la miel en formulas terapéuticas, segiin consta en los papiros médicos de Ebers
y Smith, donde se destacaban sus cualidades antisépticas y regenerativas en el

tratamiento de heridas y ulceras. Ademas, hacia el afio 5500 a. C., los egipcios fueron



pioneros en la domesticacion de abejas meliferas, desarrollando la apicultura en el

valle del rio Nilo (Khataybeh et al.,, 2023) .

La medicina tradicional china también la incorporé en su farmacopea: el Heji Jufang la
menciona como excipiente y agente terapéutico, capaz de armonizar mezclas herbales.
Por su parte, Hipdcrates, en la Grecia antigua, la recomendaba para tratar afecciones
digestivas y cutaneas. Estas practicas, transmitidas durante siglos, han encontrado
respaldo en la ciencia moderna demostrando que la miel posee propiedades
antimicrobianas, antiinflamatorias y cicatrizantes, lo que confirma muchas de las
aplicaciones tradicionales que aiin se mantienen vigentes (Bogdanov, 2011; Nakamura

etal,2003).

1.2. Proceso bioldgico de la produccion de miel

Segun el Codex Alimentarius (CODEX STAN 12-1981, Rev. 2001) la miel es una
sustancia dulce y natural producida por abejas meliferas a partir del néctar floral, de
secreciones de partes vivas de las plantas o de excreciones de insectos fit6fagos
presentes en ellas. Estas sustancias son recolectadas por las abejas, transformadas
mediante compuestos propios, y posteriormente depositadas, deshidratadas,

almacenadas y maduradas en los panales dentro de la colmena.

En una colmena tipica de Apis mellifera, conviven tres castas: una reina (pone los
huevos que daran origen a la colonia), numerosos zdnganos (machos, se aparean con
la reina para fertilizarla y luego mueren) y entre 30.000 y 75.000 abejas obreras. Estas
ultimas, todas hembras estériles, son responsables de las tareas de recoleccion del
néctar, transformaciéon quimica de la sustancia y su almacenamiento final. Las obreras
adoptan distintos roles segin su edad. Las abejas forrajeras, que son adultas (mayores
de 21 dias), salen de la colmena para recolectar néctar, polen, agua y propdleos. En
cambio, las abejas nodrizas, mas jovenes (entre 5 y 15 dias), permanecen dentro de la
colmena encargandose de alimentar a las larvas, cuidar a la reina y procesar el néctar

(Abou-Shaara, 2014).

Las abejas forrajeras recolectan néctar floral o, en determinadas condiciones, mielada,
una sustancia azucarada excretada por insectos fitofagos como pulgones o cochinillas

que se alimentan de la savia de las plantas(Bogdanov et al., 2008). El néctar recolectado

2



es almacenado temporalmente en el buche melario, una estructura especializada del
tracto digestivo de las abejas que permite su transporte sin ser digerido. Durante este
trayecto, comienza un procesamiento enzimatico inicial, en el cual las abejas
incorporan enzimas como invertasa y glucosa oxidasa, producidas en sus glandulas

hipofaringeas.

Una vez de regreso a la colmena, el contenido del buche es transferido a las abejas
nodrizas mediante regurgitacién repetida, lo que intensifica el procesamiento
enzimatico y da inicio a la reduccién del contenido de agua. La deshidratacién es
favorecida por la temperatura interna constante de la colmena (alrededor de 35 °C) y
por el movimiento de las alas de las abejas, que ventilan activamente el ambiente. Como
resultado, la humedad desciende a niveles inferiores al 20 % y en este punto la miel es
considerada madura. Las celdas son selladas con cera, en un proceso denominado
operculado, que impide la reabsorciéon de humedad y garantiza la conservacion del

producto (Berenbaum & Calla, 2021).

La recoleccion de miel, tradicionalmente, implicaba la destruccién del panal, lo que
generaba pérdidas significativas. La invencion de las colmenas de cuadros méviles por
Langstroth en 1852, basada en el principio del bee space (un hueco preciso de
aproximadamente 9.5 mm que las abejas meliferas mantienen naturalmente entre sus
panales y otras superficies de la colmena), permitié extraer miel sin destruir el panal y
dio origen a la apicultura moderna. Actualmente, se utilizan variantes de este modelo
con tecnologias que optimizan la productividad, regulan la humedad y preservan el

bienestar de las colmenas (Fels et al., 2019).

1.3. Composicion quimica de la miel

La miel estd compuesta por mas de 200 sustancias, principalmente por aztcares, agua
y otras sustancias como proteinas, enzimas, acidos organicos, vitaminas, minerales,
pigmentos, compuestos fenodlicos, compuestos volatiles. La composicion quimica de la
miel y por consecuencia el color, aroma y sabor, estdn determinados
fundamentalmente por la flora de origen, las condiciones geograficas y climaticas, asi

como también, por la salud de la abeja. Ademas, estos atributos pueden modificarse



segin el manejo poscosecha, los métodos de procesamiento y las condiciones de su

almacenamiento (Nolan et al,, 2019).

1.3.1 Azucares

Los azucares representan el componente principal y desempefian un papel clave tanto
en las propiedades nutricionales como en las propiedades fisicas de la miel. Los
monosacaridos, principalmente fructosa y glucosa, constituyen aproximadamente el
75% del contenido total de carbohidratos. Estos compuestos determinan la viscosidad,
capacidad higroscopica y el patréon de cristalizacion del producto. El cociente
fructosa/glucosa, suele ser 1,2:1 y se utiliza como indicador para predecir la tendencia

de cristalizacion de las mieles (Da Silva et al., 2016).

Ademas de los monosacaridos mayoritarios, la miel contiene aztcares disacaridos y
trisacaridos como sacarosa, maltosa, trehalosa, melecitosa, melibiosa, rafinosa y
erulosa. Entre ellos, la sacarosa y la maltosa pueden ser hidrolizadas a monosacaridos
por la enzima invertasa, incorporada por las abejas a través de sus secreciones durante

la conversién del néctar en miel (Ranneh et al., 2021).

Durante el almacenamiento de la miel, la composicion de los azucares puede
modificarse por efecto de reacciones quimicas inducidas por el calor, el pH y la
interaccién con aminoacidos. Estas condiciones también favorecen la formacion de

compuestos derivados como furfural y 5-hidroximetilfurfural (Moreira et al.,, 2010).

El 5-hidroximetilfurfural (HMF) es uno de los principales productores de degradacion
de azucares presentes en la miel, generado a partir de hexosas como la glucosa y la
fructosa. Su formacién aumenta bajo calentamiento o almacenamiento prolongado,
principalmente mediante degradacion de azicares en medio acido y caramelizacidn,
procesos que implican deshidratacion y ciclacion de los azucares con generacién de
compuestos tipo furano entre los que se destaca el HMF. Dado el pH naturalmente acido
de la miel, la degradacion acida de azucares y la caramelizacidn se consideran las vias
mas relevantes para su formacion, por lo que el HMF se utiliza ampliamente como

marcador de tratamiento térmico y/o pérdida de frescura.

Ademads, algunas condiciones de largo tiempo de almacenamiento y a altas
temperaturas, pueden en algin caso promover el pardeamiento no enzimatico por

reaccion entre los extremos reductores de los azucares y los grupos amino libres de
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aminoacidos como lisina, prolina, acido y-aminobutirico y arginina (reacciéon de

Maillard) (Da Silva et al., 2016).

1.3.2  Proteinas, péptidos y enzimas

Su contenido de proteinas oscila entre el 0,2 y 0,5%, dependiendo del origen floral y
geografico de la miel. Estas proteinas, junto con los aminodcidos libres, provienen del

polen, del néctar y de las secreciones glandulares de las abejas (Ranneh et al,, 2021).

La prolina es el aminodcido mas abundante y su concentracién se considera un criterio
de calidad asociado al grado de maduracién. El Codex Alimentarius recomienda un
contenido minimo de 180 mg/kg y, ademas, este parametro puede utilizarse como
indicador para la deteccion de adulteracion. Otros aminoacidos relevantes son acido
glutamico, acido aspartico, alanina, tirosina, leucina e isoleucina (Da Silva et al., 2016;

Mato et al., 2006; Ordoéfiez et al., 2005).

Dentro de la fraccién proteica, se incluyen péptidos antimicrobianos, en particular la
defensina-1, producida por las abejas en las glandulas hipofaringeas y secretada en la
miel durante su elaboracién. Este péptido cumple un papel asociado a la inmunidad de
la colmena y contribuye a la actividad antimicrobiana de la miel (Nolan et al., 2019;

Khataybeh et al., 2023; Proafio et al, 2021; Valachova et al,, 2016).

Ademas, una pequefa fraccion de las proteinas estd constituida por enzimas, que
participan en la transformacion del néctar y contribuyen a las propiedades funcionales
de la miel. Entre las principales enzimas se encuentran: Invertasa, que descompone la
sacarosa en glucosa y fructosa; Glucosidasas a y 3, que actiian sobre oligosacaridos;
Catalasa, encargada de descomponer el peréxido de hidrégeno en agua y oxigeno;
Fosfatasa acida, que interviene en la desfosforilacion de compuestos organicos;
Diastasas (a- y [B-amilasa), responsables de degradar almidones en dextrinas y
maltosa; Glucosa oxidasa, que convierte la glucosa en acido glucénico y produce
peroxido de hidrogeno. Estas enzimas son particularmente sensibles al calor y a las
condiciones de almacenamiento, por lo que su actividad sirve como indicador de la

calidad y frescura del producto (Da Silva et al., 2016).

1.3.3 Acidos organicos, minerales y vitaminas

Todas las mieles presentan una ligera acidez, atribuida a un contenido aproximado de

0,6 % de acidos organicos, los cuales pueden estar presentes de forma natural en el
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néctar o generarse durante su transformacion por accion enzimatica de las abejas.
Entre los acidos identificados se encuentran: aspartico, butirico, citrico, acético,
férmico, fumarico, galacturénico, glucénico, glutamico, glioxilico, lactico, malico,
oxalico, propioénico, succinico y tartarico, entre otros. El acido glucénico es el mas
abundante y se produce por la oxidacién de la glucosa mediante la enzima glucosa
oxidasa. Estos compuestos no so6lo aportan caracteristicas sensoriales, sino que
también influyen en parametros de calidad como el pH, la acidez libre y la

conductividad eléctrica (Mato et al., 2006; Nozal et al.,, 2003).

La acidez, ademas de aportar al perfil sensorial caracteristico de la miel, cumple una
funcion de conservante natural, ya que limita el desarrollo de microorganismos y
contribuye a evitar su deterioro, favoreciendo que la miel se mantenga estable y con

buenas cualidades organolépticas durante largos periodos (Brelis et al., 2023).

El contenido mineral de la miel refleja la composicién quimica de las plantas de origen
y, en consecuencia, del suelo en el que crecen, ya que los minerales provienen del
sustrato, son absorbidos por las raices y luego se incorporan a la miel a través del néctar
o la mielada recolectados por las abejas. Se han identificado macroelementos como
potasio, magnesio, calcio, sodio y fésforo, y microelementos como hierro, zinc, cobre,
manganeso, litio y cobalto, entre otros. El potasio es generalmente el elemento mas
abundante y representa cerca de un tercio del contenido mineral total de la miel (Da
Silva et al, 2016; Alqarni et al., 2014). El contenido de cenizas, como indicador de
calidad vinculado a la fracciéon mineral, se utiliza para diferenciar mieles florales de
aquellas provenientes de mielada y, segtin el Reglamento Bromatolégico Nacional, no
debe superar 0,6 g/100 g en mieles florales, mientras que en miel de mielada y sus

mezclas con miel de flores se admite hasta 1,2 g/100 g.

La conductividad eléctrica es un parametro directamente relacionado con el contenido
de cenizas (minerales) y la acidez, cominmente utilizado como indicador de calidad
para distinguir las mieles de origen floral a las mieles de mielada. Estas ultimas
presentan valores mas altos de conductividad debido a su mayor contenido mineral y,
por lo tanto, a una mayor concentracién de iones responsables de la conduccién

(Escuredo et al,, 2013).

En cuanto a las vitaminas, su concentraciéon en la miel es baja y corresponde
principalmente a vitaminas del complejo B, aportadas por el polen en suspension.
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Entre ellas se incluyen tiamina (B1), riboflavina (B2), acido nicotinico (B3), acido
pantoténico (B5), piridoxina (B6), biotina (B8) y acido f6lico (B9). También puede
encontrarse vitamina C, aunque esta es inestable y susceptible a degradarse por efecto
del calor, la luz o el oxigeno. Sumado a esta baja concentracién natural, el proceso de
filtrado de la miel puede reducir ain mas su contenido vitaminico, debido a la

eliminacion casi total del polen (Da Silva et al., 2016)

1.3.4  Compuestos fenolicos

Los compuestos fenodlicos constituyen una de las principales clases de metabolitos
secundarios sintetizados por las plantas como mecanismo de defensa frente a
condiciones de estrés biotico y abiédtico, incluyendo propiedades antimicrobianas.
Estas sustancias (Figura 1.1), que incluyen tanto acidos fenélicos como flavonoides, son
transferidas a la miel a través del néctar y otras secreciones vegetales recolectadas por
las abejas. Los polifenoles se caracterizan por una estructura quimica basada en anillos
aromaticos con grupos hidroxilo, cuya complejidad varia desde compuestos simples
hasta polimeros de alto peso molecular (Combarros-Fuertes et al., 2020; Da Silva et al.,

2016).
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Figura 1.1. Estructuras generales de compuestos fendlicos y flavonoides. (a) 4cidos hidroxibenzoicos, (b)

acidos hidroxicindmicos R1/R2 indican sustituyentes variables y (c) estructura quimica general de
flavonoide (anillos A-C). Fuente: Da Silva etal, 2016

Los acidos fenodlicos presentes en la miel se agrupan en dos grandes familias segin su
estructura quimica: los acidos hidroxibenzoicos y los acidos hidroxicindmicos. Dentro
del primer grupo se encuentran el acido galico, el acido siringico, el acido benzoico, el
acido elagico y el acido salicilico, todos derivados del acido benzoico y caracterizados
por una estructura C1-C6 (algunos ejemplos se muestran en la Figura 1.2). En el
segundo grupo, los acidos hidroxicinamicos, se incluyen compuestos como el acido
cafeico, ferulico, cinamico, p-cumarico, junto con derivados mas complejos como el
acido clorogénico y el acido rosmarinico, que presentan una estructura C3-C6 con una

cadena lateral insaturada (Da Silva et al., 2016; Estevinho et al., 2008).
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Figura 1.2. Estructuras quimicas de (A) acido siringico, (B) acido fertlico, (C) acido cinamico, (D) acido
p-hidroxibenzoico y (E) acido cafeico. Fuente: Feknous & Boumendjel, 2022

Por otro lado, los flavonoides representan el grupo mas abundante de compuestos
fenolicos vegetales, abarcando mas del 50 % de los compuestos fendélicos naturales
(Figura 1.3.). Poseen una estructura nuclear comun del tipo C6-C3-C6 y se subdividen
en diferentes clases, entre las cuales destacan los flavonoles (kaempferol, quercetina,
galangina y miricetina), las flavanonas (hesperidina, pinocembrina, pinobanksina),
flavonas (luteolina, apigenina, acacetina, crisina) y ademas, otros polifenoles como los

taninos (acido elagico)(Combarros-Fuertes et al., 2020; Estevinho et al., 2008).

Figura 1.3. Estructuras quimicas de (A) kaempferol, (B) quercetina, (C) pinobanksina, (D) crisina, (E) galangina y
(F) pinocembrina. Fuente: Feknous & Boumendjel, 2022



La concentracion y composicion de polifenoles dependen del origen floral, geografico
y estacional, y pueden verse afectadas por el procesamiento térmico (Nolan et al,

2019).

Los compuestos fenolicos han despertado un interés creciente por su capacidad
antioxidante, atribuida a su habilidad para neutralizar o disminuir la formacion de
radicales libres, también conocidos como especies reactivas de oxigeno (EROS) (Da
Silva et al., 2016). Diversos estudios han demostrado una correlacion positiva entre el
color de la miel y la concentraciéon tanto de compuestos fendlicos como de
antioxidantes, observandose que las mieles de tonalidad mas oscura presentan niveles
mas elevados de estos compuestos (Socha et al.,, 2011; Bertoncelj et al., 2007; Gheldof

& Engeseth, 2002).

1.3.5  Compuestos volatiles

El sabor y aroma de la miel proviene de una mezcla compleja de compuestos volatiles
derivados del néctar, del metabolismo de las abejas y del procesamiento. Se han
identificado mas de 400 compuestos volatiles, entre ellos: terpenos, ésteres, alcoholes,
acidos grasos de cadena corta (como acético, butanoico), aldehidos y cetonas. Estos
compuestos varian segun el origen floral y el tiempo de almacenamiento. Algunos
desaparecen con el tiempo, mientras que otros, como el etanol o compuestos derivados

de linalool, pueden formarse durante el almacenamiento (Da Silva et al., 2016).

Estudios previos han determinado la composicién de compuestos volatiles como un
posible marcador para establecer el origen botanico de las mieles (Tedesco et al., 2022;
Montenegro et al, 2009; Castro-Vazquez et al, 2006). Ademas, varios de estos
compuestos han sido relacionados con actividad antimicrobiana (Feknous &

Boumendjel, 2022).

En conjunto, los componentes quimicos de la miel no sélo determinan sus propiedades
fisicoquimicas y sensoriales, sino que también le confieren su actividad biolégica. De
hecho, estos compuestos bioactivos, reportados en mieles, han sido reconocidos por
sus efectos benéficos tanto en la medicina tradicional como en la ciencia moderna

(Khataybeh et al., 2023).



1.4. Actividad antimicrobiana de la miel: una alternativa
natural frente a la resistencia a los antimicrobianos.

1.4.1 Problematica de resistencia a antimicrobianos

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) representa una amenaza global que afecta
no solo a la salud humana, sino también a animales, alimentos, agua y ecosistemas. Esta
resistencia es un fendmeno natural, pero se ve acelerado por el uso excesivo e
inapropiado de antibidticos. Algunas bacterias, como Escherichia coli y Staphylococcus
aureus, son responsables de un numero significativo de infecciones, lo que conlleva
tasas elevadas de morbilidad y mortalidad. La amplia presencia de estos
microorganismos, sumada al uso excesivo e inapropiado de antibio6ticos, ha acelerado

el desarrollo de resistencia antimicrobiana en estos patégenos (Mudenda et al., 2023).

Segun informes de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), tres de las diez
principales causas de muerte a nivel mundial son enfermedades infecciosas,
responsables de aproximadamente seis millones de fallecimientos por afio (World
Health Organization, 2024) . Asimismo, se estima que en 2050 habra 1,91 millones de
muertes anuales atribuibles a la RAM a nivel mundial y 8,22 millones de muertes
anuales asociadas con la RAM, siendo esta proporcion total de muertes superior a las
causadas por cancer y las victimas de accidentes de transito (Organizacion
Panamericana de la Salud, 2023; Naghavi et al, 2024). Ademas, investigaciones
recientes indican que aproximadamente un tercio de los antimicrobianos en desarrollo
podrian no ser suficientes para contrarrestar la rapida aparicion de resistencia, y que
muy pocos de estos farmacos presentan mecanismos de accién verdaderamente

innovadores (Pandey et al.,, 2021).

Las infecciones fungicas también constituyen un problema importante de salud
publica. Se estima que, una cuarta parte de la poblacién mundial padece infecciones
cutaneas por hongos. Candida albicans, uno de los principales patégenos flingicos en
humanos, afecta especialmente a individuos inmunocomprometidos (World Health
Organization, 2022). Actualmente, solo existen cuatro clases principales de farmacos
antifingicos en uso: los azoles, equinocandinas, pirimidinas y polienos, con escasas
opciones nuevas en desarrollo. Debido a que tanto las células fungicas como las
humanas son eucariotas, los tratamientos antifingicos suelen tener efectos adversos
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considerables. Por esta razon, dichos medicamentos se disefian para actuar sobre
estructuras exclusivas de los hongos, como el ergosterol en la membrana celular y los
glucanos en la pared celular. A estos problemas se suma la capacidad de formar

biofilms de algunos microorganismos como C. albicans (Raffaelli et al., 2022).
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Figura 1.4. Etapas del ciclo de vida del biofilm bacteriano. Las células plancténicas se agregan y se
adhieren de forma reversible a una superficie (a) establecen una adhesién irreversible (b), dando inicio
a la formaciéon de microcolonias (c), seguida de la maduracién del biofilm (d) y la desagregacion y
desprendimiento de células para la dispersiéon y colonizacién de nuevos sitios (e). Creado con
BioRender.com.

Los biofilms microbianos se encuentran dentro de las formas o mecanismos mas
complejos de resistencia. Un biofilm es una comunidad estructurada de
microorganismos que se pueden adherir a tejidos vivos o materiales inertes y estan
embebidos en una matriz extracelular polimérica que ellos mismos producen (Figura
1.4). Esta estructura compleja proporciona un entorno estable para el crecimiento y
supervivencia de las células microbianas, otorgandoles ventajas adaptativas frente a
condiciones adversas, incluidas la respuesta inmune del huésped y la accién de los
antimicrobianos (Sharma et al, 2023; Nadar et al., 2022). Desde el punto de vista
clinico, los biofilms son altamente relevantes porque se asocian a infecciones
persistentes y cronicas y contribuyen significativamente a la resistencia
antimicrobiana. Se estima que hasta un 70 % de las infecciones bacterianas humanas

estan relacionadas con biofilms, incluyendo aquellas asociadas a dispositivos médicos
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como catéteres, protesis articulares, valvulas cardiacas y lentes de contacto. Las
bacterias en estado sésil dentro del biofilm pueden ser entre 10 y 1000 veces mas
resistentes a los antibiéticos en comparacion con su forma planctonica, lo que complica
el tratamiento y favorece recaidas (Sharma et al, 2023; Nadar et al, 2022). Las
bacterias mas comunmente asociadas con la formacién de biofilms incluyen
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermidis, E. coli, Klebsiella pneumoniae,
Proteus mirabilis, Streptococcus viridans, S. aureus y Enterococcus faecalis (Sharma et
al, 2023) y en cuanto a las levaduras, las infecciones mas comunes se producen por

biofilms de especies de Candida (Cavalheiro & Teixeira, 2018).

En respuesta a estas problematicas, desde hace afios, la OMS, la FAO y la Organizacion
Mundial de Sanidad Animal trabajan de forma conjunta para enfrentar la resistencia a
los antimicrobianos (RAM), incorporandose desde 2021 el Programa de Naciones
Unidas para el Medio Ambiente (FAO-UNEP-WHO, 2022). Estas acciones se enmarcan
en el enfoque Una Salud, entendido como una estrategia integrada que busca equilibrar
sosteniblemente la salud humana, animal, vegetal y ambiental (Altier & Abreo, 2020),
reconociendo su interdependencia y promoviendo el trabajo interdisciplinario para
proteger ecosistemas, garantizar alimentos seguros y afrontar desafios como el cambio
climatico. En este marco global, se impulsan medidas como el uso responsable de
antimicrobianos, el desarrollo de nuevas moléculas, la generaciéon y difusion de
conocimiento, y la actualizacion de politicas y regulaciones. Uruguay participa en este
esfuerzo internacional a través del proyecto “Trabajando juntos para combatir la
RAM”, del que derivé el Plan Nacional contra la Resistencia Antimicrobiana 2024-

2028.

1.4.2  Componentes antimicrobianos de la miel

La buisqueda de nuevas estrategias terapéuticas antimicrobianas ha impulsado el
interés por compuestos y recursos empleados antes de la era antibiotica. Entre ellos, la
miel ha adquirido protagonismo gracias a sus destacadas propiedades antimicrobianas
(Combarros-Fuertes et al., 2020; Chidozie & Chibueze, 2025). Desde el estudio de
Molan (1992), que describi6 su accion frente a microorganismos, las investigaciones
en este campo se han intensificado y ampliado (Fernandes et al, 2021; Kunat-
Budzynska et al., 2023; Velasquez et al., 2020; Bucekova et al,, 2019; Alvarez-Suarez et

al, 2010; Estevinho et al, 2008). Ademas de su potencial antimicrobiano frente a
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células planctonicas, la miel ha emergido como un agente natural con capacidad para
inhibir tanto la formacidon como la viabilidad de biofilms bacterianos y fungicos. En
este contexto, la actividad antibiofilm de la miel ha sido demostrada frente a una amplia
gama de microorganismos clinicamente relevantes, incluyendo bacterias Gram
positivas como S. aureus (incluyendo cepas MRSA), S. pneumoniae, y Gram negativas
como P. aeruginosa, E. coli, Haemophilus spp. (Bazaid et al., 2022; Farkas et al.,, 2022;
Balazs et al., 2021). Asimismo, ciertas mieles monoflorales brasilefias, como la de
Astronium urundeuva (Aroeira), han demostrado inhibir de forma significativa la
formacidn y viabilidad de biofilms maduros de Candida spp., reducir la adhesién de C.
albicans en catéteres, y potenciar la eficacia de antifiingicos azélicos, incluso frente a

cepas resistentes (Lima et al,, 2022).

Sin embargo, los mecanismos o compuestos precisos por los cuales ejerce esta
actividad antimicrobiana ain no han sido completamente esclarecidos. Se han
propuesto posibles mecanismos antibacterianos (Figura 1.5) que suelen distinguir
entre la contribucién del peréxido de hidrégeno (H,0,) y otros factores no peroxidicos,
atribuibles a la baja actividad de agua (aw), el pH acido y la alta osmolaridad, asi como
a compuestos fenolicos, metilglioxal, compuestos volatiles, entre otros (Osés et al.,

2024, Machado et al,, 2025).
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Figura 1.5. Representacion esquematica de los posibles mecanismos de la accién antibacteriana de la
miel frente a bacterias: (1-2) MGO y compuestos fendlicos aumentan la permeabilidad, despolarizan la
membrana e inhiben la cadena de transporte de electrones. (3) Inducen EROS contribuyendo a la
inhibicion de la sintesis de macromoléculas. (4) Favorecen la entrada de fairmacos e inhiben bombas de
eflujo por colapso del potencial de membrana. (5) El MGO reduce la motilidad e interfiere con la sintesis
de flagelos. (6) Fenoles, MGO y defensina de abeja alteran pared y membrana al inhibir sintesis de
peptidoglicano y proteinas de membrana. (7) Lisis y muerte bacteriana. Adaptada de Aleixo et al., 2025.

1.4.2.1 Propiedades fisicoquimicas

Las propiedades fisicoquimicas de la miel desempefian un papel fundamental en la
actividad antimicrobiana. Su pH, que oscila entre 3,2 y 4,5, crea un ambiente
desfavorable para el crecimiento microbiano. Al mismo tiempo, el alto contenido de
carbohidratos y la baja humedad relativa reducen la actividad de agua (aw = 0,5-0,65),
provocando un intenso estrés osmoético que induce la salida de agua de las células
microbianas e inhibe su crecimiento (Nolan et al., 2019; Combarros-Fuertes et al.,
2020). No obstante, estas condiciones fisicoquimicas no explican por completo la
actividad antimicrobiana. Estudios comparativos con mieles artificiales, formuladas
con azucares en concentraciones similares a las naturales, han demostrado que el
contenido de carbohidratos no es suficiente por si solo para justificar este efecto (Yu et
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al, 2024; Jiang et al, 2022; Nassar et al., 2012; Brudzynski et al, 2011). En este
contexto, cobran relevancia otros compuestos minoritarios presentes en la miel, como

los compuestos fenolicos, el peréxido de hidrogeno y el metilglioxal.

1.4.2.2 Compuestos fenolicos totales

Ademas de su papel antioxidante, los compuestos fendlicos, ejercen efectos
antimicrobianos. Los grupos hidroxilo de su estructura tienen la capacidad de
interactuar con los componentes de las membranas celulares, generando alteraciones
en fosfolipidos y proteinas. Este dafio compromete la integridad de la membrana,
aumenta su permeabilidad y favorece la pérdida de contenido intracelular (Khataybeh

etal, 2023).

Estudios han demostrado la capacidad antimicrobiana de compuestos fenélicos de la
miel: flavonoides presentes en mieles italianas mostraron actividad frente a C. albicans
(Candiracci et al., 2011), asi como extractos fendlicos de mieles portuguesas frente a S.
aureus, E. coli y K. pneumoniae (Estevinho et al, 2008) y extractos de mieles
monfolorales de Ulmo inhibieron el crecimiento de S. aureus, S. pyogenes, P. aeruginosa

y E. coli (Velasquez et al., 2020).

En cuanto ala actividad antibiofilm de la miel, se ha reportado como uno de los posibles
mecanismos la interferencia del sistema de quorum sensing (QS), el cual regula
procesos clave como la adhesion celular, la formacién de biofilms y la produccién de
factores de virulencia. Diversos compuestos fendlicos, incluidos el acido cafeico,
ferdlico y p-cumarico, asi como flavonoides como la quercetina y la pinocembrina,
presentes en la miel, han mostrado capacidad para modular las sefiales de QS,
disminuyendo la expresion de genes asociados con la motilidad bacteriana y la sintesis
de biopolimeros extracelulares (Khataybeh et al, 2023). Este efecto ha sido
particularmente descrito en P. aeruginosa, donde se observé no solo una disminucion
en la produccion de flagelina y en la capacidad de formar biofilms maduros, sino
también una reduccion de la motilidad natatoria (swimming) y en enjambre
(swarming), asociada con la pérdida parcial de flagelos y la represion de genes clave

del reguldn flagelar (Roberts et al,, 2015).

Por otro lado, cabe destacar que, en determinadas condiciones, como en presencia de
metales de transicidn y oxigeno, algunos flavonoides pueden actuar como

prooxidantes, generando EROS mediante reacciones tipo Fenton, lo que contribuye a
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su accion antimicrobiana (Khataybeh et al, 2023). En este sentido, la combinacion de
polifenoles, H,0, y trazas de metales de transicion puede potenciar la generacion de

radicales hidroxilos (Brudzynski et al., 2012).

1.4.2.3 Produccién de peréxido de hidrogeno

El peréxido de hidrogeno es considerado uno de los principales responsables de la
actividad antimicrobiana de la miel. Desde los primeros estudios en la década del 60,
se utilizé el término “inhibine” para describir la fraccién antibacteriana de la miel.
Investigaciones posteriores demostraron que este efecto estaba asociado en gran

medida a la generacién de H,0, (Brudzynski, 2020; Molan, 1992).

El H202 ejerce su actividad antimicrobiana a través de la produccién de EROS, que
promueven la peroxidacion lipidica en membranas, alteraciones estructurales en
proteinas y dafio oxidativo en el ADN (Albaridi, 2019). En bacterias, estas lesiones
generan pérdida de integridad de la membrana, inhibicién de enzimas esenciales y, en
ultima instancia, muerte celular. Su efecto es particularmente relevante porque, a
diferencia de otros mecanismos de accién mas especificos, la generacién de estrés
oxidativo afecta de manera simultanea multiples dianas bioldgicas, reduciendo la

probabilidad de que los microorganismos desarrollen resistencia (Brudzynski, 2020).

La concentracion de H202 en la miel varia ampliamente entre diferentes origenes
florales y condiciones de almacenamiento. En general, las concentraciones detectadas
oscilan en el rango de 0,5 a 2,5 mM, lo que equivale a niveles suficientes para ejercer
una accion bacteriostatica o bactericida, sin alcanzar la citotoxicidad observada en
tejidos humanos (Kwakman et al,, 2010). Sin embargo, este equilibrio depende de
factores intrinsecos de la miel, como la presencia de catalasa proveniente del polen,
antioxidantes como el acido ascoérbico, y el contenido fendlico, que pueden modular la

cantidad final de H202 disponible (Osés et al, 2024).

Actualmente, se reconocen dos vias principales de generacion de per6xidos en la miel:
la accidon enzimatica de la glucosa oxidasa secretada por las abejas y procesos no
enzimaticos asociados a la autooxidacién de compuestos fenolicos en presencia de

oxigeno y metales de transicion (Brudzynski, 2020; Combarros-Fuertes et al, 2020).

La via enzimatica constituye la principal fuente de producciéon de H,0, en la miel. Se

genera cuando la enzima glucosa oxidasa (GOx), secretada por las abejas en sus
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glandulas hipofaringeas durante la recoleccion del néctar, cataliza la oxidacién de la
glucosa a §-gluconolactona, produciendo simultaneamente H,O, en presencia de
oxigeno y agua (Figura 1.6). Esta reaccidn se basa en un ciclo redox mediado por el
cofactor FAD/FADH2, donde el oxigeno actia como aceptor final de electrones.
Ademas, en presencia de metales de transiciéon, el H202 puede dar lugar a EROS,

promoviendo procesos oxidativos que contribuyen al dafio microbiano.

La catalasa, de origen polinico, hidroliza el H,0, a agua y oxigeno, modulando asi su
concentracion (Feknous & Boumendjel, 2022; Osés et al., 2024). La actividad de la GOx
es muy limitada en la miel no diluida debido a la baja humedad y a la elevada
osmolaridad, que restringen la movilidad de oxigeno y sustratos; sin embargo, se
reactiva tras la dilucion de la miel, condiciéon que favorece la accién enzimatica. Se ha
observado que a diluciones entre 15 y 50 %, la reacciéon enzimatica se optimiza y se
alcanza el maximo de concentracion de H,0,. A partir de ese punto, diluciones mayores
vuelven a reducir la produccidn, configurando un patrén caracteristico en forma de “U
invertida” (Brudzynski, 2020). Diversos factores afectan la produccién enzimatica de
H,0,, entre ellos: (i) la edad y funcién de las abejas: las nodrizas jovenes secretan
mayores cantidades de GOx que las forrajeras adultas; (ii) el origen floral: el contenido
polinico determina la concentraciéon de catalasa y antioxidantes que modulan la
disponibilidad de H,0;; y (iii) las condiciones de almacenamiento y procesamiento, ya
que el calor, la luz y la exposicion prolongada pueden inactivar la enzima y disminuir

la generacion de H,0, (Brudzynski, 2020).
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Figura 1.6. Generacion de H,0, en miel diluida por glucosa oxidasa (GOx). Oxidacién de $-D-glucosa a 6-
gluconolactona/acido D-glucénico y formacion de H,0,. En presencia de metales, H,0, puede originar
EROS y procesos oxidativos que contribuyen al dafio microbiano. Basado en (Feknous & Boumendjel,
2022; Lehmann et al, 2019).

Cabe destacar que estudios recientes no han encontrado una correlacion clara entre la
concentracion de H,0, y la actividad de GOx o de catalasa (Osés et al., 2024; Strelec et
al., 2018), observandose que la actividad antimicrobiana también depende de factores

no peroéxidos, como los polifenoles, flavonoides, la acidez y la baja actividad de agua.

En este sentido, se ha descrito que las mieles oscuras, con mayor contenido fendlico,
presentan mayor actividad antimicrobiana que las mieles claras (Brudzynski, 2023).
En la via de produccién de H,0, no enzimadtica intervienen principalmente los
compuestos fendlicos de la miel. Diversos flavonoides y acidos fendlicos pueden
experimentar autooxidacién en presencia de oxigeno, liberando electrones que
reducen al O, y generan H,0,. Este fendmeno se potencia en mieles oscuras, ricas en
polifenoles, lo que explica su mayor capacidad antimicrobiana respecto a mieles claras
(Brudzynski, 2023). En particular, compuestos como la quercetina, la pinocembrina y
el acido cafeico han mostrado actividad prooxidante bajo determinadas condiciones,
produciendo H,0, y favoreciendo la generacion de radicales hidroxilo (¢OH) mediante
la reaccion de Fenton (H,0, + Fe?* - OHe + OH- + Fe3+). Estos radicales poseen una
reactividad muy elevada y son capaces de inducir lesiones irreversibles en los distintos

componentes celulares de los microorganismos, incluyendo membranas, proteinas y
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material genético (Khataybeh et al, 2023). La generacion por esta via depende de
diversos factores: el contenido y tipo de polifenoles, la presencia de metales de
transicion (Fe?*, Cu*), el pH y la exposicion a oxigeno. Asi, el sistema no enzimatico
complementa al enzimatico, aportando una fuente alternativa y dindmica de peréxido

de hidrogeno que contribuye a la accién antimicrobiana de la miel (Brudzynski, 2020).

Por lo tanto, la concentracién final de H,0, es el resultado del equilibrio entre su
producciéon por GOx y su degradacion por catalasa, ademas de la influencia de
compuestos antioxidantes como el acido ascérbico o de polifenoles (Brudzynski,

2020).

1.4.2.4 Metilglioxal

El metilglioxal (MGO) se origina principalmente de la deshidratacion no enzimatica de
la dihidroxiacetona derivada del néctar del arbusto Leptospermum scoparium
(Manuka). El MGO (CH3-CO-CH=0, C3H402) es un compuesto organico presente en
concentraciones particularmente elevadas en la miel de Manuka, alcanzando valores
cercanos a los 828 mg/kg, mientras que, en otras variedades de miel, la concentracién
de este compuesto es considerablemente mas bajas, en torno a los 24 mg/kg (Nolan et
al, 2019). La miel de Manuka junto al MGO han sido ampliamente estudiados por sus
propiedades terapéuticas (KaZmierczak-Baranska & Karwowski, 2024; Mokhtar et al.,
2020; Sindi et al., 2019; Johnston et al., 2018; Cokcetin et al., 2016; Visavadia et al,
2008; Lusby et al,, 2005; Cooper et al,, 1999). En este contexto, la miel de Manuka
certificada bajo el sistema UMF® (Unique Manuka Factor) posee especial relevancia,
ya que este sello avalado por la UMF Honey Association de Nueva Zelanda garantiza su
autenticidad, origen botanico y calidad bioactiva. El indice UMF cuantifica la actividad
antimicrobiana no peroéxidica caracteristica de la miel de Manuka y se correlaciona con
la presencia de compuestos marcadores como metilglioxal (MGO), dihidroxiacetona
(DHA) y leptosperina. Asi, niveles elevados como UMF 20+ indican una concentracion
sustancialmente mayor de estos componentes, lo que se asocia con una potencia
antibacteriana superior y convierte a este tipo de miel en un modelo de referencia para
investigaciones sobre bioproductos antimicrobianos naturales (Girma et al, 2019;

Gruznov et al., 2024)
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El MGO es capaz de alterar la morfologia de las bacterias, interferir con su division
celular, despolarizar sus membranas y favorecer la lisis celular, ademas de inhibir la

formacidén de biofilms (Combarros-Fuertes et al., 2020; Nolan et al., 2019).

Estudios in vitro han demostrado que la miel de Manuka, gracias a su alta concentraciéon
de MGO es activa frente a un amplio nimero de patégenos, como S. aureus resistente a
meticilina (MRSA), E. faecium resistente a vancomicina, P. aeruginosa resistente a
ciprofloxacina, E. coli en cepas productoras de (-lactamasas, Salmonella enterica,
Streptococcus pyogenes y C. albicans (Kwakman et al, 2010; Visavadia et al,, 2008 ;
French et al.,, 2005; Lusby et al,, 2005).

1.5. Bioaccesibilidad y digestibilidad in vitro

A pesar de la abundancia y diversidad de compuestos bioactivos presentes en la miel,
existen pocos reportes que analicen cémo la digestion afecta su estabilidad y
funcionalidad. Entre estas aproximaciones, los ensayos de digestién simulada in vitro
constituyen una herramienta tutil para estimar en qué medida compuestos bioactivos
mantienen su estabilidad tras el proceso digestivo. Si bien la aplicacion de este tipo de
estudios en mieles es incipiente, aportan informacién valiosa sobre la bioaccesibilidad
y la biodisponibilidad de dichos compuestos, al permitir evaluar si logran liberarse de
la matriz alimentaria, resistir las condiciones gastrointestinales y alcanzar la
circulacién sistémica, donde podrian ejercer efectos beneficiosos en el organismo

(Alevia, et al.,, 2021; Alcoléa et al., 2024).
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1.6. Aplicaciones antimicrobianas de mieles y productos

derivados

A pesar de la creciente evidencia cientifica, el potencial de la miel como agente
terapéutico sigue siendo subestimado en el ambito clinico y farmacolégico, en parte
porque aun es necesario identificar compuestos activos con mecanismos de accion bien
definidos que respalden su desarrollo como producto biolégico antimicrobiano, y la
inclusién de estudios clinicos en humanos (Brudzynski, 2021; Xie & Coghi, 2025). No
obstante, cuando dicha validacion cientifica se ha alcanzado, ha permitido el desarrollo
comercial de mieles diferenciales o productos derivados, que constituyen ejemplos
destacados de éxito tanto en términos econémicos como de posicionamiento en el

mercado.

En el mercado internacional existen diversas mieles y formulaciones de grado médico,
cuya eficacia antimicrobiana ha sido documentada, consolidando su aplicacién en el
ambito clinico. Un ejemplo es Medihoney®, derivada de la miel de Manuka, cuya
actividad se asocia principalmente al metilglioxal. Otro caso es Revamil®, producida
en los Paises Bajos a partir de miel producida bajo condiciones controladas en
invernaderos, basa su accidn en la produccidn de peroxido de hidrégeno y defensina-1
(Carter et al, 2016; Kwakman et al., 2011). Por su parte, L-Mesitran®, también de
origen neerlandés, corresponde a una formulacién tdpica enriquecida con vitaminas,
lanolina y polietilenglicol con amplio espectro antimicrobiano, eficacia antibiofilm y
mejor tolerancia en la cicatrizacion que productos basados en plata o en miel de

Manuka (Pleeging et al., 2020).

La aplicacion directa de estos productos sobre heridas y quemaduras ha mostrado
resultados positivos: aceleracién de la cicatrizacion, disminucion del dolor, reduccién
de la formacion de cicatrices y eliminacién de infecciones resistentes a antibidticos
(Pleeging et al.,, 2020; Mokhtar et al., 2020; Carter et al., 2016; Visavadia et al., 2008;
Molan, 2006).

Mas alla de estas formulaciones especificas, numerosas mieles naturales de distinto
origen geografico también han demostrado propiedades antimicrobianas relevantes.
La miel de Ulmo (Eucryphia cordifolia, Chile) present6 una actividad superior a la de

Manuka frente a aislamientos clinicos de MRSA, atribuida a su elevado contenido de
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perdxido de hidrogeno (Sherlock et al., 2010). Resultados similares se han registrado
en mieles de Canada, en mieles de trébol dulce, arandano y trigo sarraceno (Brudzynski
& Lannigan, 2012). En Arabia Saudita, la miel de Sumra mostré actividad frente a
bacterias multirresistentes, efectos antifingicos y antibiofilm vinculados a su
composicion fitoquimica (Bazaid et al.,, 2022). De manera similar, mieles de Rumania
evidenciaron eficacia frente a S. aureus, E. coli y K. pneumoniae, asociada a su origen

floral y contenido fenoélico (Hulea et al.,, 2022).

Estos antecedentes ponen de manifiesto que, si bien ciertas mieles se han consolidado
como modelos terapéuticos, la investigacidn sobre mieles naturales de diferentes
regiones abre la posibilidad de valorizar sus propiedades bioactivas y proyectarlas
hacia posibles aplicaciones biomédicas, contribuyendo al mismo tiempo a su

diferenciacién tanto en los mercados internacionales como en el mercado interno.

1.7. Clasificacion, trazabilidad y perspectivas de valorizacion de

la miel en Uruguay

Como se mencion6 anteriormente, segun el Reglamento Bromatol6gico Nacional (RBN,
2022), las mieles se clasifican en florales -incluyendo variedades monoflorales con
caracteristicas especificas- y de mielada, diferenciandose entre si por su origen,
composicion fisicoquimica y propiedades sensoriales. No obstante, en Uruguay no
existe una normativa que establezca un umbral minimo de polen para clasificar una
miel como monofloral. En cambio, la legislacién de Argentina en las Resoluciones
1051/94y 274 /95 considera una miel monofloral cuando mas del 45 % del contenido
polinico corresponde a una unica especie vegetal predominante (INTA, 2019). Por su
parte, la Uniéon Europea no fija un porcentaje unico, pero establece que la
denominacién botanica debe estar respaldada por andlisis melisopalinolégicos y

sensoriales que acrediten el origen floral predominante (Beckh & Camps, 2009).

La clasificacion de la miel tiene implicancias tanto comerciales como normativas,
especialmente en lo que respecta a la exportacion. En Uruguay, la miel destinada a
mercados internacionales debe ser procesada en salas de extraccion habilitadas por el
Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca (MGAP), conforme a lo dispuesto en el

Decreto 29/006 (IMPO, 2006).
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Para asegurar la calidad y seguridad del producto en cada etapa, se exige el
cumplimiento de las Buenas Practicas de Manufactura (BPM) y de los Procedimientos
Operativos Estandarizados de Saneamiento (POES), establecidos en la Resolucion
469/010, en conformidad con lo dispuesto por el Decreto 371/2013 que regula el
Sistema Nacional de Trazabilidad de Productos Apicolas (SINATPA) (MGAP, 2010;
IMPO, 2013). Este sistema, creado por la Ley de Presupuesto de 2010, permite la
trazabilidad del producto desde el apiario hasta su comercializacién, posibilitando una
gestion eficaz de los riesgos en toda la cadena agroalimentaria. Ademas, constituye un
referente en América Latina para alcanzar objetivos de trazabilidad, circularidad y

reduccion de emisiones (Freeman et al.,, 2022; Pereyra, 2024).

La apicultura uruguaya se orienta principalmente a la exportacion, dado el reducido
consumo interno. En 2020, la disponibilidad aparente per capita fue de 0,77 kg de
miel/habitante/afio de 11.811 toneladas producidas, lo que evidencia un consumo
marginal en relacién con la produccién nacional (MGAP, 2021). Este comportamiento
se asocia a factores culturales y de habitos alimenticios que posicionan a la miel como
un producto de consumo ocasional. En este contexto, la comercializacién local se
canaliza principalmente a través de ventas directas de apicultores y de segmentos
especificos del mercado, registrando en 2025 precios de entre 280 y 350 $U/kg de
producto envasado (Pereyra, 2024).

En el mercado internacional, la miel uruguaya se comercializa principalmente a granel
y ha enfrentado en los ultimos afios una marcada presidn a la baja en los precios. En
2023, el valor promedio para los principales paises exportadores fue de USD 2,38/Kg,
lo que representa una disminuciéon del 16% respecto al afio anterior (DIGEGRA, 2021).
En el caso de Uruguay, las exportaciones alcanzaron 7.514 toneladas en 2023, con un
precio promedio de USD 2,45 /Kg, equivalente a una caida del 30% en comparacién con
2022. Durante el periodo enero-octubre de 2024, si bien el volumen exportado
aumento a 11.298 toneladas, el precio promedio continué descendiendo, situdndose en

USD 2,28/Kg (Pereyra, 2024).

En contraste, Nueva Zelanda, con una produccién similar a nuestro pais de 12.274
toneladas, comercializa sus mieles a un valor promedio de USD 20,43 por kg (Trade
Map, 2024), este posicionamiento se explica en gran medida por la valorizacién de la

miel de Manuka. Este caso demuestra que la diferenciacion basada en el origen
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botanico y la evidencia de propiedades especificas constituyen un factor clave para

incrementar la competitividad de la miel en el mercado.

1.8. Laregion de Montes del Queguay como area de interés
apicola

Segin SINATPA se registran en Paysandi aproximadamente 69.000 colmenas, con
fuerte presencia de productores familiares que practican la apicultura como actividad

complementaria (Pereyra, 2024 ; Ministerio de Ambiente, 2022; Filardo & Rossi, 2020).

La region de Montes del Queguay se ubica en el departamento de Paysandd, formando
parte del Corredor Bioldgico del Queguay, un area reconocida por su alta biodiversidad.
Esta zona comprende una planicie de inundacién en la confluencia de los rios Queguay
Grande y Queguay Chico, con ecosistemas interconectados como albardones, islas,
bafiados, lagunas y humedales, ademas de uno de los macizos de bosque nativo mas
extensos y mejor conservados del pais (Ministerio de Ambiente, 2022; Filardo & Rossi,

2020).

La heterogeneidad ambiental favorece una flora diversa, incluyendo especies del
bosque riberefio, monte de quebrada y bosque parque. Esta configuracién otorga a la
zona un alto valor ecoldgico y productivo, por su contribucién a la conservacion de
servicios ecosistémicos como la regulacién hidrica, la captura de carbono y el

mantenimiento de la biodiversidad (Ministerio de Ambiente, 2022).

En 2014, el area fue incorporada al Sistema Nacional de Areas Naturales Protegidas
bajo la categoria “Area Protegida con Recursos Manejados” (Decreto N.2 343/014), en
atencion a sus condiciones naturales relevantes, su grado de naturalidad y la presencia
de especies prioritarias para la conservacion. Entre las disposiciones se incluyen
medidas de proteccion de la vegetacidn nativa, limitaciéon de actividades extractivas y

fomento de practicas productivas sostenibles, como la apicultura (IMPO, 2014).

La combinacién de estas condiciones, sumada a la baja presién antrépica, confiere a la
region un alto potencial para la producciéon de mieles con identidad territorial y
atributos diferenciales, como posibles propiedades antimicrobianas. En este marco, se
plantea como hipdtesis que las mieles de Montes del Queguay, por provenir de un

ambiente con predominio de flora nativa, presentan un perfil botanico y fisicoquimico
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particular asociado a actividad antimicrobiana y a la capacidad de inhibir la formacién

de biofilm, constituyendo un atributo diferencial con potencial para su valorizacion.

2.0bjetivos de la tesis

2.1. Objetivo general:

Esta tesis tiene como objetivo general contribuir en la diferenciacion y valorizacion de
mieles de Montes del Queguay, Paysand, a través de la caracterizacion de sus posibles

propiedades antimicrobianas.

2.2. Objetivos especificos:

e Estudiar el origen botanico de las mieles de la region Montes del Queguay.

e Evaluar parametros fisicoquimicos y compuestos bioactivos de las mieles de esta

zona.
e Estudiar la potencial actividad antimicrobiana y antibiofilm de las mieles.

e Analizar posibles correlaciones entre los pardmetros evaluados y la actividad
antimicrobiana, con el fin de identificar caracteristicas distintivas de las mieles de
esta region.

e Explorar el impacto de la simulacion digestiva in vitro de las mieles sobre su

bioactividad.
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3.Metodologia

3.1. Obtencion de muestras

Se tomaron muestras de mieles en los afios 2022, 2023 y 2024 en la regidon de Montes
del Queguay, Paysandu, a partir de apiarios registrados en el SINATPA (Registro
Nacional de Propietarios de Colmenas), de apicultores con probada capacidad técnica.
Las muestras corresponden a las cosechas realizadas durante el verano. En esta
estacion se colecta miel proveniente del abundante flujo de néctar y polen producido
por la mayor floraciéon del monte nativo en primavera. Las muestras colectadas fueron

georreferenciadas e identificadas segun el apiario de origen y el afio de cosecha.

El procedimiento de muestreo se llevd a cabo siguiendo las indicaciones
proporcionadas por técnicos del Instituto Nacional de Investigacién Agropecuaria
(INIA). En cada apiario se seleccionaron tres colmenas de manera representativa: una
ubicada en cada extremo y otra en la zona central del apiario. La miel fue extraida
directamente de los marcos y recolectada en envases plasticos nuevos, aptos para
almacenamiento de miel. Para evitar contaminacién cruzada y conservar la identidad
geografica de cada muestra, luego de la recoleccion, se permitio la separacidon natural
de impurezas (cera, restos de abejas y otros materiales sélidos) mediante
sedimentacién, y estas fueron retiradas cuidadosamente con espatula. Las tres
fracciones individuales fueron mezcladas para conformar una muestra compuesta,
considerada representativa del sitio de origen. Las muestras fueron conservadas en

condiciones de oscuridad a temperatura ambiente hasta su posterior analisis.

3.2. Estudio de contenido polinico

El analisis del contenido polinico se realiz6 segun el método de Loveaux et al, (1970).
La miel se disolvi6 en agua para liberar los granos de polen, luego la solucion fue
centrifugada y el sedimento obtenido se sometio a acetdlisis con el objetivo de eliminar
el material organico y dejar visible la exina, la capa mas externa del polen. Luego de una
nueva centrifugacion y lavado, el sedimento se montd en gelatina-glicerina sobre
portaobjetos. Las observaciones se realizaron al microscopio (aumentos de 40X y 100X
en casos particulares). Se contaron hasta 1200 granos de polen por muestra, o hasta

estabilizar la curva de aparicién de especies. Los analisis melisopalinoldgicos fueron
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realizados por la Lic, Gloria Daners en el Instituto de Ciencias Geoldgicas (Facultad de

Ciencias, Universidad de la Republica).

3.3. Evaluacion de caracteristicas fisicoquimicas y compuestos

bioactivos

3.3.1 Determinacion de parametros fisicoquimicos

Los parametros fisicoquimicos fueron determinados en el Laboratorio ApiUTEC
(Laboratorio de Tecnologia de la Miel y Productos Apicolas) (UTEC), siguiendo los
métodos estandarizados de la International Honey Commission (IHC) (Bogdanov,

2009) y validados en el Codex Alimentarius.

El pH y la acidez libre se determinaron disolviendo 10 g de miel en 75 mL de agua
destilada, midiendo el pH con un medidor Hanna HI 5521 (Hanna Instruments, USA) y
titulando con NaOH 0,1 N hasta alcanzar un pH de 8,3.

La conductividad eléctrica se determin6 a 20 °C en una solucion de miel al 20% (p/v),
preparada en agua destilada y ajustada a base seca, utilizando el instrumento HANNA

HI5521. Los resultados fueron expresados en uS/cm.

El porcentaje de humedad se obtuvo midiendo el indice de refraccién de las muestras
a 20 °C con un refractémetro ABBE 5 convirtiendo la lectura en contenido de agua
(g/100 g de miel) segun la tabla de conversion "Relacién entre el contenido de agua de

la miel y el indice de refraccion” (Chataway, 1932).

La concentracion de hidroximetilfurfural (HMF) se determiné mediante el método de
White, empleando un espectrofotometro Thermo Scientific Genesys 150. La medicion
se bas6 en la absorbancia del HMF a 284 nm, con correccién por interferencias a 336
nm, comparando la absorbancia de una solucién acuosa clara de miel antes y después
de la adicién de bisulfito de sodio al 0,1% (p/v), el cual elimina el grupo croméforo del
HMF. Los resultados fueron expresados en mg de HMF/100 g de miel, calculados a

partir de la diferencia de absorbancias y un factor de conversion estandarizado:
HMF (mg/100 g de miel) = (Abs 284 - Abs 336) * Factor * 5/ g muestra

Factor = 14,97
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Por otro lado, el color de las mieles fue determinado mediante un colorimetro para miel
HANNA HI 96785 (Hanna Instruments, USA). Los valores obtenidos se expresaron en
milimetros en la escala Pfund (mm Pfund), conforme a la clasificacién de color
establecida por el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA) y

adoptada por la normativa Codex Alimentarius.

Los andlisis fisicoquimicos se realizaron en todas las muestras luego de tiempos de
conservacion comparables de postcosecha. Todas las determinaciones se realizaron

por triplicado.

3.3.2  Determinacién de compuestos fenolicos totales

El contenido de fenoles totales (TPC) se determin6 segin el método descrito por
Sancho et al. (2016), basado en el reactivo de Folin-Ciocalteu. Este ensayo redox se basa
en la oxidacion de los grupos hidroxilo de los compuestos fen6licos mientras el reactivo
de Folin-Ciocalteu (siendo éste una mezcla de fosfomolibdato y fosfotungstato) se
reduce, generando un cambio de color de amarillo a azul cuya intensidad es
proporcional a la concentracion de compuestos fendlicos en la muestra. Para la
determinacion, se mezclaron 0,5 mL de la muestra (100 mg/mL) con 2,5 mL de reactivo
de Folin-Ciocalteu (0,2 N-Merck, Alemania). Luego de cinco minutos, se afiadieron 2 mL
de una solucidn de carbonato de sodio al 7,5% (p/v), y las mezclas se mantuvieron en
oscuridad a temperatura ambiente durante 2 horas. Finalmente, la absorbancia se
midié a 760 nm utilizando un espectrofotometro Thermo Scientific Genesys 150. Los
resultados se expresaron como mg acido galico/ 100 g de miel (Merck, Alemania)
utilizando una curva de calibracién (0 - 100 mg/L) y como referencia se utilizé una

muestra de miel de Manuka 20+ UMF.

Cabe sefialar que este reactivo no presenta especificidad exclusiva por compuestos
fenolicos, ya que otras sustancias con capacidad reductora, como los azucares
reductores y algunos aminoacidos presentes en la miel, también pueden reaccionar; tal

como describen Lawag et al. (2023) y Ky et al. (2014).

3.3.3 Cuantificacion de perdxido de hidrogeno

El contenido de H,0, se determiné de acuerdo al protocolo del kit Amplex™ Red
(Thermo Fisher Scientific, Amplex™ Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase Assay Kit), el

cual se basa en la oxidacion de 10-acetil-3,7-dihidroxifenoxazina, catalizada por la

28



peroxidasa de rabano picante (horseradish peroxidase, HRP) en presencia de H,O0,.
Esta reaccion produce resorufina, un fluoréforo rojo, cuya formacion es directamente

proporcional a la concentraciéon de H,0,, en una relaciéon estequiométrica 1:1.

Para cuantificar H202 las muestras de miel fueron previamente disueltas en buffer
fosfato 1X (pH 7,4). Las diluciones de las muestras se realizaron inmediatamente antes
del inicio del ensayo, con el fin de minimizar posibles pérdidas del analito. Se evaluaron
dos concentraciones de muestra: 40% y 25% (p/v). Se trabajé con una curva de
calibracién en el rango de 0 a 3,5 mM de H,0,. Ademas, se incluyd en el andlisis una

muestra de miel de Manuka con clasificaciéon 20+ UMF.

Las mediciones de fluorescencia se realizaron en un lector de placas Varioskan™ Lux
(Thermo Fisher Scientific), empleando un filtro de 530 nm para excitaciéon y 590 nm
para emision, parametros recomendados por el fabricante, para los que declara el
limite de deteccién 50 nM de H202 a pH 7,4. Si bien el protocolo del kit indica realizar
la lectura a los 30 minutos de incubaciéon (TO), en este estudio se incorporaron
mediciones adicionales a las 4 y 6 horas (T1 y T2) con el objetivo de evaluar la
estabilidad de H,0, en las muestras. Todas las reacciones se llevaron a cabo en ausencia

de luz directa, debido a la fotosensibilidad del reactivo Amplex Red.

3.3.4 Analisis estadistico

Las determinaciones fisicoquimicas (pH, acidez, HMF, color y conductividad eléctrica),
asi como los contenidos de compuestos fendlicos totales y H,0,, se realizaron por
triplicado y sus resultados se expresaron como media *+ desviacion estandar. Para estos
datos, se aplicé un analisis de varianza (ANOVA) de una via, previa comprobacion
homogeneidad de varianzas (prueba de Levene). La comparacidn de medias se realizo

mediante la prueba de Tukey, con un nivel de significancia de p < 0,05.

Con el fin de explorar patrones de similitud o diferenciacion entre las muestras se aplicaron
herramientas de analisis multivariado en RStudio (R-4.4.0). Mediante un anélisis de clusters
jerarquicos, utilizando la distancia euclidiana como medida de similitud y el método de
Ward.D, se agruparon las muestras de acuerdo con su composicion polinica. Asimismo, se
realizd un analisis de componentes principales (PCA) considerando los pardmetros

fisicoquimicos.
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Para las concentraciones iniciales de H,0, (T0), se compararon los diferentes grupos
de miel definidos por su origen botanico mediante diagramas de caja (boxplots)
generados en RStudio (R-4.4.0). En estos graficos, la linea central corresponde a la
mediana, los bordes de la caja al primer y tercer cuartil (Q1 y Q3) y el rango
intercuartilico (IQR = Q3-Q1). Los bigotes se extendieron hasta el valor minimo y
maximo dentro de 1,5xIQR, y los valores atipicos se representaron como puntos
individuales. Dado que no se cumplié el supuesto de homogeneidad de varianzas, las
diferencias entre grupos se evaluaron por separado para cada concentracion de miel
(25 % y 40 % p/v) mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, seguida de

comparaciones multiples post hoc de Dunn con ajuste de Holm.

3.4. Actividad antimicrobiana

Los ensayos se realizaron en el Laboratorio de Biotecnologia - Area de Microbiologia

de la Facultad de Quimica (UDELAR).

Se trabajo con los siguientes microorganismos depositados y conservados a -80 2C en
la coleccién de cepas de la Catedra de Microbiologia: Staphylococcus aureus (ATCC
6538P), Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15422),
Candida albicans (ATCC 101231) y Aspergillus brasiliensis (ATCC 16404).

La actividad antimicrobiana se evaluo6 en diferentes momentos segun el afio de cosecha.
En particular, las muestras correspondiste a 2022 fueron evaluadas tras un periodo de
almacenamiento aproximadamente un afio mayor que el de las muestras de 2023 y

2024.

3.4.1 Preparacion de las suspensiones

A partir de cultivos frescos de las cepas a utilizar, crecidos en medio nutriente (Nutrient
Agar, OXOID, para bacterias; Potato Dextrose Agar, 0XOID, para hongos), se prepararon
las suspensiones correspondientes. Las bacterias y levaduras fueron incubadas a 37 °C
durante 24 horas y A. brasiliensis a 28 °C durante 96 horas. Las suspensiones obtenidas
fueron las siguientes:
e Bacterias: 1,5x108 células/mL (escala McFarland N°0,5) en solucién salina
fisioldgica
e Levaduras: 1,5x10° células/mL (escala McFarland N°0,5) en su solucidn salina
fisioldgica
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¢ Hongos filamentosos: 1x104 esporas/mL (recuento en camara de Neubauer) en
solucion salina fisiol6gica con Tween 20
Las muestras de mieles a estudiar en esta tesis, junto a la miel de Manuka, fueron
disueltas en agua destilada estéril precalentada a 35°C, con el fin de facilitar su
homogenizacién sin afectar sus propiedades obteniéndose una concentracion inicial de
80% (p/v). Todas las diluciones de mieles, asi como las suspensiones de
microorganismos, se prepararon y utilizaron el mismo dia en que se realizaron los

€nsayos.

3.4.2 Determinacion de la Concentraciéon Minima Inhibitoria

La Concentracion Minima Inhibitoria se determin6é de acuerdo con el método
estandarizado del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2017) mediante la
técnica de microdilucién en caldo en placas de 96 pocillos (NEST- 701011) como se
muestra en la Figura 3.1. A partir de una suspensién de miel al 80% (p/v), se realizaron
diluciones seriadas para obtener concentraciones finales de 53,3; 26,7; 13,3; 6,7; 3,3 y
1,7% (p/v), en caldo Mueller Hinton (MHB - HIMEDIA®), por duplicado para cada
muestra. Posteriormente, se afiadieron 20 pL de suspensiéon microbiana (descrita en
3.4.1). Se incluyeron controles de esterilidad, que contenian s6lo medio de cultivo
estéril, y controles de crecimiento, que contenian medio de cultivo con la suspension
microbiana. La MIC se definié como la concentracion minima de miel capaz de inhibir
el crecimiento visible de los microorganismos tras 24 horas de incubacién a 37 °C para

las bacterias y levaduras y 48 -72 horas a 28 °C para los hongos filamentosos.

3.4.3 Determinacion de la Concentracion Minima Microbicida

La Concentracion Minima Microbicida se determiné a partir de los caldos empleados
en la prueba de MIC, se subcultivaron en placas de agar nutriente (Nutrient Agar,
OXOID, para bacterias) y agar dextrosa de papa (Potato Dextrose Agar, OXOID, para
hongos). Las placas se incubaron a 37°C durante 24 horas y posteriormente se estimo
el nimero de células viables mediante el recuento de unidades formadoras de colonias
(UFC) (Figura 2.1). La MMC se definié como la concentracion minima de miel capaz de
eliminar el 99,9% del in6culo inicial, siguiendo el procedimiento reportado por Estevez

etal (2021).
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Figura 3.1. Representacion grafica con imagenes de ensayos antimicrobianos: MIC y MMC.

3.4.4  Evaluacién del potencial antimicrobiano de compuestos

volatiles

La evaluacidén de la actividad antimicrobiana de los compuestos volatiles presentes en
las mieles se realiz6 mediante el método de volatilizacidon en disco, segin lo descrito
por Nedorostova et al. (2009). Se impregnaron discos (Whatman®) con 100 pL de miel
80y 50% (p/v) y se colocaron en la base de placas estériles (Petri 50x15 mm). En otra
base de placa de Petri con Agar Nutriente (para bacterias) o Agar Dextrosa de Papa
(para levaduras), se sembraron en superficie 20 pL. de una suspensiéon microbiana
ajustada a 1x10° UFC/mL. Se enfrentaron las dos bases de placas y se sellaron con
Parafilm (PARAFILM® M) (Figura 3.2). Las placas se incubaron a 37°Cy se evalu6 a las
24 y 48 horas. Se realizaron duplicados de cada muestra a cada concentracién y para
cada microorganismo. Se incluyeron controles de crecimiento (medio con la
suspensién microbiana y disco con agua estéril). Se comparé el crecimiento

microbiano en los sistemas con discos con mieles con los sistemas control (discos con

agua estéril).
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Figura 3.2. Representacion del procedimiento para evaluar actividad antimicrobiana de volatiles

3.4.5 Evaluacion de la capacidad de inhibicién de la formaciéon de

biofilms

La capacidad de inhibir los biofilms producidos por S. aureus ATCC 6538P y P
aeruginosa ATCC 15422 por mieles seleccionadas, se evaludé utilizando el método de
microdilucion en placa, basado en la metodologia descrita por Raffaelli et al. (2022). Se
seleccionaron muestras de mieles representativas de diferentes cosechas, priorizando
aquellas que presentaron los resultados mas relevantes en la determinaciéon de MIC y
MMC frente a estas bacterias. Ademas, se utilizé la miel de Manuka como referencia y

controles sobre P. aeruginosa de H202de 1, 2 y 3 mM.

La evaluacién se realiz6 en una placa de 96 pocillos (NEST-701011), en la que se
prepararon diluciones seriadas de una suspensiéon de miel al 80% (p/v), para obtener
concentraciones finales de 53,3; 26,7; 13,3 y 6,7 % (p/v) en caldo nutriente (OXOID).
En cada pocillo se afiadieron 20 uL de una suspensién bacteriana ajustada a 1x103
células/mL. Se incluyeron controles de esterilidad (caldo nutriente estéril) y controles
de crecimiento (caldo nutriente con suspensién bacteriana, sin tratamiento) para
evaluar el biofilm basal. La placa se incubé a 37 °C durante 24 horas, tras lo cual se

eliminoé el sobrenadante y los pocillos se lavaron con agua destilada. Posteriormente,
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se secaron a 50°C por 40 minutos. Las células adheridas se tifieron con cristal violeta
al 1%, y la tincion retenida se resuspendié en etanol: acetona (70:30). La absorbancia
de la solucién se midié a 590 nm (ThermoLabsystems - Multisakn RC). Para calcular el
porcentaje de inhibicion en la formacion del biofilm, se corrigieron las absorbancias del
tratamiento con el valor del control de esterilidad y los resultados se expresaron como

porcentaje en comparacién con el control basal.
%Inhibicién = 100 - (100 * Abscorregida/Absbasal)

Abscorregida = media de absorbancias de tratamiento corregida por control de
esterilidad.

Absbasal = media de absorbancia del control de crecimiento basal.

Ademas, se determind la Concentracién Inhibitoria de Biofilm Minima (CIBM), definida
como la menor concentraciéon de miel capaz de inhibir = 90 % de la formaciéon de

biofilm bacteriano en las condiciones ensayadas (Estevez et al.,2022).

3.4.6 Analisis estadistico

Los ensayos de concentraciéon inhibitoria minima (MIC), concentracién microbicida
minima (MMC) y volatilidad se llevaron a cabo al menos por duplicado, expresando

como resultado el valor modal, de acuerdo con lo reportado por Melhem et al. (2022).

Para los ensayos de inhibicién de la formacién de biofilms, realizados por cuatriplicado,
se analiz6 medianteANOVA de una via, con verificacion previa de homogeneidad de

varianzas (Levene), seguido por la prueba de Tukey (p < 0,05).

Con el objetivo de explorar la relacion entre la actividad antimicrobiana y la
composicion del polen y/o el afio de cosecha se utilizé el método de de particion
recursiva (Partition Analysis), utilizando el software estadistico JMP versién 8. Los
resultados de actividad antimicrobiana se analizaron como valores individuales con
respuesta binaria (efecto/no efecto), obtenidos a una concentracion fija de miel: 26,7%
(p/v) para bacterias 'y 53,3% (p/v) para C. albicans. La respuesta binaria fue codificada

numéricamente como 0 (sin efecto) y 1 (con efecto).

Adicionalmente, mediante el software estadistico R (version R-4.4.0) y la interfase
Rstudio, se gener6 un mapa de calor de correlaciones (correlation heatmap o corrplot)

basado en los resultados de parametros fisicoquimicos y quimicos (pH, acidez, H,0,,
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fenoles), actividad antimicrobiana y de inhibicion de biofilm frente a S. aureus y P.
aeruginosa, correspondientes a 15 muestras de miel. Para este analisis exploratorio se
incluyeron para actividad antimicrobiana frente a células plancténicas, los valores
individuales de respuesta binaria descritos anteriormente para las concentraciones de

miel seleccionadas, definiéndolas como IC (efecto inhibitorio) y MC (efecto cida).

3.5. Evaluacion de la simulacion de digestion gastrointestinal in

vitro en mieles

Los estudios de simulacidon digestiva se realizaron en el marco de la pasantia de
investigacion asociada a la presente tesis, en el Laboratorio de Bioactividad y
Nanotecnologia de Alimentos del Departamento de Ciencia y Tecnologia de Alimentos
(Facultad de Quimica). Para ello se trabajé con las 14 muestras de miel
correspondientes al afio 2024. Cada simulacién se realizé por duplicado para asegurar

la reproducibilidad de los resultados.

3.5.1  Metodologia de la simulacion gastrointestinal in vitro

La simulacidn de la digestion gastrointestinal in vitro se realiz6 siguiendo el protocolo
estandarizado INFOGEST con algunas modificaciones (Brodkorb et al., 2019; Rodriguez

el al,, 2025), como se muestra en la Figura 3.3.

Inicialmente, se pesaron 2,5 gramos de cada muestra de miel, las cuales se diluyeron en
una proporcidén 1:1 (p/v) con un fluido salival simulado compuesto por una mezcla de
electrolitos (KCI, KH,PO,, NaHCO3, MgCl,-6H,0, (NH4),CO3, HCIl, CaCl,-2H,0). En esta
fase se afladié a-amilasa salival humana (75 U/mL) para emular la principal actividad
enzimatica de la cavidad oral. Las mezclas se incubaron a 37 °C en un bafo de agua con

agitacion durante 2 minutos.

Posteriormente, para simular la fase gastrica, a las muestras tratadas con el fluido
salival se les anadié fluido gastrico simulado en una proporciéon 1:1 (v/v), el cual
contenia pepsina porcina (2,000 U/mL), lipasa pancreatica porcina (60 U/mL) y una
solucién de electrolitos similar a la del fluido salival. El pH de las muestras se ajusté a
3,y se incubaron en un bafio de agua con agitaciéon a 37 °C durante 2 horas. En la fase
intestinal, las muestras gastricas fueron mezcladas con fluido intestinal simulado en

proporcion 1:1 (v/v). Este fluido contenia pancreatina (100 U/mL), mezcla con sales
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biliares, ajustado a un pH de 7. Nuevamente, las muestras fueron incubadas a 37 °C con
agitacion durante 2 horas. Finalmente, se inactivaron las enzimas mediante
calentamiento en un bafo de agua a 90 °C durante 10 minutos. Las muestras fueron
centrifugadas a 9.000 rpm por 10 minutos a 4 °C para separar la fraccién soluble
(fraccién bioaccesible) e insoluble (fraccién colénica). Posteriormente fueron

almacenadas a -20 °C hasta su analisis.

1, -
1- Fase oral 2- Fase gastrica
fluido salival simulado Fluido gastrico simulado
a-amilasa pepsina, lipasa
2 min, 372C 2 hs, 372C
—_— 5 2
3- Fase intestino delgado
) - Fluido intestinal simulado
: pancreatina
2 hs, 37°C

Fraccion bioaccesible Centrifugacion

Fraccion coldnica

Figura 3.3. Representacion grafica de protocolo INFOGEST
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3.5.2 Determinacion de compuestos fendlicos totales de fracciones
bioaccesibles

La determinacién de TPC de las fracciones obtenidas tras la simulacién digestiva in
vitro, se realizé siguiendo el mismo procedimiento descrito previamente para las
muestras de miel (seccién 3.3.2), basado en el método de Folin-Ciocalteu (Sancho et al.
2016). Para su cuantificacion, las fracciones fueron previamente diluidas en una
proporcién 1:100 con agua destilada. Las medidas se realizaron por triplicado.
Posteriormente, se comprobd los supuestos de normalidad y homogeneidad de
varianzas (Shapiro-Wilk y Levene) para aplicar ANOVA y comparacidon de medias por

test de Tukey, con un nivel de significancia de p < 0,05.

3.5.3 Actividad antimicrobiana de fracciones bioaccesibles

Los ensayos de concentracion inhibitoria minima (MIC) y concentracién microbicida
minima (MMC) se realizaron siguiendo el procedimiento descrito en las secciones 3.4.2
y 3.4.3. En este caso, las muestras se utilizaron sin diluir, considerando que su

concentracion se encuentra disminuida debido al proceso de simulacion digestiva.
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4. Resultados

4.1. Muestreo de mieles

En la Figura 4.1 se muestran las georreferencias de los 10 apiarios incluidos en el

estudio, ubicados en la region de Montes del Queguay, perteneciente al Departamento

de Paysandu. Cada punto esta representado con un marcador y una letra (de A a ), que

corresponde al cddigo asignado para la identificacion de las muestras de mieles

recolectadas en cada sitio.

o7
v D
G

Figura 4.1. Ubicaci6n geogréfica de los 10 apiarios, identificados con las letras A a ] pertenecientes a la

region de Montes del Queguay, Paysandu.
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Se recolecté un total de 44 muestras de mieles, correspondientes a tres cosechas

sucesivas, 16 muestras pertenecen a la cosecha del afio 2022, mientras que 14

provienen de la cosecha de 2023 y otras 14 del 2024. La mayoria de las muestras fueron

recolectadas entre los meses de diciembre y febrero, coincidiendo con el periodo

habitual de cosecha apicola.

Sin embargo, tres muestras de la cosecha 2022 (codigos 22-12, 22-F3 y 22-F4) fueron

obtenidas de forma excepcional en el mes de mayo, evidenciando una floracién tardia.

En la tabla 4.1 se detallan todas las muestras recolectadas, indicando su cédigo de

identificacién, ubicacién geografica (A-]), afio de cosecha, productor y zona del apiario.

Tabla 4.1. Identificacion de las muestras de miel

Cédigo Aifio C%(iifo Georreferenciacion Apiario
22-A1 22 A 32°07'36,6"S57°52'56,1"W San Antonio
22-B1 22 B 32°10'21,5"S57°46'20,9"W Las Pampitas
22-B2 22 B 32°10'21,5"S57°46'20,9"W Las Pampitas
22-C1 22 C 32°08'18,3"S57°50'56,8"W Retiro
22-C2 22 C 32°08'18,3"S57°50'56,8"W Retiro
22-D1 22 D 32°11'16,9"S57°32'19,8"W LG Capilla Viejal
22-E1 22 E 32°10'44,1"S57°34'13,5"W LG Capilla Vieja2
22-F1 22 F 32°10'45,0"S57°34'09,1"W LG Capilla Vieja3
22-F2 22 F 32°10'45,0"S57°34'09,1"W LG Capilla Vieja3
22-G1 22 G 32°12'50,8"S57°37'09,6"W Puerto de Bagres
22-H1 22 H 32°10'15,1"S57°35'36,8"W Puerto de Bagres
22-11 22 I 32°10'47,5"S57°34'07,8"W LG Capilla Vieja4
22-12 22 I 32°10'47,5"S57°34'07,8"W LG Capilla Vieja4
22-F3 22 F 32°10'45,0"S57°34'09,1"W LG Capilla Vieja3
22-F4 22 F 32°10'45,0"S57°34'09,1"W LG Capilla Vieja3
22-F5 22 F 32°10'45,0"S57°34'09,1"W LG Capilla Vieja3
23-A1 23 A 32°07'36,6"S57°52'56,1"W San Antonio
23-B1 23 B 32°10'21,5"S57°46'20,9"W Las Pampitas
23-B2 23 B 32°10'21,5"S57°46'20,9"W Las Pampitas
23-B3 23 B 32°10'21,5"S57°46'20,9"W Las Pampitas
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23-D1

23-D2

23-E1

23-E2

23-F1

23-F2

23-G1

23-G2

23-H1

23-H2

23

23

23

23

23

23

23

23

23

23

32°11'16,9"S57°32'19,8"W
32°11'16,9"S57°32'19,8"W
32°10'44,1"S57°34'13,5"W
32°10'44,1"S57°34'13,5"W
32°10'45,0"S57°34'09,1"W
32°10'45,0"S57°34'09,1"W
32°12'50,8"S57°37'09,6"W
32°12'50,8"S57°37'09,6"W
32°10'15,1"S57°35'36,8"W

32°10'15,1"S57°35'36,8"W

LG Capilla Viejal
LG Capilla Viejal
LG Capilla Vieja2
LG Capilla Vieja2
LG Capilla Vieja3
LG Capilla Vieja3
Puerto de Bagres
Puerto de Bagres
Puerto de Bagres

Puerto de Bagres

24-B2
24-B3
24-D1
24-D2
24-E1
24-E2
24-F1
24-F2
24-F6
24-G1
24-H1
24-11
24-12

24-J1

24

24

24

24

24

24

24

24

24

24

24

24

24

24

32°10'21,5"S57°46'20,9"W
32°10'21,5"S57°46'20,9"W
32°11'16,9"S57°32'19,8"W
32°11'16,9"S57°32'19,8"W
32°10'44,1"S57°34'13,5"W
32°10'44,1"S57°34'13,5"W
32°10'45,0"S57°34'09,1"W
32°10'45,0"S57°34'09,1"W
32°10'45,0"S57°34'09,1"W
32°12'50,8"S57°37'09,6"W
32°10'15,1"S57°35'36,8"W
32°10'47,5"S57°34'07,8"W
32°10'47,5"S57°34'07,8"W

32°05'15,3"S58°01'39,4"W

Las Pampitas
Las Pampitas
LG Capilla Viejal
LG Capilla Viejal
LG Capilla Vieja2
LG Capilla Vieja2
LG Capilla Vieja3
LG Capilla Vieja3
LG Capilla Vieja3
Puerto de Bagres
Puerto de Bagres
LG Capilla Vieja4
LG Capilla Vieja4

La Aguada

40



4.2. Estudio de contenido polinico

El muestreo trienal realizado en la regiéon permitié obtener una representacion de las
caracteristicas florales del area de estudio en la temporada de mayor flujo de néctar de
primavera. En las Figuras 4.2 a 4.4y en el Anexo 1 se presentan los resultados, los cuales

ilustran el contenido porcentual de polen en cada muestra por afio.

Con el objetivo de agrupar las muestras segiin su composicion polinica, se realizé un
andlisis multivariado mediante clister con distancia euclidiana como métrica de
similitud y el método de Ward,D, como criterio de agrupamiento. En esta tesis se
denominard como monofloral cuando mas del 45% del contenido polinico
corresponda a una Unica especie vegetal predominante, sin embargo, para Eucalyptus
sp. se consideré un umbral = 70 %, dado que su polen puede presentar sobre-
representaciéon en el espectro polinico. A partir del andlisis del dendrograma
resultante, se identificaron cinco grupos principales en funcién del punto de corte

seleccionado: G1 (Polifloral), G2 (Blepharocalyx salicifolius), G3 (Scutia buxifolia), G4

(Terminalia australis) y G5 (Eucalyptus sp) (Figura 4.5).

22-F5
22-F4
22-F3

22-12

22-11
22-H1
22-G1
22-F2
22-F1
22-E1
22-D1
22-C2
22-C1
22-B2
22-B1
22-A1

Composicion porcentual de polen por muestras: 2022

I R S —— = Eucalyptus spp.

B Trifolium sp.

B Scutia buxifolia

B Blepharocalyx salicifolius

B mBaccharis spp.

B Lotus sp.

B Brassicaceae

B Terminalia australis

B Echium plantagineum

B t-Schinus sp

B Ammi visnaga

B Eryngium spp.

B Myrtaceae

B Rumex sp.

® Papilionoideae

W Sebastiania brasiliensis
Salix sp.
Glycine max
Allophylus edulis
Gleditsia triacanthos
t-Eugenia sp.

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figura 4.2. Cosecha 2022. El contenido polinico de cada muestra se representa en barras
apiladas y en diferentes colores las especies identificadas.
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Composicion porcentual de polen por muestras: 2023
B Eucalyptus spp.
23-E2 | = Trifolium sp.
2361 |, 5c i buxifolia
m Blepharocalyx salicifolius
23-D2 | R m B ccharis spp.
2301 Y | * 111 5P
B Brassicaceae
23-F2 | R & Terminalia australis
23-F1 I M = chium plantagineum
23-112 |
B Ammi visnaga
23-H1 | R, = Eryngium spp.
23-G2 - | | ® Mrtaceae
B Rumex sp.
23-G1 | mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmrmmmm——mER, = Papilionoideae
2353 R | = S¢bastiania brasiliensis
= Salix sp.
R e B
23-B1 | R = Allophylus edlulis
23-41 | S | | Ceditsia triacanthos

t-Eugenia sp.
0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figura 4.3. Cosecha 2023. El contenido polinico de cada muestra se representa en barras apiladas y en
diferentes colores las especies identificadas.

Composicion porcentual de polen por muestra:2024

B Eucalyptus spp.
2471 [ . 7ol .
2411 I = Scutia buxifolia
2i-1 I, ) oo
W Baccharis spp.
24-E2 | mm——— = Lotus sp.
2«51 I, D/ossicaceac
B Terminalia australis
24-12 _ W Echium plantagineum
20 I S | ™ Schinis
B Ammi visnaga
24-Fc I . & i .
2072 I = rtaceac
B Rumex sp.
24-F1 [ = w papitionoideac
24-83 [N = sebastiania brasiliensis
2057 N 111D
Glycine max
24-D2 | V. = Allophylus edulis
2401 | Y o510 triacanthos
t-Eugenia sp.
0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figura 4.4. Cosecha 2024. El contenido polinico de cada muestra se representa en barras apiladas y en
diferentes colores las especies identificadas.
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Aldtura

2 M
- ‘4@“ *
B3 (M)
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Muestras

Figura 4.5. Dendrograma de agrupamiento jerarquico basado en la composicién polinica de las mieles
con imagenes representativas de polen mayoritario. Se identificaron cinco grupos principales,
representados en diferentes colores: celeste (G1 - Poliflorales), anaranjado (G2 - B. salicifolius), verde
claro (G3 - S. buxifolia), rosado (G4 - T asutralis), verde oscuro (G5 - Eucaliptus sp.). Las etiquetas (M)
sefialan aquellas clasificadas como monoflorales.
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4.3. Evaluacion de caracteristicas fisicoquimicas

En la Tabla 4.2 se presentan los resultados de los analisis fisicoquimicos realizados
sobre las 44 muestras de mieles, agrupados en los cinco clisteres en funcién de su
composicion polinica. La conductividad eléctrica (EC) de las muestras varié entre 693,2
y 1321,7 puS/cm, mientras que los valores de acidez libre se ubicaron en un rango de
12,8 a43,1 meq/Kg. El color medido en milimetros en la escala Pfund se encontro entre
73,3y 119,7 mm, lo que permitid clasificar las muestras dentro de la categoria de
ambar. En cuanto al pH, los valores registrados fluctuaron entre 3,84y 5,11, la humedad
entre 15,4y 19,0 g/100 g, y el contenido de hidroximetilfurfural (HMF) entre 18,0 y
66,1 mg/kg.
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Tabla 4.2. Resultados de los andlisis fisicoquimicos de las muestras de miel (n = 44). Se presentan los
valores como media * desviaciéon estdndar (SD). Donde Grupo corresponde a: 1, Polifloral; 2,
B. salicifolius; 3, S. buxifolia; 4, T. asutralis; 5, Eucalyptus sp.

Acidez

Grupo | Muestra | /cEn(i)isn (mi‘g) Ke) (mmlsfoulz;)tsn pH=SD H(ls/:)ligand (m;}gisn
1 | 22-A1 | 6932189 | 34406 1173515 | 3,8420,03 | 166502 | 66104
1 | 22-c1 | 10491227 | 208+23 99,740,6 | 4,0120,03 | 17,0:01 | 35008
1 | 22-c2 | 7819:53 | 221+12 102,7+1,5 | 401£0,03 | 16602 | 32,9+0,8
1 | 22-D1 | 7913+14 | 223+11 1047415 | 4,02£0,02 | 16600 | 27,3+0,6
1 | 22-B1 | 751,7:70 | 336:18 119,7+1,1 | 384+0,02 | 17,8:02 | 287+13
1 | 22-F3 | 8173+18 | 158+04 853:1,1 | 430:0,05 | 166:0,1 | 32110
1 | 22-F5 | 825554 | 165%0,5 90,3+15 | 4,20£0,06 | 17,701 | 46,7+1,2
1 | 231 | 7908:1,0 | 431:37 90,3+0,6 | 471:0,05 | 17,1202 | 248238
1 | 24B2 | 10310610 | 27,6402 83507 | 448:0,01 | 188+0,6 | 44721
1| 2491 | 12337:15 | 27,8:03 111,041,0 | 475:0,06 | 17312 | 26,00,7
2 | 22-B1 | 7435+103 | 27619 96,7:0,6 | 4042001 | 166202 | 33215
2 | 22B2 | 931,649 | 34608 1153+1,5 | 425:0,02 | 17,0:01 | 28,7+0,6
2 | 23-G1 | 11430510 | 28601 733+08 | 503:002 | 158:00 | 19,604
2 | 23F1 | 11310417 | 42817 90,0¢1,1 | 477+0,05 | 186200 | 22,5+1,4
2 | 23F2 | 11667#30 | 36513 783427 | 486:0,12 | 18,6:0,0 | 244+12
2 | 24-B3 | 11583:21 | 32,3:11 91,5+0,7 | 451:0,04 | 17,8t1,2 | 484+15
2 | 24-F1 | 13217231 | 24,1201 83000 | 478:0,01 | 17,7+09 | 22,8+19
2 | 24-F2 | 11913157 | 258+14 82,5¢0,7 | 4,82£003 | 17,6+05 | 234+0,9
2 | 24-F6 | 11950#36 | 26,5:15 83,0£0,0 | 478:0,01 | 185:02 | 22919
2 | 24-E1 | 12400%26 | 24506 90,5:0,7 | 4,82:0,05 | 17,609 | 23210
2 | 24-E2 | 1232351 | 23709 86,5:0,7 | 475:0,03 | 17,7:03 | 24307
2 | 24-G1 | 12353%21 | 19,104 88,5:0,7 | 5112001 | 186204 | 23113
2 | 24-H1 | 11377515 | 29905 82,0£00 | 450£0,03 | 18704 | 18,0+0,7
3| 22F1 | 9231#1,6 | 14809 737406 | 454:0,10 | 16,6:01 | 25005
3| 22F2 | 9234439 | 14612 75,0420 | 450:0,01 | 166:0,1 | 24507
3| 2261 | 9234221 | 16306 747406 | 450£002 | 174:01 | 30303
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22-H1

22-11

22-12

23-B1

23-B2

23-G2

23-H1

24-D1

24-D2

24-11

24-12

22-F4

23-B3

23-H2

23-D1

23-D2

23-E1

23-E2

926,9+1,7
938,4+2,1
938,8+9,1
879,0+2,2
928,2+7,8
1127,7£5,1
1217,7£9,7
1219,7£5,9
1222,7+0,6
714,9+0,8
695,8+2,4
887,9+6,2
937,1+0,7
1041,0+9,5
892,949,6
858+37
893,7+1,1

890,0+8,1

14,1+0,9
16,6+0,4
12,8+0,9
28,8+1,7
23,9+0,8
31,9+0,5
42,5%0,3
30,2+0,4
30,6+0,9
25,1+0,2
23,7+1,1
17,3%1,2
24,4+0,8
25,8+1,6
26,9%0,2
28,7+1,6
27,8+1,3

26,2%0,3

85,0£2,0
84,0+2,7
84,3+4,0
91,0+1,1
89,4+0,6
83,0+1,2
85,0£2,3
92,5+£0,7
86,5+0,7
76,5+0,7
75,0%0,0
96,7+2,5
87,7+1,3
75,3+0,8
92,3+0,6
87,0+0,0
88,0+0,0

86,3+0,7

4,60+0,04
4,60+0,06
4,50+0,01
4,68+0,00
4,82+0,00
5,09+0,00
5,08+0,10
4,65%0,03
4,66+0,04
4,36+0,01
4,41+0,11
4,40+0,05
4,76%0,10
4,75+0,03
4,77+0,07
4,65+0,01
4,62+0,01

4,66+0,03

16,6+0,1
17,1+0,1
16,1+0,2
16,6+0,0
16,8+0,0
15,4+0,0
18,6+0,0
17,7+0,2
17,9+0,7
18,9+0,2
17,8+1,2
17,5+0,1
17,2+0,8
18,6+0,0
19,0+0,0
18,2+0,0
18,6+0,0

18,6+0,0

31,9+0,5
30,4+2,2
33,0+1,5
32,6%0,9
33,6%2,1
35,8+0,6
26,7%2,9
20,4%1,2
24,5%1,5
23,9+1,5
25,2+0,9
30,3+2,8
36,8+1,6
19,1+1,6
35,6%0,2
34,1+3,6
38,3+0,4

37,8+0,8
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Ademas, se realiz6 un Analisis de Componentes Principales (PCA) sobre los parametros
fisicoquimicos, con el objetivo de explorar si las relaciones entre conductividad
eléctrica (EC), acidez libre, color, pH, humedad y contenido de hidroximetilfurfural
(HMF) permiten una posible agrupacién de las muestras en funcién de caracteristicas
comunes como origen botdnico o afio de cosecha. En la Figura 4.6 se muestra la
distribucién de las muestras en el espacio definido por las dos primeras dimensiones
del andlisis de componentes principales (PCA), que en conjunto explican el 64,3 % de
la varianza total (Dim1: 41,5 %; Dim2: 22,8 %). Las flechas representan la direccién y

magnitud de la contribucion de cada variable a estos componentes.

Los puntos corresponden a las muestras individuales, coloreadas segun el grupo de
cluster asignado previamente, mientras que las elipses indican la dispersién de cada
grupo dentro del espacio multivariado. Los simbolos de mayor tamafio representan los
centroides de cada grupo, calculados como el promedio de las coordenadas de los
individuos en las dimensiones principales Dim1 y Dim2. Las elipses se muestran para
los grupos 1, 2, 3y 5, mientras que para el grupo 4 no se presenta debido al bajo nlimero
de muestras (n = 3) y a que dos de ellas presentan coordenadas muy préximas en el

plano, lo que impide estimar la covarianza para mostrar la elipse.

Si bien existe un solapamiento entre las elipses, se identifican tendencias por grupo: el
grupo 1 se extiende hacia valores negativos de Dim1, en la direccién de HMF y color,
mientras que el grupo 2 se proyecta principalmente hacia valores positivos de Dim1,
asociado con pH y EC. El grupo 3 exhibe una elipse mas alargada y una dispersion
amplia, sugiriendo mayor heterogeneidad interna y un gradiente en Dim2 vinculado

con acidez y humedad. Los grupos 4 y 5 se concentran cerca del origen.

Los valores promedio de pH y acidez libre (pardmetros asociados con la actividad
antimicrobiana) correspondientes a los grupos definidos por dendograma se
presentan en la Tabla 4.3. El pH fue significativamente menor en el Grupo 1 (4,2 = 0,3)
en comparacién con los Grupos 2, 3y 5. La acidez libre oscil6 entre 22,5+ 4,6 y 28,9 +

6,3 meq/kg, sin observarse diferencias significativas entre los grupos.
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Figura 4.6. Analisis de Componentes

muestras individuales. Cada grupo (G1 a G5) se distingue por color y forma.

i
0
)

Dim1 (41.5%

Principales (PCA) de los pardmetros fisicoquimicos
correspondientes a tres cosechas indicadas por nimeros 22, 23 y 24. Los puntos representan las

Tabla 4.3. Variables fisicoquimicas por grupo de clusteres. Los resultados se expresan como media *
error estandar, Letras distintas en una misma columna indican diferencias significativas entre grupos (p

< 0,05) segin Tukey,

Grupo n Acidez pH
1 10 264+24a 42+01a
2 13 289+21a 4,7+0,1b
3 14 233+2,0a 46+0,1b
4 3 225+43a 4,6 £0,2ab
5 4 274+38a 4,7+£0,1b
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4.4. Determinacion de compuestos fenolicos totales

En la Tabla 4.4 se presentan los resultados de TPC de las muestras correspondientes a
las tres cosechas, agrupadas segun el dendograma polinico. En la cosecha 2022 se
registraron los valores mas elevados, destacandose la muestra 22-E1 (grupo 1) con
1703,5 £ 37,3 mg/kg. Para la cosecha 2023, el valor maximo correspondio a la muestra
23-H1 (grupo 3) con 1073,7 + 19,2 mg/kg, mientras que en 2024 el mayor TPC se
observd en la muestra 24-12 con 990,3 * 5,5 mg/kg del grupo 4. Como referencia, la

miel de Manuka presenté un TPC de 763,1 + 5,9 mg acido galico/kg.

En cuanto a la comparacion por grupos (Tabla 4.5), no se detectaron diferencias
significativas en el TPC. Sin embargo, al considerar el efecto del afio de cosecha, las
mieles de 2022 mostraron un contenido significativamente mayor de TPC en

comparacién con las de 2023 y 2024.
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Tabla 4.4. Contenido de compuestos fendlicos totales por muestra

Cosecha | Grupo | Muestra acg;?\lcic(:}ig) Cosecha | Grupo | Muestra ac;l;l(;c(:}ig)
22 1 22-A1 1583,2 £ 34,9 22 3 22-F1 1058,4 + 24,1
22 1 22-C1 1211,3 £ 27,3 22 3 22-F2 1038,2 + 23,7
22 1 22-C2 1234,1 £ 26,7 22 3 22-G1 1111,9 + 25,2
22 1 22-D1 943,5 +21,8 22 3 22-H1 1042,8 + 23,8
22 1 22-E1 1703,5 £ 37,3 22 3 22-11 998,3 + 22,9
22 1 22-F3 894,7 + 20,8 22 3 22-12 1191,3 + 26,9
22 1 22-F5 946,9 + 37,1 23 3 23-B1 879,529
23 1 23-A1 970,0 + 23,9 23 3 23-B2 863,7 + 14,8
24 1 24-B2 852,0+11,7 23 3 23-G2 1012,1 + 20,9
24 1 24-]1 563,7 £ 18,7 23 3 23-H1 1073,7 £ 19,2
22 2 22-B1 1131,4 £ 25,6 24 3 24-D1 875,2 +13,7
22 2 22-B2 1661,2 £ 36,5 24 3 24-D2 8778+ 4,4
23 2 23-G1 844,8 + 22,0 24 3 24-11 543,2+7,7
23 2 23-F1 848,3+5,8 24 3 24-12 990,3 + 5,5
23 2 23-F2 853,0+17,9 22 4 22-F4 1008,3 + 23,1
24 2 24-B3 899,0 + 3,7 23 4 23-B3 849,9 + 36,6
24 2 24-F1 834,2+8,6 23 4 23-H2 825,2 + 23,3
24 2 24-F2 821,8+5,4 23 5 23-D1 780,1 + 57,5
24 2 24-F6 805,7+9,0 23 5 23-D2 750,4 + 44,0
24 2 24-E1 805,4 + 3,6 23 5 23-E1 725,2+12,4
24 2 24-E2 800,8+9,7 23 5 23-E2 733,4+ 25,0
24 2 24-G1 964,0 + 2,1
24 2 24-H1 763,1+59

Tabla 4.5. TPC por grupo de clusteres y cosecha. Los resultados se expresan como media + error estandar.
Letras iguales indican ausencia de diferencia significativa entre grupos (p < 0,05) segin Tukey.

Grupo n TPC (mg ac.galico/Kkg)
1 10 1090,3+ 73,7 a
2 13 925,6 + 64,6 a
3 14 968,3 +62,3a
4 3 894,5+134,5a
5 747,3+116,5a
Cosecha TPC (mg ac.gilico/kg)
2022 16 1211,2+63,8a
2023 14 896,8+26,3b
2024 14 867,8+37,7Db
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4.5. Cuantificacion de peroxido de hidrogeno

La concentracion de H,0, en las muestras se midié a dos diluciones de miel diferentes
(40 y 25 % p/v) y se evalud a tres tiempos: TO (30 min), T1 (4 h) y T2 (6 h). Los
resultados, expresados como concentracion media en mM de H202 + desviacion
estandar, se presentan en la Tabla 4.6. A TO y concentraciéon de miel 40 % (p/v), las
concentraciones de H202 oscilaron entre 1,11 + 0,34 mM (muestra 22-B1) y 2,79 + 0,12
mM (22-D1), mientras que a concentracion de miel 25 %(p/v) las concentraciones de
H,0, fueron mayores, con un maximo de 3,10 + 0,10 mM (24-H1) y un minimo de 1,87

+0,19 mM (22-E1).

En el diagrama de caja de la Figura 4.7 se muestra la concentracién de H202 (mM) a TO
para los distintos grupos y a las dos concentraciones de miel evaluadas. La miel de
Manuka (grupo 0) presento las concentraciones mas bajas de H202 (mediana 1,1 mM)
para ambas concentraciones; sin embargo, estas diferencias no resultaron
estadisticamente significativas de los grupos 1 y 2. Las mieles de los grupos 3,4y 5
presentaron concentraciones de H202 mas elevadas, con una tendencia consistente a
valores mayores en la dilucién al 25% (p/v) en comparaciéon con 40% (p/v). En
particular, las medianas a 25%(p/v) estuvieron entre 2,5 mM (G1 Poliflorales; Q1-Q3:
2,34-2,79) y 2,9 mM (G5 Eucalyptus sp Q1-Q3; 2,87-2,96), mientras que a 40%
variaron entre 1,9 mM (G1 Poliflorales Q1-Q3; 1,75-2,29) y 2,4 mM (G3 S. buxifolia Q1-
Q3; 2,24-2,64).

Mediante la prueba de comparaciones miultiples (Figura 4.7) se pueden observar
diferencias significativas entre los grupos de mieles (G1 al G5). A la concentracion 40%
(p/v), el grupo de S. buxifolia (G3) presentd mayores concentraciones de H,0, y se
diferenciéo de las mieles Poliflorales (G1) y de las de B. salicifolius (G2). A la
concentracion 25% (p/v), el grupo de mieles de Eucalyptus sp. (G5) presentd la
concentracion mas alta de H202, diferenciandose significativamente de G1 y G2;
ademas, a esta concentracion de miel, las del grupo de S. buxifolia también mostraron

concentracion de H202 significativamente superior a las mieles Poliflorales.
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Tabla 4.6. Determinacién del contenido de H,0,(mM) por muestra, a dos concentraciones de

miel (40 %y 25 % p/v) y tres tiempos de evaluacion (30 min, 4 hy 6 h).

Muestra

22-A1
22-C1
22-C2
22-D1
22-E1
22-F3
22-F5
23-A1
24-B2
24-]1
22-B1
22-B2
23-G1
23-F1
23-F2
24-B3
24-F1
24-F2
24-F6
24-E1
24-E2
24-G1
24-H1
22-F1
22-F2
22-G1
22-H1
22-11
22-12
23-B1
23-B2
23-G2
23-H1

40 % (p/v) 25 % (p/v)

TO T1 T2 TO T1 T2
1,77 £ 0,14 0,31+0,11 ILC 2,33 +£0,01 1,57 £ 0,06 0,24 £ 0,05
1,82+ 0,27 1,48 + 0,44 ILC 2,78 £0,12 2,40 £ 0,30 0,92 £ 0,25
2,03 +0,22 0,87 £0,16 ILC 2,36 £ 0,51 1,84 + 0,37 0,46 + 0,30
2,79 £0,12 2,05+0,12 1,44+ 0,12 2,57 £ 0,09 1,83 + 0,09 1,22 + 0,09
1,70 £ 0,52 0,96 + 0,09 0,35+ 0,09 1,87 + 0,19 1,13 +0,19 0,52 +£0,19
2,37 £ 0,26 1,63 £ 0,26 1,02 £ 0,26 2,63+0,12 1,89 +0,12 1,28+ 0,12
250+0,18 | 1,76+0,18 | 1,15+0,18 | 2,91+0,05 | 2,17+0,05 | 1,56+0,05
1,52+ 0,14 0,31+0,19 ILC 2,43 +£0,21 1,40 £ 0,15 0,10 £ 0,06
1,99+0,10 | 0,82+0,05 | 0,79+0,05 | 233+0,12 | 1,57+0,13 | 1,61+0,13
2,11 0,23 1,73 £ 0,23 1,35+ 0,21 2,85+ 0,06 2,89 £ 0,08 2,54+ 0,08
1,11+ 0,34 0,71 0,67 ILC 2,38 £0,19 2,41 £ 0,29 0,54 +0,79
1,45+ 0,14 0,87 £ 0,49 ILC 2,18+0,12 1,78 £ 0,59 0,41+ 0,49
2,11 0,22 0,62 0,11 ILC 2,98 £ 0,07 1,58 £ 0,15 0,24 0,13
2,35+0,12 1,22 + 0,20 0,84 0,19 2,72 0,12 2,16 £ 0,06 1,76 £ 0,07
1,58+ 0,14 1,14 + 0,04 0,76 = 0,06 2,06 £0,17 2,68 £ 0,09 1,88 + 0,13
1,83 +£0,15 0,79 £0,11 0,75+ 0,09 1,99 + 0,50 1,28 £ 0,41 1,32+0,43
1,96 + 0,19 091+0,11 0,94 +0,12 2,60 £ 0,08 1,72 £ 0,14 1,76 £ 0,15
1,94 + 0,09 1,01 +0,14 1,03+0,12 2,29 £ 0,26 1,54 + 0,19 1,59+ 0,19
2,18+ 0,16 1,33 £ 0,20 1,36 + 0,18 2,35+ 0,25 1,70 £ 0,19 1,77 £ 0,18
2,31 0,09 2,00+ 0,14 1,61+0,13 2,87 £0,07 294 +0,11 2,60 0,09
2,33+0,21 1,69 = 0,09 1,14 + 0,16 2,89 0,17 2,73 0,18 2,22 0,29
2,52+0,08 2,23 0,08 1,91 + 0,09 2,83 £ 0,25 2,71 £0,17 2,38+0,18
2,63+0,16 1,69 + 0,13 1,39+ 0,10 3,10+ 0,10 2,19+£0,12 1,73 +£0,28
2,66 = 0,08 1,92 + 0,08 1,31 +0,08 2,86 £0,19 2,12 £ 0,46 1,51 +£0,19
2,59+0,13 1,85+0,13 1,24 + 0,13 2,77 £ 0,04 2,03 £ 0,04 1,42 + 0,04
2,62 0,10 1,88 + 0,10 1,27 £ 0,10 2,77 £ 0,21 2,03 0,21 2,03+£0,21
2,60+0,13 1,86 + 0,13 1,25+ 0,13 2,78 £ 0,04 2,04 = 0,04 1,43 £ 0,04
2,68 + 0,08 1,94 + 0,08 1,33 +£0,08 2,86 + 0,05 2,12 £ 0,05 1,51 £ 0,05
2,78 £ 0,23 2,04 + 0,23 1,43 + 0,23 2,89 + 0,04 2,15+ 0,04 1,54 £ 0,04
2,19 0,17 1,28 + 0,14 ILC 2,70 £ 0,23 2,01+£0,13 0,60+0,12
2,65+ 0,36 1,43 + 0,32 0,12 £ 0,27 2,47 £ 0,24 1,30+ 0,13 0,02+0,11
2,26 £ 0,20 1,59 £ 0,07 0,25+ 0,06 2,88+0,11 2,30 £ 0,07 0,83 £ 0,06
1,72 £ 0,20 0,83+0,13 ILC 2,69 £+ 0,35 1,41 + 0,08 0,40 £ 0,06
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24-D1 2,32+0,33 1,02 £ 0,25 1,03 £ 0,22 2,56 £ 0,22 1,54+ 0,18 1,58+ 0,19
24-D2 2,22 +0,22 0,98 + 0,08 1,00 = 0,09 2,42 0,20 1,46 £ 0,22 1,49 £ 0,23
24-11 1,80 + 0,24 0,58 0,08 0,58 0,07 2,63+0,19 1,17 £ 0,06 1,23+ 0,06
24-12 2,38+0,03 1,46 £ 0,31 1,16 £ 0,29 2,78+ 0,31 1,55+ 0,56 1,25+ 0,53
22-F4 2,43+0,12 1,69+ 0,12 1,08 £ 0,12 2,69 0,09 1,95 + 0,09 1,34+ 0,09
23-B3 2,52£0,29 1,34 +0,17 ILC 2,86 £ 0,10 2,00 £ 0,07 0,59 £ 0,06
23-H2 2,41+0,16 1,34+ 0,06 1,05 + 0,06 2,82+0,12 1,97 £ 0,10 1,62 0,07
23-D1 2,53+0,26 1,52 0,11 1,13+ 0,08 2,99 £ 0,05 2,54 £ 0,02 2,15£0,01
23-D2 2,11+ 0,09 1,35+ 0,06 0,95 £ 0,03 2,87 £ 0,04 2,62 0,06 2,27 £ 0,07
23-E1 2,45 0,26 1,19+ 0,08 0,82 + 0,07 2,81+0,18 2,25+0,15 1,57 £ 0,31
23-E2 2,42+0,13 1,45 + 0,02 1,07 £ 0,01 2,93 £0,08 2,50+0,03 2,13 £0,04
Manuka 1,12 £ 0,06 1,04 £0,11 1,05+0,12 1,08 + 0,08 1,89+ 0,10 1,95+0,10

* ILC Inferior al limite de cuantificacion.
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Figura 4.7. Boxplots de produccién de H202 por Grupos: 0 corresponde a miel de Manuka, 1 - Poliflorales,
2 - B. salicifolius, 3 - S. buxifolia, 4 - T asutralis, 5 - Eucaliptus sp.. A tiempo 0 y dos concentraciones: 25 %
y 40 % p/v. Letras distintas indican diferencias significativas dentro de la misma concentracién de miel
(p < 0,05; Dunn-Holm).

Para visualizar los cambios en los tres tiempos evaluados, en la Figura 4.8 se destacan
las muestras que presentaron mayor estabilidad (con una disminuciéon de la
concentracion inicial < 30 %): del grupo 2 las mieles 24-E1, 24-G1y 23-F2, y del grupo
1: 24-]1. En contraste, las muestras menos estables (con 2 95 % de disminucién de H,0,
inicial) fueron: 22-A1y 23-A1 del grupo 1, 23-G1 del grupo 2 y 23-B2 del grupo 3.
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Figura 4.8. Evolucion de la concentracién de H20z2 en muestras de miel mas y menos estables. Cada grafico
representa la variacién de la concentracién de H,0, a dos concentraciones de miel a lo largo del tiempo:
TO (30 min), T1 (4 h) y T2 (6 h). Los valores se expresan como media * desviacién estdndar.
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4.6. Estudio de actividad antimicrobiana

Para evaluar el potencial antimicrobiano de las mieles producidas en la regidn, se
analizaron todas las muestras correspondientes a las cosechas 2022 y 2023 durante el
afio 2023, y las de la cosecha 2024 durante el afno 2024, Ademas, se incluy6 en el
analisis una muestra comercial de miel de Manuka, utilizada como referencia para

posteriores comparaciones.

4.6.1 Determinacion de la Concentracién Minima Inhibitoria y

Microbicida

Los resultados de MIC y MMC sobre: E.coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 15422, S.
aureus ATCC 6538P y C. albicans ATCC 101231, correspondientes a las muestras
cosechadas en 2022, 2023 y 2024 se muestran en las Figuras 4.9 a 4.11.

Como referencia se empled la miel de Manuka, que mostré valores de MIC y MMC de
6,65 % (p/v) frente a E. coli y S. aureus; de 13,3 % (p/v) frente a P. aeruginosa; y de
53,3 % (p/v) tanto para MIC como para MMC en el caso de C. albicans.

Con respecto a los resultados de actividad antimicrobiana frente a A. brasiliensis ATCC
16404, ninguna miel produjo inhibicion del crecimiento fiingico alas concentraciones

evaluadas.

En cuanto a las mieles cosechadas en el 2022 todas evidenciaron actividad inhibitoria
frente a las bacterias evaluadas (Figura 4.9). Frente a E. coli, once muestras (22-A1, 22-
B2, 22-C2, 22-D1, 22-E1, 22-F1, 22-F2, 22-G1, 22-H1, 22-11 y 22-12) presentaron una
MIC de 13,3 % (p/v), mientras que cinco (22-B1, 22-C1, 22-F3, 22-F4 y 22-F5) fueron
menos eficientes, con MIC = 53,3 % (p/v). Entre estas, 22-B1, 22-F3, 22-F4 y 22-F5 no

mostraron actividad microbicida en las concentraciones evaluadas.

Frente a P. aeruginosa, los valores de MIC oscilaron entre 13,3 % y 53,3 % (p/v). En
cuatro muestras (22-B2, 22-C1, 22-F4 y 22-11), la MIC coincidié con la MMC en la
concentracion 13,3 % (p/v), lo que indica una mayor actividad inhibitoria que las

muestras: 22-F2, 22-G1 y 22-H1 sin MMC < 53,3 % (p/Vv).

Frente a S. aureus, la mayoria de las muestras del 2022 presentaron MIC de 13,3 %

(p/v). La excepcion fue 22-F3, con MIC de 53,3 % (p/v) y sin actividad microbicida. En

55



conc. miel %(p/v)

60

50

40

30

20

10

total, nueve mieles (22-A1, 22-B1, 22-B2, 22-C2, 22-E1, 22-F1, 22-F2, 22-F5 y 22-H1)
mostraron MIC de 13,3 % (p/v) y MMC de 53,3 % (p/v).

Con respecto a la actividad frente a C. albicans, sélo tres muestras (22-A1, 22-B1 y 22-
E1) evidenciaron inhibicién a una MIC de 53,3 % (p/v), sin observarse actividad

microbicida en las concentraciones evaluadas.
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Figura 4.9. Resultados de la actividad antimicrobiana de mieles correspondientes a la cosecha 2022.
Barras en gris representan resultado de MMC y en negro MIC, X = no presenta actividad inhibitoria a las
concentraciones evaluadas.

En la Figura 4.10 se muestra la actividad de las mieles cosechadas en el 2023 con efecto
sobre las tres bacterias. Frente a E. coli, los valores de MIC y MMC se ubicaron
mayoritariamente en 53,3 % (p/v), con excepcion de la muestra 23-F1, que evidenci6
mayor actividad antimicrobiana (MICy MMC de 26,7 % (p/v))- En contraste, 22-B1, 23-

E2 y 23-F2 no mostraron actividad microbicida a las concentraciones evaluadas (<53,3
% p/v).

La actividad inhibitoria frente a P. aeruginosa se registré a las concentraciones de 26,7
- 53,3 % (p/v) de miel. Las muestras 23-A1, 23-B2, 23-B3, 23-F1, 23-F2 y 23-H2
presentaron MIC de 26,7 % (p/v), de las cuales 23-B2, 23-F2 y 23-H2 tuvieron mayor
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actividad antimicrobiana (MMC = 26,7 %(p/v). El resto de las muestras registro tanto

MIC como MMC de 53,3 % (p/v).

Frente a S. aureus, la mayoria de las muestras del 2023 presentaron MIC de 53,3 %
(p/v). La excepcion fue la muestra 23-F1, que mostré MIC menor a 26,7 % (p/v). En
cuanto a la actividad microbicida, solamente la muestra 23-D2 se destaco por presentar
coincidencia entre MIC y MMC a 53,3 % (p/v). Por otro lado, las muestras del 2023 no
presentaron efecto microbicida frente a C. albicans a las concentraciones evaluadas. No
obstante, si se detectd efecto estasis de las mieles 23-A1, 23-B1, 23-D1, 23-D2, 23-E1,
23-E2, 23-F1, 23-F2 y 23-H2, todas ellas con un valor de MIC de 53,3 % (p/v).
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Figura 4.10. Resultados de la actividad antimicrobiana de mieles correspondientes a la cosecha 2023.
Barras en gris representan resultado de MMC y en negro MIC, X = no presenta actividad inhibitoria a las
concentraciones evaluadas.

Las mieles de la cosecha 2024 mostraron actividad inhibitoria frente a los cuatro
microorganismos, con excepcion de la muestra 24-12, que no tuvo efecto sobre C.
albicans (Figura 4.11). Los resultados frente a E. coli, fueron similares al registrado en
las cosechas del 2022 y 2023: la mayoria de las muestras presenté MIC y MMC de 53,3
% (p/v), mientras que 24-E1, 24-E2 y 24-F6 dieron como resultado de MIC y MMC =
26,7 % (p/v).
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La MIC frente a P. aeruginosa en la cosecha 2024 fue, en general, menor a la observada
en 2023. De las 14 mieles analizadas, seis presentaron valores coincidentes de MIC y
MMC de 26,7 % (p/v). Se destacan las muestras 24-B2 y 24-B3, con efecto inhibitorio a
13,3 % (p/v) y valores de MMC = 53,3 % y 26,7 % (p/Vv), respectivamente. En contraste,
la muestra 24-F2 result6é ser la menos eficiente, con MIC 53,3 % (p/v) y sin efecto

microbicida (< 53,3 %(p/v)).

Los resultados frente a S. aureus de MIC fueron de 26,7 % y 53,3 % (p/v). Las mieles
mas efectivas fueron 24-E1, 24-E2, 24-F6, 24-11 y 24-12, que presentaron misma MIC y
MMCa 26,7 % (p/v) de miel.

C. albicans se mostré particularmente mas sensible a las mieles de la cosecha 2024,
siendo la muestra 24-12 la Unica que no presenté actividad frente a la levadura. Las
muestras 24-B2, 24-B3, 24-D1, 24-E1, 24-F1, 24-F2, 24-F6, 24-G1 y 24-]J1 mostraron
coincidencia entre los resultados de MIC y MMC en 53,3 % (p/v), mientras que el resto

de las muestras present6 unicamente efecto inhibitorio a 53,3 %(p/v).
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Figura 4.11. Resultados de la actividad antimicrobiana de mieles correspondientes a la cosecha 2024.
Barras en gris representan resultado de MMC y en negro MIC, X = no presenta actividad inhibitoria a las
concentraciones evaluadas.
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Ademas, con el objetivo de explorar como influye la composicién del polen y/o el afio
de cosecha en la actividad antimicrobiana, se utilizé el método de particion recursiva
(arbol de clasificacidn), como se explicé en Metodologia (Anexo 3). En la Tabla 4.8 se
resume el desempefio de los modelos generados para actividad inhibitoria y

microbicida.

Con respecto a los modelos generados en base a la actividad inhibitoria para S. aureus
(modelo IC_S), las cosechas 2022 y 2024 se asociaron con una mayor inhibiciéon en
comparaciéon con 2023 (p < 0,001). Dentro de este grupo, las muestras de 2022
muestran una tendencia a mayor inhibicién aquellas que contienen = 2 % de polen de
Lotus. En el caso de E. coli (IC_E), los resultados indicaron que contenidos bajos de
polen de Papilionoideae (< 1,3 %) y de Brassicaceae sp. (< 2,7 %) se asociaron a mayor
inhibicion de este microorganismo. Asimismo, se observé una tendencia a mayor
actividad cuando Gleditsia estuvo por debajo de 1,6 %. El modelo de P. aeruginosa
(IC_P), identificé un mayor efecto inhibitorio en muestras con mas de 2,5 % de polen
de T australis, junto con una tendencia similar en aquellas con < 1,1 % de Eucalyptus.
En cuanto a C. albicans (IC_C), las cosechas 2023 y 2024 se relacionaron con mayor
inhibicion (p < 0,01), asociada en particular a un menor contenido de polen de

Eryngium.

En cuanto a la actividad microbicida, frente a S. aureus (MC_S) el modelo muestra que
la cosecha 2024 presentd un efecto significativamente mayor (p < 0,001), con una
asociacién secundaria y mas débil (p =0,15) a un menor contenido de Gleditsia (< 1,6
%). En cuanto a E. coli (MC_E), un contenido superior al 46,1 % de polen de B. salicifolius
se vincul6 con mayor actividad microbicida (p < 0,01), mientras que también se detect6
una tendencia (p = 0,17) cuando Gleditsia estd por debajo del 1 %. En cuanto a P.
aeruginosa (MC_P), se puede observar una leve tendencia a mayor efecto en muestras
con > 6,3 % de B. salicifolius complementada por un menor contenido de Myrtaceae (<
2,8 %), sin embargo, el desempefio del modelo fue limitado. Por el contrario, el modelo
generado frente a C. albicans mostro el mejor ajuste, donde la cosecha 2024 se asocio
con el mayor efecto microbicida (p < 0,001). Adicionalmente, se observo una tendencia
a que porcentajes elevados de B. salicifolius (> 50,2 %) en el perfil polinico

incrementarian la actividad.
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Tabla 4.8. Resumen de resultados del andlisis de arboles de particién sobre variables afio de cosecha y
composicion polinica asociadas a actividad inhibitoria (IC) y microbicida (MC). E: E.coli, S: S.aureus, P:
Paeruginosa y C: C.albicans.

Split 1 Split 2 Split 3
Modelo (p-valor) (p-valor) (p-valor)
ICS Cosecha =22y 24 Cosecha =22 Lotus = 2
- (4,9E-4) (0,04) (0,06)
IC E Papilionoideae < 1,3 % Brassicaceae < 2,7 % Gleditsia < 1,6%
- (3,1E-4) (8,4 E-4) (0,06)
IC P T. australis 2 2,5 % Eucaliptus sp.<1,1%
- (0,001) (0,01)
Cosecha =23y 24 . o
IC_C (21E-4) Eryngium < 1,1% (4,1E-4)
Cosecha = 2024 Gleditsia < 1,6%
MCS (1,8E-4) (0,15)
MC E B. salicifolius = 46,1% Gleditsia < 1%
= (0,009) (0,17)
MC_P B. salicifolius = 6,3% (0,054)  Myrtacea< 2,8% (0,15)
MC_C Cosecha = 2024 B. salicifolius = 50,25

(5,1E-6) (0,16)
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4.6.2 Evaluacion del potencial antimicrobiano de volatiles

Para evaluar la posible actividad inhibitoria producida por compuestos volatiles de las
mieles estudiadas frente a los microorganismos, se realizaron ensayos utilizando dos
concentraciones diferentes de miel, con observaciones a las 24 y 48 horas de
incubacion. En ninguno de los casos se observd inhibicion del crecimiento microbiano
en comparacion con el control sin miel. Es importante sefialar que, la muestra de miel
de Manuka, tampoco present6 efecto inhibitorio sobre el crecimiento microbiano en

ninguna de las concentraciones ensayadas.

4.6.3 Evaluacion de la capacidad de inhibicién de la formacion de

biofilms.

La capacidad de inhibir la formacién de biofilms de S. aureus (Figura 4.12) y P
aeruginosa fue evaluada utilizando miel de Manuka y 15 muestras seleccionadas por
haber mostrado actividad antimicrobiana (MIC y MMC) alta y baja, correspondientes a
las tres cosechas, del 2022: 22-A1, 22-B2, 22-C1, 22-E1 y 22-F4), del 2023: 23-B2, 23-
E2,23-G1y del 2024: 24-E1, 24-E2, 24-F1, 24-F6, 24-G1, 24-H1 y 24-]1.

Los resultados mostraron que la miel 22-C1 redujo significativamente la formacién de
biofilm de S. aureus respecto al basal a concentraciones de 53,3 y 26,7 % (p/v),
alcanzando niveles de inhibiciéon comparables a los observados para la miel de Manuka
y a la absorbancia del control de medio estéril (Figura 13). En P, aeruginosa, la muestra
23-B2 present6 un comportamiento similar, con una marcada reduccion de la biomasa
en ambas concentraciones, también equiparable a la inhibicidn lograda por la miel de

Manuka y el control.
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Figura 4.12. Ensayo de inhibicién de biofilms de S. aureus con revelador cristal violeta. Las letras
corresponden a las muestras evaluadas: (a) 23-B2; (b) 23-E2; (c) 24-E1; (d) 24-E2, ademas, (-) control

de esterilidad y (+) control basal.
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Figura 4.13. Inhibicién de formacién de biofilms bacterianos tratados con las mieles (22-C1, 23-B2,
Manuka). Basal: biofilm sin tratamiento. Control: caldo estéril sin biofilm. Los nimeros (1) y (2)
corresponden a las concentraciones de miel evaluadas 53,3% y 26,7 %(p/v), respectivamente. Los
valores se expresan como media * desviacién estindar. Letras diferentes indican diferencias
significativas (Anova, test de Tukey p < 0,05).
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Los resultados del porcentaje de inhibicién frente a S. aureus de las 15 muestras
evaluadas se presentan en la Figura 4.14. A concentraciones inferiores a 26,7 % (p/v)
no se detectd efecto inhibitorio. En cambio, 53,3 % (p/v), todas las mieles, excepto la
muestra 24-G1, presentaron porcentajes de inhibicion iguales o superiores al 70 %.
Ademads, 7 de las 15 muestras (22-A1, 22-B2, 22-C1, 22-E1, 24-F6, 24-H1 y 24-]1)
exhibieron valores comparables al de la miel de Manuka (96,7 %). A la concentracién
intermedia de 26,7 % (p/v), la respuesta fue mas heterogénea; no obstante, las
muestras 22-Al1, 22-B2, 22-C1, 22-E1, 23-E2, 24-E1, 24-F1, 24-F6, 24-]1 y 24-E2
mantuvieron capacidad inhibitoria comparable a Manuka mientras otras evidenciaron
una marcada disminucidn, con porcentajes inferiores al 50 %, como en los casos de: 23-

B2, 23-G1, 24-G1 y 24-H1.
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Figura 4.14. Inhibicién de la formacion de biofims de S.aureus. En la figura a) se muestran los porcentajes
de inhibicién de mieles a 53.3 %(p/v) y en b) de mieles al 26.7%(p/v). Los valores se expresan como
media * desviacidn estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas (Tukey, p < 0,05).

63



Las quince muestras presentaron porcentajes de inhibicion elevados frente a P
aeruginosa a las concentraciones de 53,3 % y 26,7 % (p/v) (Figura 4.17). A 53,3 %
(p/v), las muestras 24-J1, 24-H1, 24-F1, 24-F6 y 24-E1 exhibieron una actividad
comparable a la de la miel de Manuka, mientras que 23-E2 y 23-G1 presentaron
porcentajes de inhibicién ain mayores, comparables a los controles de peréxido de 2y

3 mM.

En la concentraciéon intermedia de 26,7 % (p/v), se mantuvieron porcentajes de
inhibicién altos en varias muestras, observandose valores comparables a los de la miel de
Manuka y a los controles de peroxido en las muestras 23- B2, 23- E2, 23-G1, 24-E1, 24-E2,
24-F1, 24-F6, 24-G1 y 24-J1, otras mieles evidenciaron una disminucién en su eficacia,

como 24-H1, que present6 un porcentaje de inhibicién del 73,6 %.

En la concentracién mas baja a 13,3 % (p/v), la respuesta fue mas variable, las
muestras: 23-G1, 24-E1, 24-E2, 24-F1, 24-F6, 24-G1, 24-H1 y 24-]1 mostraron actividad
inhibitoria comparable a la de la miel de Manuka (87,1 %), mientras que otras tuvieron
valores marcadamente inferiores, por debajo del 30 %, como 22-E1, 22-F4 y 23-B2,

resultados comparables al control de peréxido a 1 mM.
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Figura 4.15. Inhibicién de la formacién de biofilms de P. aeruginosa. En la figura a) se muestran los
porcentajes de inhibicién de mieles a 53,3 %(p/v), en b) de mieles al 26,7%(p/v) y en c) de las mieles
que tuvieron efecto a 13,3% (p/v). Los valores se expresan como media + desviacién estandar. Letras
diferentes indican diferencias significativas (Tukey, p < 0,05).
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La Concentraciéon Inhibitoria de Biofilm Minima (CIBM) se muestra en la Tabla 4.7.
Frente a P aeruginosa, varias mieles lograron alcanzar la CIBM en concentraciones
intermedias, principalmente las del grupo 2 (B. salicifolius), asi como también las
muestras: 23-B2 (G3), 24-J1 (G1) y 23-E2 (G5) con la misma concentracién = 26.7
%p/v. En contraste, la muestra 24-H1 present6é una CIBM mas elevada, mientras que
otras, como las del grupo 1: 22-A1, 22-C1y 22-E1y 22-B2 del grupo 2, no alcanzaron el
umbral del 90 % de inhibicion en las concentraciones evaluadas. En el caso de S. aureus,
la inhibicion fue menor, la mayoria de las mieles que alcanzaron la CIBM lo hicieron a
53,3 % (p/v) como el caso de 22-A1, 22-C1, 22-E1, 22-B2 y 24-H1. La Unica excepcién

fue la muestra 24-F6, que present6 un valor de CIBM mas bajo.

Por otra parte, la miel de Manuka presenté una CIBM notablemente menor frente a S.
aureus (6,65 % p/v), en comparacién con las mieles de Montes del Queguay. En el caso
de P. aeruginosa, el valor de CIBM fue de 26,7 % (p/v), equivalente al de varias de las

muestras locales.

Tabla 4.7. Concentracion Inhibitoria de Biofilm Minima (CIBM) sobre P. aeruginosa y S. aureus.

Grupo Muestra CIBM % (p/V)
P. aeruginosa S. aureus
1 22-A1 NP 53,3
1 22-C1 NP 53,3
1 22-E1 NP 53,3
1 24-]1 26,7 NP
2 22-B2 NP 53,3
2 23-G1 26,7 NP
2 24-E1 26,7 NP
2 24-E2 26,7 NP
2 24-F1 26,7 NP
2 24-F6 26,7 26,7
2 24-G1 26,7 NP
2 24-H1 53,3 53,3
3 23-B2 26,7 NP
4 22-F4 53.3 NP
5 23-E2 26,7 NP

NP =no presenta 290 % actividad inhibitoria a las concentraciones evaluadas.
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4.6.4  Analisis de correlacion entre actividad antimicrobiana y

parametros fisicoquimicos y quimicos de muestras seleccionadas.

Con el objetivo de explorar la posible relacién entre la actividad antimicrobiana y
parametros fisicoquimicos (acidez, pH, fenoles y H202), se elabor6 un mapa de
correlacién a partir de las 15 muestras seleccionadas y evaluadas frente a S. aureusy P,

aeruginosa (Anexo 4).

A partir de la Figura 4.16 se confirma una asociacion positiva entre los indicadores de
actividad antimicrobiana (IC, MC e InBiof), muestras con mayor efecto inhibitorio (IC)
tienden a mayor efecto microbicida (MC) y/o actividad antibiofilm (InBiof),
dependiendo del microorganismo evaluado. En particular, se observé una correlacion
positiva entre el efecto inhibitorio y microbicida frente a P aeruginosa (IC_P - MC_Pr =

0,632; p = 1,77x104) y S.aureus (IC_S - MC_St = 0,413; p = 0,0233).

Asimismo, se observé un patrén consistente entre las respuestas frente a ambos
microorganismos: las mieles con mayor inhibicién de P. aeruginosa tendieron también
a mostrar mayor inhibicién de S. aureus (IC_P e IC_S; r = 0,54; p = 2,1x1073). Ademas, el
efecto inhibitorio frente a S. aureus se asocié con el efecto microbicida frente a P

aeruginosa (MC_P e IC_Sr=0,37; p = 0,04).

Al analizar el efecto inhibitorio de la formacion de biofilm de S. aureus se confirma la
relacion positiva con la actividad de inhibicion del crecimiento plancténico (InBiof_S -
IC_S,r=0,58; p=7,9%x104) y con el efecto microbicida (MC_S, r = 0,46; p = 0,01). Sin
embargo, la inhibicién del biofilm de P. aerguninosa (InBiof_P) no mostré asociaciones

significativas con los demas indicadores analizados.

Entre los parametros fisicoquimicos y los indicadores de actividad antimicrobiana se
observaron asociaciones significativas: la concentraciéon de H,0, se correlacion6
inversamente con la inhibicién y el efecto microbicida frente a P. aeruginosa (IC_P y
MC_P) y con la inhibicidn del crecimiento planctdnico y del biofilm frente a S. aureus
(IC_S e InBiof S) (r =-0,417 y -0,523; p < 0,05). El pH se asocid positivamente con la
inhibicion de biofilms de P aeruginosa (InBiof P, r = 0,69; p = 2,03><1O‘5) e
inversamente con InBiof S (r =-0,37; p = 0,046). En cuanto a fenoles totales, se registr6

una correlacion positiva con IC_P (r = 0,41; p = 0,03) y negativa con InBiof P (r =-0,51;
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p = 0,004). En cambio, la acidez no mostré correlaciones significativas con los

indicadores de actividad antimicrobiana evaluados (p > 0,05).

En cuanto a los parametros fisicoquimicos, se observd una relacion inversa marcada
entre fenoles y pH (r =-0,80; p = 1x1077). Ademas, el H20: se asocid positivamente con
el pH (r = 0,49; p = 0,005) y negativamente tanto con fenoles como con acidez (r = -
0,628; p < 0,001; y r = -0,44; p = 0,02, respectivamente). Por su parte, la acidez se
correlaciond positivamente con los fenoles (r = 0,526; p = 0,003) y negativamente con

elpH (r=-0,47; p =0,009).
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Figura 4.16. Mapa de calor de correlacién entre las variables microbioldgicas (MIC, MMC e inhibicién de
biofilm para S. aureus y P. aeruginosa) y los pardmetros fisicoquimicos de 15 muestras de miel (acidez,
pH, fenoles totales y produccién de H,0,). Los valores representan coeficientes de correlacion de
Pearson (p <0,05). La escala de color indica la magnitud y direccién de las correlaciones, desde negativas

(rojo) hasta positivas (azul).
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4.7. Simulacion de digestion gastrointestinal in vitro

Con el fin de evaluar los posibles cambios en la actividad antimicrobiana y en los
compuestos antioxidantes (TPC), se realizé una simulacién de digestidn in vitro sobre
las mieles correspondientes a la cosecha 2024. Como resultado del ensayo, se obtuvo
Unicamente la fraccion bioaccesible de las muestras, ya que la fraccion insoluble o
colénica fue despreciable: solo se observd un residuo insoluble minimo, similar al

control del proceso.

4.7.1 Determinacion de TPC en fracciones bioaccesibles

La cuantificacién de TPC después de la digestién simulada in vitro mostré un aumento
significativo, alcanzando valores entre 770,0 y 14589 mg de acido galico/kg, en
comparacién con las muestras antes del proceso (denominadas “RAW” en esta tesis)
que presentaron concentraciones entre 534,2 y 990,3 mg de acido galico/kg (Figura
4.17). Entre las muestras digeridas, 24-D1 se destacd por presentar el valor mas
elevado de TPC junto a 24-B3, 24-F1 y 24-G1. En contraste, en muestras como 24-D2,
24-F6 y 24-]1 el aumento del TPC tras la digestién fue visualmente menos evidente

respecto a sus correspondientes muestras RAW.
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Figura 4.17. TPC en muestras de mieles “RAW” y fracciones bioaccesibles “diges”. Las barras de error
indican el error estdndar de la medida. Letras diferentes en mayuscula denotan diferencias significativas
entre las fracciones bioaccesibles (Tukey, p<0,05) y letras diferentes en mindscula denotan diferencias
significativas entre las mieles (Tukey, p<0,05).

69



4.7.2  Actividad antimicrobiana de fracciones bioaccesibles: MIC y

MMC

Las fracciones bioaccesibles se evaluaron utilizando el mismo protocolo aplicado a las
muestras de mieles originales. Sin embargo, se pudo observar que la concentracién
inicial de las muestras digeridas fue considerablemente menor (6,7 % p/v) en
comparacién con las muestras de mieles originales, cuya concentracién inicial fue de
53,3% (p/v). Estd marcada diferencia en la concentracion inicial podria ser un factor
determinante en la ausencia de actividad antimicrobiana observada en las fracciones

bioaccesibles frente a los cuatro microorganismos evaluados.
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5. Discusion

5.1. Origen botanico de las mieles

El analisis melisopalinolégico permitio relevar a la flora nativa de la regiéon como
principal fuente de néctar para la produccion de estas mieles. El espectro polinico
incluyé una amplia diversidad de tipos pertenecientes a familias nativas, entre ellas
Anacardiaceae, Apiaceae, Asteraceae, Combretaceae, Euphorbiaceae, Myrtaceae,
Polygonaceae, Ranunculaceae, Rhamnaceae y Sapindaceae. Dentro de este conjunto, se
identificaron como especies predominantes: Scutia buxifolia (Rhamnaceae),
Blepharocalyx salicifolius (Myrtaceae), otras Myrtaceae nativas (Myrceugenia,
Myrcianthes y Psidium), y Terminalia australis (Combretaceae). Estos resultados
confirman que las especies autdctonas desempefan un papel fundamental en la
dinamica del ecosistema y sugiere, ademas, que la actividad apicola podria contribuir
positivamente a la preservaciéon de la biodiversidad por polinizacién (Zapata et. al,

2025).

En relacién con la clasificacién botanica, aproximadamente el 52 % de las muestras
analizadas presentaron un polen predominante, por lo que podrian denominarse
“monoflorales” bajo el criterio basado en umbrales porcentuales de polen dominante
como los de la Resolucion Argentina N° 274/95. Sin embargo, estos umbrales no son
universales y su aplicacion requiere cautela, ya que el contenido polinico puede verse
afectado por la biologia floral de cada especie y por fenémenos de enriquecimiento
(secundario, terciario o cuaternario), entre otras fuentes de variabilidad. Para una
interpretacion correcta del origen botanico, es necesario tener en cuenta, ademas, las
caracteristicas sensoriales y fisicoquimicas de la miel (Bryant & Jones, 2001; Jones &

Bryant 2004; INTA, 2019).

En este contexto, la presencia de polen predominante en una proporcién importante
de las muestras refleja una marcada dependencia de las abejas hacia B. salicifolius, T.
australis, S. buxifolia, Myrtaceae y Eucalyptus sp., durante los periodos de colecta del
estudio. Este patrén puede explicarse tanto por la abundancia estacional de las
especies dominantes como por la mayor atraccion que ejercen las flores que ofrecen

mayores recompensas de néctar y polen sobre las abejas (Santos, 2020).
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Teniendo en cuenta los porcentajes de composicidn polinica de todas las muestras de
miel se obtuvo el dendrograma de agrupamiento jerarquico (Figura 4.5). La
distribucioén de los grupos definidos por el analisis de conglomerados vari6 entre afios,
sugiriendo cambios interanuales en la oferta floral disponible. En particular, el grupo 1
conformado por diez muestras de las cuales siete corresponden a la cosecha 2022, se
caracterizé por una composicién claramente polifloral, con aportes relevantes de B.
salicifolius, S. buxifolia, Schinus sp., T australis, Trifolium sp. Baccharis sp. Echium
plantagineum, Erygium sp., entre otros. Si bien la muestra 22-F3 present6 un perfil
monofloral de Myrtaceae y, ademas, correspondié a una cosecha mas tardia, se decidié
incluirla dentro de este cldster para simplificar las comparaciones. Este grupo refleja la
elevada riqueza botanica del area y sugiere que las abejas forrajeras utilizan diversos

recursos florales para sostener la nutricién de la colonia (Abou-Shaara, 2014).

Por otra parte, trece muestras se agruparon por presentar un predominio marcado de
B. salicifolius (Grupo 2), en las que esta especie superd el 40 % del contenido polinico
total en todas las muestras. La representatividad de este grupo varié entre cosechas:
en 2022 correspondio 12,5% de las muestras, aumenté en 2023 a 21,4% y alcanz6 su
mayor proporcion en 2024, con 57,1% muestras. Este patron sugiere una mayor
contribucién relativa de B. salicifolius como fuente de néctar en 2024, probablemente

asociada a cambios interanuales en la disponibilidad floral.

Un tercer conjunto, el Grupo 3 estuvo conformado por catorce mieles que presentaron
un promedio del 30 % de polen de S. buxifolia. Este grupo representé el 37,5% de las
muestras en 2022, y el 28,6% tanto en 2023 como en 2024, lo que indica una presencia
sostenida a lo largo de las cosechas. Sin embargo, pese a la representaciéon importante
de S. buxifolia en este grupo, solo dos muestras alcanzaron la categoria de
“monoflorales”. Esto contrasta con lo observado para B. salicifolius en el Grupo 2, donde
la mayoria de las mieles superaron el 45 % de polen requerido para dicha clasificacién.
Estas diferencias podrian relacionarse con variaciones en la oferta floral, la
disponibilidad espacial y temporal de los recursos, o con patrones de forrajeo

especificos

Ademas, solo tres muestras integraron el grupo de T australis (G4), con un promedio

del 67 % de su contenido polinico. Esta especie riberefia, tipica de ambientes asociados
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a cursos de agua (Brussa & Grela, 2007), estuvo presente solo en las cosechas del 2022

y 2023 de las mieles analizadas.

El Grupo 5, compuesto por cuatro muestras, presenté un promedio de 84 % de polen
de Eucalyptus sp. Si bien se trata de un polen con tendencia a la sobre-representacion
en los recuentos melisopalinoldgicos, estos porcentajes superan el umbral
habitualmente utilizado para clasificar mieles como monoflorales (270 %). La elevada
representacion de polen de Eucalyptus sp. sugiere que estos arboles, probablemente
ubicados en las cercanias del area protegida, actuaron como recurso floral primario
durante el muestreo 2023. Este predominio puede atribuirse, en parte, a las
condiciones de sequia registradas en la region, que llevaron al Ministerio de Ganaderia,
Agricultura y Pesca a declarar la emergencia agropecuaria en octubre de 2022,
afectando a varios sectores productivos, incluida la apicultura (Cortelezzi et al., 2023).
En condiciones de estrés hidrico, la floracion de muchas especies nativas suele
reducirse o retrasarse, mientras que los eucaliptos, conocidos por su elevada tolerancia
a estas condiciones adversas (Corbella et al,, 2002; Robinson et al., 2006), contintian
floreciendo y aportando recursos nutricionales. Esto probablemente condujo a una
mayor dependencia de las abejas a la floraciéon de Eucalyptus sp. como fuente de

alimento.

5.2. Parametros fisicoquimicos, bioactivos y digestibilidad in vitro

Todos los resultados se encontraron dentro de los limites establecidos: acidez libre (<
50 meq./Kg), contenido de humedad (max. 20g/100g) y HMF (max. 60mg/Kg) de
acuerdo con la normativa alimentaria nacional y del MERCOSUR (Reglamento
Bromatolégico Nacional, 2022; MERCOSUR, 1999), con la excepcién de la muestra 22-
A1, que presentd valores de HMF superiores a 60 mg/kg. Este resultado podria
explicarse por una exposicion a temperaturas elevadas durante el almacenamiento de
esta muestra, dado que el HMF tiende a incrementarse como consecuencia del

calentamiento y del envejecimiento de la miel (Da Silva et al., 2016).

Con respecto a la conductividad eléctrica, parametro no regulado por el RBN, 8
muestras estuvieron por debajo del maximo establecido para mieles florales por el

Codex Alimentarius (< 800 uS/cm) umbral que se utiliza como criterio para diferenciar
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mieles de néctar de mieles de mielada o mezclas, las cuales suelen tener
conductividades > 800 puS/cm (Codex Standard, 2001). Aunque las demdas muestras
excedieron dicho umbral, el elevado contenido de polen observado en los analisis
melisopalinolégico de las muestras, indica un origen predominantemente floral, por lo

que no corresponderia a la categoria de mieles de mielada.

Ademas, los valores de conductividad obtenidos, son consistentes con otras mieles de
origen botanico diverso: como mieles de frutilla (454 a 1120 uS/cm, Tananaki et al,
2025); mieles de castano (1160 pS/cm , Sanchez-Martin et al, 2022)(1430 pS/cm,
Ucurum et al., 2024); mieles de Nueva Caledonia, Francia (404 - 1464 uS/cm, Bucekova
et al, 2023) y en mieles de la regién central de Panama (236 and 939 uS/cm, Rivera-
Mondragén et al., 2023). Asimismo, en un marco regional, mieles recolectadas en
distintos departamentos de Entre Rios, Argentina mostraron un amplio rango de
conductividad 240-1810 puS/cm (Brelis et al., 2023). En Uruguay, se han descrito mieles
florales procedentes de bosques naturales y de flora nativa, con significativo contenido
de polen y con conductividades que también superaron el limite establecido: entre 400
a 1700 puS/cm por Godoy et al., (2024); 353 a 1027 uS/cm por Tamafio & Cora, (2022);
entre 410 a 930 uS/cm por Cracco et al., (2022).

Estos antecedentes sugieren la necesidad de profundizar en el estudio de las
caracteristicas de los suelos uruguayos y su contenido mineral, factores que podrian
contribuir en la alta conductividad observada. Asimismo, los resultados obtenidos
indican que los valores fijados por la normativa podrian revisarse considerando las
particularidades que presentan las mieles de esta regidn, a fin de evitar clasificaciones
erroneas como mielada por su alta conductividad en mercados de exportacidn, y la
consecuente pérdida econdmica para el sector apicola. En este sentido seria de interés
incluir estudios de composicién polinica que contribuyan a la valorizacién de las mieles

locales como se propone en esta tesis.

Por su parte, el analisis de componentes principales permitié identificar asociaciones
relevantes sobre los parametros fisicoquimicos, destacAndose una relacién directa
entre el HMF y el color, en contraste con el pH y la conductividad, que se ubicaron en el
extremo opuesto de la primera dimension. La acidez y la humedad fueron las variables
que contribuyeron a la segunda dimensiéon. No obstante, el PCA no logr6 separar los

grupos polinicos previamente definidos, lo que podria indicar que los parametros
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fisicoquimicos estan mas influenciados por factores ambientales, edaficos y
condiciones de maduracién que por el origen floral de las mieles (Feknous &
Boumendjel, 2022; Montenegro et al, 2013). Sin embargo, se observaron tendencias
interanuales bien definidas: las mieles de 2022 se asociaron con valores mas altos de
HMF y color; las de 2023 presentaron pH y conductividad superiores; mientras que las
de 2024 exhibieron un perfil intermedio. No obstante, dado que la cosecha 2022 estuvo
integrada mayoritariamente por mieles poliflorales y las del 2024 por mieles del grupo
2, resulta dificil discriminar en este caso cuanto de la respuesta se atribuye al efecto

“afio” y cuanto al efecto “origen floral”.

En el estudio de los componentes bioactivos, el contenido de fenoles totales (TPC)
mostr6 una marcada variabilidad entre las muestras, determinada nuevamente por el
afno de cosecha (Tabla 4.5). Las mieles recolectadas en 2022 presentaron los valores
mas elevados, mientras que las correspondientes a 2023 y 2024 mostraron
concentraciones mas proximas a las registradas para la miel de Manuka. En particular,
los valores obtenidos en este estudio (763 * 5,9 mg GAE/kg) fueron comparables a los
reportados por George et al. (2025) para Manuka (726 * 7,76 mg GAE/kg). Ademas,
estos resultados se encuentran dentro de los rangos reportados para mieles espafiolas
(340-2420 mg GAE/kg; Alevia, et al., 2021), mieles de Argelia (197 - 4641 mg GAE/Kg;
Harbane et al, 2024) para mieles de flora nativa de Chile (848-1814 mg GAE/kg;
Montenegro et al., 2013), y superan los valores descritos para mieles de Polonia (378-
776 mg GAE/kg; Kunat-Budzynska et al., 2023) y de Eslovaquia (91-452 mg GAE/kg;
Bucekova et al., 2019).

Como se explico en la Metodologia, la determinacion de TPC no presenta especificidad
exclusiva por compuestos fendlicos, pudiendo reaccionar otras sustancias con
capacidad reductora, como los azucares reductores y algunos aminoacidos presentes
en la miel (Lawag et al. (2023) y Ky et al. (2014). En este sentido, algunos autores
definen en lugar de TPC, TRC (total reducing capacity), capacidad reductora total
(Farkas, 2022).

Por otro lado, las concentraciones de H202 se encuentran dentro de los rangos
reportado por Osés et al., 2024; Bucekova et al., 2023; AL-Waili et al., 2013; Brudzynski
et al, 2011. Dada la relevancia del H202 en la actividad antibacteriana de la miel,

diversos investigadores han cuantificado su concentracion, pero empleando diferentes
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metodologias, lo que en muchos casos dificulta la comparacién directa entre estudios.
En los trabajos previamente mencionados, la cuantificacién de H,0, se realizé en un
rango de diluciones de miel comprendido entre 50 % y 20 %, utilizando métodos de
mediciéon basados en fluorescencia. De este modo, se observoé que, mientras en el
ensayo analitico la sefnal de fluorescencia disminuye al diluir el estandar de H,0,, en
las muestras de miel la cantidad de H202 generado aumenta al reducirse la
concentracion de miel. En esta tesis se observd el mismo efecto, para todos los grupos
polinicos de mieles de Montes del Queguay a menor concentracién de miel se obtuvo

mayor concentracion de H202 (Figura 4.7).

Por otro lado, se estudio la variaciéon de concentracion de H202, para determinar si las
mieles mostraban un comportamiento coherente con el perfil no lineal tipo “U
invertida” descrito por (Brudzynski, 2020). En este estudio no fue posible corroborar
que la produccién de H202 aumente con el tiempo tras la dilucién, como han sefialado
otros autores (Bucekova et al., 2023;Lehmann et al, 2019), salvo la muestra: 23-F2
donde se observa en la Figura 3.8 un aumento a las 4 hs de medicién y luego un
descenso. En este sentido, los perfiles temporales mostraron una disminucion
progresiva de H202 en la mayoria de las muestras, aunque con respuestas claramente
diferenciadas entre ellas. Algunas mieles conservaron mas del 70 % de la concentracién
inicial tras 6 horas, mientras que otras descendieron a niveles cercanos o incluso por

debajo del limite de deteccién en ese mismo periodo.

La rapida pérdida observada en ciertas muestras podria deberse no sélo a una mayor
actividad catalasa o al mayor contenido fenélico (mayor capacidad antioxidante), sino
también a la interaccién de estas variables con el tiempo de almacenamiento. Las
mieles de 2024 resultaron mas estables que las de 2022, probablemente porque fueron
analizadas a los seis meses de su recoleccién, mientras que las de 2022 se evaluaron
después de dos afios. Este factor temporal podria haber favorecido la degradacién
enzimatica o la pérdida de compuestos relacionados con la generacidn del peroxido.
Gruznov et al. (2024) observaron que el contenido de H202 en mieles monoflorales
almacenadas 12 meses depende fuertemente de la temperatura: se mantuvo
relativamente estable a 0-5 °C, mientras que a 18 °C el descenso significativo comenzo
a partir del sexto mes, con variaciones segun el origen botanico. Este antecedente

sugiere que el tiempo de almacenamiento puede influir en la estabilidad; por lo que

76



seria conveniente analizar las mieles en una ventana postcosecha comparable (3-6

meses) o conservarlas en condiciones controladas.

Al comparar la produccién de H,0, entre grupos polinicos, las mieles poliflorales (G1)
y las de B. salicifolius (G2) se caracterizaron por concentraciones moderadas Yy,
especialmente, por una variabilidad marcada entre muestras. En contraste, las
medianas mas altas se concentraron en grupos especificos: Eucalyptus sp. en la dilucién
al 25% (p/v) y S. buxifolia en la dilucién al 40% (p/v), lo que sugiere que ciertos
origenes pueden favorecer mayores niveles de H202 bajo determinadas diluciones. No
obstante, la dispersion observada dentro de los grupos y en particular en G1 y G2,
indica que la producciéon de H202 no depende exclusivamente del origen botanico;
ademas, como se evidenci6 en los perfiles temporales, mieles de un mismo origen, pero

de diferentes afios de cosecha pueden presentar concentraciones distintas (Figura 4.8).

La dindmica del H202 en las mieles refleja un equilibrio entre su generacién y su
consumo/transformaciéon dentro de una matriz compleja: ademas de la produccién
asociada a la glucosa oxidasa, el peréxido puede degradarse mediante reacciones
catalizadas por Fe/Cu, con formacién de radicales, y participar en reacciones con
polifenoles y 4cido benzoico que originan otras especies oxidantes mas estables, lo que
contribuiria a explicar su rapida disminucién en algunas muestras (Khataybeh et al,
2023; Guttentag et al., 2021) y ayuda a comprender por qué el H202 no siempre se
relaciona de forma directa con variables enzimaticas (GOx) o con la bioactividad

(Sanhueza & Fuentes, 2025; Brudzynski, 2023).

Por otro lado, al evaluar el posible efecto del proceso digestivo sobre los componentes
bioactivos, las 14 mieles de la cosecha 2024 mostraron un incremento significativo del
TPC tras la digestidn in vitro (Figura 4.17) Este aumento podria estar relacionado con
una mayor bioaccesibilidad de los compuestos fendlicos, dado que numerosos
polifenoles dietarios se encuentran en forma conjugada con azucares (glucésidos) o
fuertemente asociados a otros componentes de la matriz alimentaria, lo que limita su
extraccion, pero permite su liberacién progresiva durante la digestién, por accién de
enzimas con actividad [3-glucosidasa, del acido gastrico y de las enzimas intestinales
(Nufiez-Gémez et al., 2023; Rudrapal et al, 2022). Resultados similares fueron
reportados por Alevia et al. (2021) en mieles espafiolas de distintos origenes botanicos,

donde también se observé un aumento del TPC tras la digestion (antes de la digestion:
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24 - 242 mg/100 g; después de la digestion: 108-211 mg/100 g). En contraste,
O’Sullivan et al.,2013, trabajaron con mieles comerciales de Irlanda y no encontraron
diferencias significativas en el contenido de polifenoles tras la digestiéon. Asimismo,
investigaciones como las de Magoshi et al, 2023 en mieles Fynbos de Sudafrica y
Seraglio et al, 2017 en mieles de Brasil, informaron una disminucién en la
concentracion de polifenoles después de la simulacion digestiva. Esta variabilidad en
los resultados podria atribuirse a las caracteristicas particulares de los compuestos
fendlicos presentes en cada tipo de miel, que pueden mostrar distinta sensibilidad
frente a las condiciones del proceso digestivo (Alevia et al., 2021). Sin embargo, pese al
aumento del TPC tras la digestion in vitro, las fracciones digeridas no mostraron
actividad antimicrobiana en las condiciones evaluadas, lo que confirma el efecto de la
dilucién en la bioactividad y/o de compuestos que se modifican o no quedan

disponibles durante la digestion.

5.3. Actividad antimicrobiana

5.3.1 Influencia del afio de cosecha y variabilidad fisicoquimica

La actividad antimicrobiana de las mieles estuvo fuertemente modulada por el afio de
cosecha, en concordancia con las diferencias fisicoquimicas y melisopalinolégicas
observadas. Este patrén coincide con estudios que destacan que la bioactividad de las
mieles depende de multiples factores ambientales y productivos, incluyendo
condiciones climaticas, composicion floral, nutrientes del suelo, manejo de colmenas y
procesos posteriores a la cosecha (Xie & Coghi, 2025; Bazaid et al., 2022; Nolan et al.,
2019).

En términos generales, las mieles cosechadas en 2022 mostraron mayor potencia
inhibitoria, las de 2023 un desempefio menor, y 2024 exhibié actividad tanto
inhibitoria como microbicida. Esto se reflejé también en el contenido fendlico total, el
color y la posicion en el PCA, donde 2022 con mayor TPC, se asoci6é a mayor intensidad
de color, indicadores vinculados a compuestos pro-oxidantes y actividad antibacteriana
(Brudzynski, 2023). Las mieles de 2023 se asociaron a pH mas elevado, mayor
contenido de humedad y conductividad eléctrica, mientras que 2024 representé un

perfil intermedio con asociacidn positiva a conductividad eléctricay pH (Figura 4.6).
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La variacién interanual observada es consistente con lo reportado globalmente para
mieles expuestas a fluctuaciones ambientales, estrés vegetal o cambios en la
disponibilidad floral, donde ciclos de floracion afectan tanto el contenido de polifenoles
como la expresion de componentes peréxido y no peréxidos dependientes (Brudzynski

etal,2011).

Respecto al estudio de la posible actividad antimicrobiana por volatiles no se observd
efecto frente a los microorganismos en las condiciones evaluadas. Sin embargo, la
literatura sugiere que los compuestos volatiles (y también los no volatiles/semi-
volatiles) pueden contribuir parcialmente a la actividad antibacteriana de la miel
(Ogwu et al., 2025; Feknous & Boumendjel, 2022). En miel monofloral de Ulmo, por
ejemplo, se identifico un perfil amplio de volatiles (50 compuestos, aislados por
microextraccién en fase sélida) y de compuestos no volatiles/semi-volatiles, y se
propuso que esta diversidad-particularmente rica en derivados bencénicos-podria
explicar en parte su bioactividad, incluyendo actividad antibacteriana (Acevedo et al.,
2017). En este marco, la ausencia de efecto en nuestro ensayo podria deberse a
concentraciones insuficientes en la fase gaseosa y/o a que su contribucién requiera
condiciones de exposicidon diferentes o interacciéon con otros constituyentes de la

matriz.

5.3.2 Papel de la composicién botanica

Los modelos basados en arboles de particién (Tabla 4.8) indicaron que el afio de
cosecha fue la variable con mayor influencia en el potencial antimicrobiano, y la
composicion polinica surgié como el segundo predictor. Dado que la distribucidn
botanica cambid entre afios -predominio polifloral en 2022 y Grupo 2 (dominado por
B. salicifolius) en 2024- el efecto “cosecha” no puede considerarse independiente del
origen floral. Trabajos previos han demostrado también vinculos entre familias
botdnicas y bioactividad. Bucekova et al. (2023) mostraron que mieles ricas en
Myrtaceae presentan mayor capacidad inhibidora. B. salicifolius, integrante de esta
familia, podria aportar compuestos comunes con relevancia antimicrobiana, hip6tesis

coherente con la mayor frecuencia de MIC y MMC bajas en mieles 2024.

Asociaciones adicionales detectadas sugieren que mayor proporcion de poélenes de

Lotus o bajas representaciones de Gleditsia se vinculan con mayor efecto frente a S.
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aureus, mientras que concentraciones elevadas de Papilionoideae o Brassicaceae se
asociaron con menor actividad frente a E. coli, posiblemente por dilucién o
antagonismo quimico entre floraciones. Adicionalmente, T australis emergié como

marcador de inhibicion frente a P. aeruginosa, reforzando su potencial en flora nativa.
5.3.3. Actividad antibacteriana

La sensibilidad variable entre Gram-positivas y Gram-negativas ha sido ampliamente
documentada. Aunque algunos estudios reportan mayor susceptibilidad de las Gram-
positivas (Bucekova et al, 2023; Grecka et al, 2018), existen casos opuestos
(Gkoutzouvelidou et al., 2021; Escuredo et al., 2012), reflejando que la bioactividad de
la miel depende mas del origen y composicion de la miel que del tipo de pared celular
de las bacterias. Entre los mecanismos involucrados se describen dafio de membrana,
permeabilizacion de lipopolisacaridos y alteraciones de la divisién celular, con
contribucién tanto peréxido dependiente como no dependiente (Bezerra et al., 2024).
Lo resultados obtenidos en este trabajo son consistentes con la naturaleza
multifactorial de la actividad antibacteriana de la miel. A concentraciones altas, la
elevada osmolaridad y la baja actividad de agua generan un intenso estrés osmotico
que limita el crecimiento microbiano, mientras que el pH acido contribuye a crear un
ambiente desfavorable para diversos procesos metabolicos. Sin embargo, estos factores
fisicoquimicos por si solos no explican completamente la actividad observada, ya que
en esta tesis la generacion de H202 aument6 al disminuir la concentraciéon de miel,
evidenciando que el componente peréxido puede expresarse con mayor intensidad en

condiciones de dilucién intermedia.

En cuanto a diferencias de susceptibilidad, en este estudio P. aeruginosa fue la bacteria
mas sensible, el 68,2% de las muestras de miel presenté MIC < 26,7% (p/v) y €1 90,9%
de las mismas tuvieron efecto microbicida, incluyendo valores tan bajos como 13,3%
(p/v). Los rangos se alinean con mieles de diversas regiones del mundo, incluyendo
Letonia, Canada y Malasia (Henriques et al., 2011; Girma et al, 2019; Skadins et al,
2023; Tan et al, 2009). Esta actividad se reforz6 en 2024, coherente con la

predominancia de B. salicifolius y la asociacion del Grupo 2 con mayor bioactividad.

S. aureus mostro alta sensibilidad en mieles del 2022 y 2024, mientras que en las del
2023 la actividad fue consistentemente inferior. Aunque varios poélenes se asociaron a
mayor efecto, ninguno fue determinante unico. E. coli fue también tolerante a estas
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mieles, requiriendo = 26,7% (p/v) para inhibiciéon o muerte celular, en concordancia
con estudios de mieles espafiolas y balticas (Alevia et al., 2021; Skadins et al., 2023).
Para esta bacteria, B. salicifolius se presenté como el mejor predictor de efecto

microbicida.
5.3.4. Actividad antifingica

El perfil antifungico evidenci6 diferencias claras entre especies. A. brasiliensis fue
resistente en todo el rango ensayado, lo cual concuerda con estudios que describen alta
tolerancia fungica y necesidad de concentraciones superiores a las requeridas para
bacterias (Bazaid et al.,, 2022; Brudzynski, 2006). El hecho de que C. albicans resultara
mas susceptible que A. brasiliensis pero mas resistente que las bacterias concuerda con
lo sefialado por Fernandes et al. (2020), quienes sefialaron que la presién osmoética -
mecanismo importante en la inhibicién bacteriana- es menos efectiva en levaduras.
Asimismo, los valores observados se alinean con estudios que reportan MIC altas y
ausencia de muerte celular por debajo de concentraciones muy elevadas en mieles
monoflorales europeas (Fernandes et al, 2020). Aunque ensayos cualitativos de
difusion han detectado inhibicién fingica en otras regiones (Kunat-Budzynska et al,
2023), metodologias basadas en microdilucién -como la empleada aqui- tienden a

revelar mayor resistencia.

La asociacion entre actividad fungicida y polen de B. salicifolius sugiere que este taxdn
podria contribuir de forma sinérgica con el sistema glucosa oxidasa-H,0,, mecanismo
clave en el control de levaduras (Irish et al, 2011; Fernandes et al., 2021). Resulta
también consistente la ausencia de efecto en concentraciones bajas, en linea con la
resistencia fisiologica de levaduras a la presion osmotica (Fernandes et al, 2020).
Comparativamente, mieles de Aroeira presentan actividad significativamente mayor
frente a C. albicans (Lima et al., 2022), reforzando una vez mas la importancia del origen

floral.

5.3.3 Comparacion con mieles internacionales y miel de Manuka

Los valores de MIC y MMC obtenidos para las mieles estudiadas se ubicaron dentro del
rango descrito para mieles de Europa, Oceania y América (Alevia et al.,, 2021; Skadin$
et al, 2023; Tan et al, 2009; Brudzynski et al, 2011). La miel de Manuka mostro

actividad superior, especialmente frente a bacterias Gram-negativas, con MIC y MMC
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tan bajos como 6-13% (p/v), coherentes con estudios sobre UMF 5+ a 25+ (Henriques
et al., 2011; Girma et al.,, 2019). Si bien varias mieles locales igualaron su MIC frente a
P aeruginosa, Manuka alcanz6 actividad bactericida a concentraciones similares,

confirmando un aporte adicional de mecanismos no peréxido dependientes.

En conjunto, los resultados demuestran que las mieles de esta region presentan
actividad antimicrobiana comparable a la registrada en mieles bioactivas de referencia,
incluyendo Manuka. La bioactividad estuvo modulada por una interaccién entre afio de
cosecha, composicion botanica y factores fisicoquimicos que influyen en la expresién y
estabilidad de metabolitos antibacterianos y antiftingicos. La integracién de analisis
ambientales, melisopalinolégicos y metabolémicos permitird identificar floraciones
clave - como B. salicifolius y T australis - y comprender cémo la variabilidad interanual

determina el potencial terapéutico de las mieles.

5.3.4 Inhibicion de formacion de biofilms

La capacidad antibiofilm de las mieles evaluadas mostr6 un perfil dependiente de la
concentracion y marcadamente distinto entre los microorganismos evaluados. Este
comportamiento se alinea con lo observado previamente en los ensayos de MIC y MMC,
donde P. aeruginosa fue el microorganismo que mostrd, en términos globales, mayor
sensibilidad a las mieles en comparacion con S. aureus. Nueve muestras alcanzaron
niveles de inhibicidon de biofilm = 90% frente a P. aeruginosa en concentraciones
intermedias de miel (26,7 %(p/v)), mientras que S. aureus requirio, en general,
concentraciones mas elevadas. En términos de aplicabilidad, la inhibicién de biofilm
frente a P. aeruginosa es especialmente relevante en el contexto de heridas cronicas,
donde los biofilms explican gran parte de las infecciones persistentes y la respuesta

limitada a antibioticos (Lu et al., 2019).

En comparacidn con la miel de referencia Manuka, varias de las mieles fueron igual de
eficientes en la inhibicion de formacién de los biofilms bacterianos evaluados. Si bien
no se han encontrado en la literatura muchos reportes de inhibicién de biofilms por
miel de Manuka en las condiciones evaluadas en esta tesis, en concordancia, Pleeging
et al, (2020) observaron en un modelo de biofilm de herida in vitro sobre dermis
artificial, que un producto comercial que contenia 100% miel de Manuka -
Medihoney®- inhibié la formacién de biofilm de P. aeruginosa PAO1 (reduciendo 1,45
log las células bacterianas con respecto al control del biofilm formado sin tratamiento).
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Este patron de mayor sensibilidad de P. aeruginosa durante la formacion del biofilm, es
consistente con lo reportado por Skadin$ et al. (2023), donde evaluaron mieles de
diferentes origenes botanicos, a una concentracién de 80 % p/v, frente a patégenos
asociados a infecciones de heridas croénicas. Observaron una mayor actividad
antibiofilm frente a bacterias Gram-negativas que sobre las Gram-positivas, reportando
a la concentracion evaluada, porcentajes de inhibicién de formacién de biofilm de P

aeruginosa ATCC 27853 entre 40 % a 72 % y de S. aureus ATCC 25923 25 % a 62 %.

Balazs et al, (2023) describe que P aeruginosa presenta una matriz de biofilm
compleja, en la que el alginato contribuye a la tolerancia a antimicrobianos; sin
embargo, su transicién a biofilm y su virulencia dependen fuertemente de procesos
regulados por quorum sensing (QS), que gobiernan adhesién y maduracién del biofilm.
En linea con este mecanismo, Bazaid et al. (2022) reportaron que ciertas mieles saudi
presentaban actividad anti-QS y reducian factores regulados por QS en P. aeruginosa.
En este marco, la tendencia observada en nuestras muestras sugiere que el Grupo 2 (B.
salicifolius), que mostr6 mayor eficiencia frente a P. aeruginosa, podria estar asociado a
un perfil quimico con capacidad de interferir no solo en parametros fisicoquimicos
(osmolaridad, pH, H202, compuestos fenoélicos), sino también en procesos regulados
por QS durante etapas tempranas del biofilm. Si bien este estudio no evalué QS de forma
directa, antecedentes recientes muestran que el origen botanico puede condicionar
marcadamente la actividad antibiofilm en P aeruginosa; por ejemplo, mieles
monoflorales iranies presentaron respuestas dependientes de la concentracién y

diferencias entre origenes (Alshaybawee et al,, 2025).

En conjunto, si bien existe evidencia de que el origen botanico se asocia con mayor o
menor actividad antibacteriana/antibiofilm, estas actividades estdn estrechamente
vinculadas a la composicion quimica de la miel. Dicha composicién resulta de la
interaccion entre factores endégenos (principalmente el origen botdnico) y factores
exdgenos, como el drea geografica de las colmenas, las condiciones climaticas y los
procesos de cosecha, entre otros. En consecuencia, cada miel constituye una matriz
natural Unica cuya caracterizacién fisicoquimica permite comprender mejor su

potencial biolégico (Nan et al., 2025).
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5.3.5  Correlaciones entre actividad antimicrobiana y parametros
fisicoquimicos y quimicos

El mapa de correlaciones confirma que los indicadores microbiolégicos tienden a
moverse en conjunto: cuando una miel presenta mejor desempefio inhibitorio se asocia
a mayor probabilidad de efecto microbicida (MC) y en el caso de S. aureus a mayor
actividad antibiofilm. En cambio, frente a P aeruginosa no se observa la misma
correspondencia entre la actividad plancténica y la inhibicién del biofilm, y este
desacople ha sido reportado en estudios previos. Por ejemplo, mieles de Portugal con
MIC similares mostraron eficacias diferentes sobre biofilms bacterianos (Bezerra et al.,
2024). Asimismo, Farkas et al. (2022) no observaron una correlacion significativa entre

MIC y efecto antibiofilm en mieles de Hungria.

Por otro lado, la asociaciéon inversa entre H202 y los indicadores de actividad
antimicrobiana puede interpretarse considerando el efecto de la dilucién. En estas
mieles, el H202 cuantificado fue mayor en concentraciones mas bajas y menor a mayor
porcentaje de miel. Esto es consistente con que la dilucién activa GOx y modula la
acumulacion de peréxido (Brudzynski & Sjaarda, 2021; Masoura et al., 2020). Al mismo
tiempo, la probabilidad de observar actividad antimicrobiana aumenta al incrementar
la concentracién de miel por efectos de matriz (osmolaridad/pH) y por la contribucién

de componentes no peroxido (Proafio et al.,, 2021).

En cuanto al TPC, se observaron asociaciones significativas, pero no uniformes entre
variables (asociacion positiva con IC_P y negativa con InBiof P). Este comportamiento
es similar a lo descrito en mieles de castafio, donde la mayor actividad antimicrobiana
podria explicarse por componentes no peréxido (como flavonoides), pero no se
estableci6 relaciéon directa entre las concentraciones de compuestos fenodlicos
analizados y la respuesta bioldgica. En ese mismo trabajo, se demuestra que la
capacidad antioxidante se correlacioné con los valores de MIC (Farkas et al., 2022). En
contraste, también se ha reportado que mieles con mayor contenido de fenoles y
flavonoides presentan un mejor desempeiio antimicrobiano, lo que confirma que la
contribucién de los compuestos fendlicos puede ser relevante pero no universal (Nan

etal, 2025).
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Asimismo, la colinealidad marcada entre fenoles y pH, junto con la asociacion positiva
H202-pH, sugiere que parte de las correlaciones con actividad podrian reflejar perfiles
composicionales: mieles mas acidas y ricas en fenoles versus mieles con pH mas alto y
mayor componente perdxido. En este marco, la asociaciéon negativa entre fenoles e
inhibicion de biofilm en P aeruginosa podria interpretarse como resultado de esta
estructura conjunta de variables. Ademas, debe considerarse que los fenoles pueden
actuar simultaneamente como fitocomponentes antimicrobianos y como
antioxidantes. En este udltimo rol, pueden modular la dindmica redox, incluyendo la
persistencia del H202. Esto concuerda con la evidencia de que la relacién entre
concentracion de H202y potencia antibacteriana no siempre es lineal. Se han descrito
casos con correlacion débil o nula entre H202 y actividad antibacteriana, lo que apoya
la naturaleza multifactorial de la matriz miel (Tsavea et al., 2022; Farkas et al., 2022).
Ademas, se ha reportado que el H202 explica solo una fraccién de la variacién de la
actividad entre mieles. Algunas muestras pueden perder H,0, rapidamente por accién
de catalasas o por consumo en reacciones redox mediadas por antioxidantes, sin que

ello elimine necesariamente la actividad global (Guttentag et al., 2021).

5.4. Discusion general

En una discusion de alcance general, los resultados de esta tesis se insertan en un
escenario internacional donde la investigacion sobre mieles con actividad
antimicrobiana enfrenta limitaciones metodolégicas relevantes, particularmente la
falta de estandarizacion en el tipo de miel y en las concentraciones empleadas en los
ensayos, lo que dificulta la comparacion entre estudios y la construccion de evidencias
sélidas que permitan avanzar hacia guias de uso clinico (Xie & Coghi, 2025). Esta
ausencia de criterios homogéneos contribuye, ademas, a la existencia de resultados
inconsistentes en la literatura, frecuentemente asociados a diferencias en la calidad de
las mieles, su procesamiento, posible contaminacién y variabilidad composicional,
factores que impactan directamente en la eficacia bioldgica observada (Ogwu & Izah,
2025). En este contexto, la caracterizacidn integral de mieles de Montes del Queguay
aporta informacion relevante y necesaria para reducir esa brecha de conocimiento, al
vincular origen botanico, parametros fisicoquimicos y actividad antimicrobiana en un

entorno de alta biodiversidad y baja intervencién antrépica.
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En paralelo, la evidencia disponible sugiere que una de las aplicaciones clinicas mas
relevantes de la miel es el manejo tépico de heridas, particularmente en lesiones
cronicas donde la persistencia de la infeccidn se asocia a la formacién de biofilms y a
una menor respuesta a antibiéticos. En este marco, estudios clinicos han confirmado
que los apdsitos con miel pueden acelerar la cicatrizacién y mejorar los desenlaces en
pacientes con Ulceras diabéticas y quemaduras (Ogwu et al., 2025; Combarros-Fuertes
et al, 2020). Considerando estos antecedentes y los resultados obtenidos en esta tesis
(incluida la marcada inhibicién de biofilm de P. aeruginosa), las mieles de Montes del
Queguay emergen como candidatas de interés para explorar usos no alimentarios en
formulaciones a base de miel (geles, apdsitos u ungiientos), siempre condicionado a la
realizacion de estudios adicionales que evaltien su desempefio en condiciones clinicas

y bajo estandares de calidad apropiados.

A suvez, el creciente interés de consumidores cada vez mas conscientes de la salud por
productos naturales, funcionales y de alta calidad refuerza la importancia de generar
evidencia cientifica que respalde la diferenciacion y valorizacion de mieles singulares

(Bréina et al, 2021; Machado et al., 2020).

Desde una perspectiva mas amplia, la producciéon de miel con atributos funcionales no
solo puede contribuir al desarrollo de economias locales, especialmente en areas
rurales, sino también promover practicas apicolas y agricolas sostenibles, fortalecer la
conciencia comunitaria sobre la biodiversidad y resaltar el rol critico de los
polinizadores en la seguridad alimentaria (Pippinato et al, 2020). En este sentido,
resulta clave considerar el impacto ambiental de los sistemas productivos, dado que el
uso intensivo de pesticidas y los monocultivos amenazan la salud de las abejas, la
biodiversidad y la viabilidad a largo plazo de la apicultura, reforzando la necesidad de
apoyar modelos de produccion sustentables y a los apicultores locales como parte de

una estrategia integral que articule salud, ambiente y desarrollo (Ogwu & Izah, 2025).
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6. Conclusiones y Perspectivas

Esta tesis present6 un estudio integral del potencial antimicrobiano de mieles
producidas en el entorno de Montes del Queguay, abordando de manera conjunta el
origen botanico, la caracterizacidn fisicoquimica y los ensayos microbioldgicos frente a
bacterias y hongos de interés. Mediante herramientas multivariadas, se exploré la

relacion entre la variabilidad composicional de las mieles y su desempeno biolégico.

En primer lugar, el analisis melisopalinoldgico confirmé que las mieles de Montes del
Queguay presentan una alta diversidad de tipos polinicos pertenecientes a familias de
flora nativa. Se identificaron como taxones predominantes S. buxifolia, B. salicifolius,
otras Myrtaceae nativas y T australis, lo que evidencia la relevancia del ecosistema
como fuente de néctar y aporta evidencia para estrategias de diferenciacién basadas en

origen botanico

En relacion con los parametros fisicoquimicos, las mieles cumplieron con los limites
normativos nacionales y del MERCOSUR para humedad, acidez libre y HMF, excepto una
muestra con HMF elevado. En cuanto a la conductividad eléctrica, las muestras
mostraron valores relativamente altos en la mayoria de los casos en linea con lo
reportado para ciertas mieles de otras latitudes, aun cuando la evidencia
melisopalinolégica indic6 un origen predominantemente floral. Dado que este
parametro se asocia estrechamente con el contenido de minerales, los resultados
apoyan la necesidad de profundizar el rol de factores edaficos/minerales locales y
sugieren que, para evitar clasificaciones erroneas en mercados de exportacion, seria
conveniente considerar enfoques integrados que incluyan composicién polinica y

caracterizacion fisicoquimica en la valorizacion de mieles uruguayas.

El contenido de TPC mostr¢ alta variabilidad y estuvo fuertemente asociado al afio de
cosecha, con valores mas altos en 2022. La concentraciéon de H,0, se ubicé dentro de
rangos reportados internacionalmente y reprodujo el patrén tipico de mayor
generacion a menores concentraciones de miel. Los perfiles temporales evidenciaron
comportamientos heterogéneos, con muestras que mantuvieron niveles elevados por
varias horas y otras con descensos rapidos. La estabilidad del componente peréxido se
interpretdé como resultado del balance entre generacién y consumo/degradacion en

una matriz compleja, y los antecedentes bibliograficos refuerzan que el tiempo de

87



almacenamiento puede afectar la fraccion peroxido-dependiente; por ello, para futuras
comparaciones entre cosechas es recomendable analizar en ventanas postcosecha

comparables (3-6 meses) o conservar bajo condiciones controladas de temperatura.

Tras la simulacion digestiva in vitro, las mieles 2024 mostraron un incremento
significativo del TPC, compatible con mayor bioaccesibilidad de compuestos
reductores/fendlicos. Sin embargo, las fracciones digeridas no presentaron actividad
antimicrobiana en las condiciones evaluadas, lo que sugiere que la dilucién y/o las
transformaciones durante la digestién reducen la bioactividad detectable en el ensayo

microbiolégico.

La actividad antimicrobiana estuvo principalmente determinada por el afio de cosecha.
Los arboles de particion identificaron al afio como principal predictor y a la
composicion polinica como segundo, sugiriendo una interaccién entre variabilidad
interanual y origen floral, en este sentido, se destacaron asociaciones vinculadas con B.
salicifolius. En cuanto a la sensibilidad microbiana, P. aeruginosa fue el microorganismo
mas sensible, E. coli el mas tolerante y S. aureus mostré mejor respuesta en 2022y 2024
que en 2023. Con respecto a la actividad antifingica, A. brasiliensis fue resistente y C.
albicans present6 sensibilidad intermedia. En general, las mieles se ubicaron en rangos

internacionales y algunas se aproximaron a Manuka.

Por otro lado, la inhibiciébn de biofilm dependi6 de la concentracion y del
microorganismo: varias muestras lograron 290% de inhibicidn frente a P aeruginosa a
concentraciones intermedias, mientras que S. aureus requirid6 concentraciones
mayores. Dado su relevancia en heridas cronicas, estos resultados apoyan explorar usos

no alimentarios bajo estudios adicionales de eficacia, seguridad y estandarizacion.

En conjunto, los resultados respaldan la hipétesis de que las mieles de Montes del
Queguay, provenientes de un entorno con predominio de flora nativa y baja
intervencion antropica, presentan caracteristicas botanicas, fisicoquimicas y bioldgicas
de interés. Aunque la actividad antimicrobiana y antibiofilm estuvo modulada por una
interaccion compleja entre la composicidn y el afio de cosecha, los resultados obtenidos
respaldan su potencial de valorizacion. A esto se suma el valor ecolégico del sistema
apicola en la region, dado que la actividad de las abejas podria contribuir a la
polinizacién de la flora nativa, favoreciendo el mantenimiento de procesos ecoldgicos y
la conservacion de la biodiversidad en Montes del Queguay.
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A partir de los resultados obtenidos, se abren diversas perspectivas de investigacion y
aplicacion. En primer lugar, resulta relevante seguir avanzando hacia esquemas de
tipificacion y estandarizacién que integren informacion melisopalinoldgica,
fisicoquimica y mineral, en linea con los abordajes que viene desarrollando el equipo
de trabajo en el cual se desarrolla esta tesis (Tamafio & Cora, 2022; Zapata et al., 2025).
En este marco, el presente estudio aporta evidencia funcional de la actividad
antimicrobiana, que complementa la caracterizacion fisicoquimica y mineral lo que
permitiria mejorar la clasificacion y valorizacién de estas mieles y reducir el riesgo de

interpretaciones inadecuadas en el marco de normativas internacionales.

La marcada influencia del afio de cosecha sobre el contenido fendlico y la actividad
antimicrobiana destaca la necesidad de estudios interanuales que incorporen variables
ambientales y climaticas para comprender los determinantes de la bioactividad.
Asimismo, las asociaciones observadas entre ciertos taxones polinicos y el desempeno
antimicrobiano justifican la aplicaciéon de enfoques analiticos dirigidos a identificar

compuestos bioactivos y marcadores quimicos especificos.

Por otro lado, futuros trabajos deberian profundizar en la contribucidon relativa de las
fracciones peroxido y no peréxido, asi como en el impacto de las condiciones de
almacenamiento postcosecha sobre la estabilidad de la actividad biolégica. Los
resultados de digestion in vitro sugieren explorar modelos mas complejos que
permitan evaluar efectos indirectos o moduladores de los compuestos liberados tras la

digestion.

Finalmente, la destacada actividad antibiofilm, particularmente frente a P. aeruginosa,
respalda la exploracion de aplicaciones no alimentarias, como formulaciones tépicas.
Asimismo, seria valioso incorporar estudios de mecanismos de accién como
interferencia del quorum sensing, junto a evaluaciones adicionales de eficacia y
seguridad, al tiempo que refuerza el potencial de estas mieles como un recurso
diferenciable que contribuya al desarrollo local y a la conservacion de ecosistemas

nativos.
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8. Anexos

8.1. Resultados polinicos

Eucalyptus Trifolium  Scutia  Blepharocalyx Baccharis . Terminalia Echium t-Schinus Ammi  Eryngium Rumex e Sebastiania  Salix  Allophylus  Gleditsia  t-Eugenia

muestras e o Lotus sp. Brassicaceae . . , Myrtaceae Papilionoideae . g .

spp. Sp. buxifolia __salicifolius Spp. australis __plantagineum Sp. visnaga Spp. sp. brasiliensis Sp. edulis triacanthos Sp.
22-A1 16,7 14,6 14,1 13,3 71 6,3 6,0 4.8 34 55 0,0 1,5 1,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
22-B1 0,0 0,0 8,7 72,2 0,0 2,0 0,0 29 0,0 29 0,0 29 11 39 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
22-B2 0,0 13,2 10,6 49,4 0,0 0,0 0,0 183 0,0 18 0,0 0,0 0,0 0,0 2,0 1,3 0,0 0,0 0,0 0,0
22-C1 2,5 85 11,8 14,2 6,1 8,6 0,0 2,5 199 6,8 33 13,7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
22-C2 15,1 32 8,0 34 1,5 34 32 3,0 8,6 25,0 2,1 10,7 0,0 0,0 0,0 0,0 8,6 0,0 0,0 0,0
22-D1 12,0 19 11,2 4,4 3,0 10,3 5,6 4,2 11,0 20,2 19 6,7 0,0 0,0 0,0 0,0 11,1 0,0 0,0 0,0
22-E1 39 0,0 6,9 22,5 13,0 16,4 2,7 29 6,1 9,3 1,2 1,7 0,0 2,7 29 0,0 0,0 1,5 0,0 0,0
22-F1 0,0 0,0 43,2 20,3 0,0 2,4 0,0 16,6 0,0 57 0,0 0,0 0,0 0,0 2,1 1,1 2,7 0,0 0,0 0,0
22-F2 0,0 0,0 459 29,6 0,0 1,6 0,0 17,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
22-G1 0,0 0,0 45,7 23,8 0,0 21 0,0 18,9 0,0 14 0,0 0,0 0,0 2,0 1,3 0,0 0,0 0,0 1,7 0,0
22-H1 0,0 0,0 36,1 259 0,0 49 0,0 12,0 11,5 2,0 0,0 0,0 0,0 0,0 23 0,0 0,0 0,0 18 0,0
22-11 0,0 0,0 40,8 23,1 0,0 1,7 0,0 21,0 0,0 1,6 0,0 0,0 0,0 0,0 2,6 0,0 0,0 0,0 29 0,0
22-12 0,0 0,0 40,9 26,9 0,0 1,7 0,0 19,3 0,0 2,1 0,0 0,0 0,0 2,1 1,6 0,0 0,0 0,0 2,1 0,0
22-F3 0,0 0,0 32 0,0 2,0 0,0 0,0 2,7 0,0 99 0,0 0,0 79,8 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 0,0
22-F4 18 0,0 15,2 0,0 0,0 0,0 0,0 73,2 0,0 0,0 0,0 0,0 7,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
22-F5 36,7 0,0 3,1 0,0 28,9 2,6 0,0 1,7 0,0 2,4 0,0 0,0 22,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
23-A1 0,0 1,2 9,6 21,0 0,0 9,1 0,0 5,0 49 9,8 0,0 7,6 18,3 38 0,0 0,0 2,2 0,0 0,0 0,0
23-B1 0,0 15 219 21,8 0,0 1,0 0,0 338 2,2 0,0 0,0 7,0 56 1,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
23-B2 0,0 1,2 58,1 6,3 0,0 0,0 0,0 249 0,0 1,0 0,0 5,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
23-B3 0,0 0,0 19,3 3,6 0,0 16,0 0,0 59,3 14 3,6 0,0 2,3 23 14 0,0 0,0 14 1,6 0,0 0,0
23-G1 0,0 0,0 0,0 83,7 0,0 0,0 0,0 10,4 0,0 0,0 0,0 1,3 2,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
23-G2 0,0 0,0 115 26,1 0,0 0,0 0,0 215 0,0 31 0,0 2,1 85 20,0 0,0 0,0 0,0 24 0,0 0,0
23-H1 0,0 0,0 50 30,3 0,0 0,0 0,0 21,6 24 0,0 0,0 20,6 7,1 29 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
23-H2 0,0 0,0 4,1 183 0,0 0,0 0,0 67,5 11 0,0 0,0 32 24 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
23-F1 22,8 0,0 2,1 60,0 31 0,0 0,0 31 0,0 0,0 0,0 2,4 0,0 2,4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
23-F2 41,5 0,0 2,5 40,2 4,8 0,0 0,0 4,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 3,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
23-D1 83,2 0,0 0,0 1,1 73 2,0 16 0,0 1,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,3 0,0
23-D2 80,2 0,0 0,0 2,3 73 34 21 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
23-E1 85,2 0,0 0,0 0,0 6,4 1,6 21 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
23-E2 84,6 0,0 0,0 1,3 6,9 2,1 19 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
24-D1 11 0,0 24,7 28,5 0,0 33 0,0 26,0 6,7 6,4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
24-D2 0,0 0,0 24,7 28,2 0,0 33 0,0 26,1 6,8 55 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 19 0,0
24-B2 139 0,0 194 131 0,0 0,0 0,0 4,6 0,0 385 0,0 0,0 2,8 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 11 4,6
24-B3 8,3 0,0 15,4 50,2 0,0 57 0,0 74 14 14 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 38
24-F1 0,0 0,0 21,0 52,4 0,0 0,0 0,0 15,5 0,0 69 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,8 15
24-F2 0,0 0,0 233 534 0,0 0,0 0,0 14,8 0,0 4,6 0,0 0,0 15 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 0,0
24-F6 0,0 0,0 14 60,8 0,0 0,0 0,0 16,9 0,0 4,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 16 0,0
24-11 0,0 0,0 54 37,2 0,0 0,0 17,3 23,6 14 7,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 31 0,0
24-12 1,0 0,0 58 39,2 0,0 0,0 114 25,2 11 79 0,0 11 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 39 0,0
24-E1 0,0 0,0 19,6 51,3 0,0 0,0 0,0 15,7 0,0 6,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,8 0,0
24-E2 18 0,0 21,1 46,1 0,0 0,0 0,0 16,3 2,2 58 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 19 1,2
24-G1 0,0 0,0 169 75,2 0,0 0,0 0,0 59 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
24-H1 0,0 0,0 13,2 63,7 0,0 0,0 0,0 19,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,1
24-]1 2,2 0,0 40,9 3,3 0,0 1,1 0,0 1,9 0,0 41,4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 18 0,0 0,0 3,3
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8.2. Analisis de particion

Partition for IC_S

1,00 w
0,75 - - . - 1
o, P = -
© 0,50 . . .
= . . - .
0,25 -t . ) = |0
0.00 Lotus>=2 Lotus<2
cosecha(22) cosecha(24)
cosecha(22, 24) cosecha(23)
All Rows
RSquare N Number of
Splits
0,429 44 3
All Rows
[
Count G*2 LogWorth
44 60,632813 3,3070798
Level Prob
0 0,5455
1 0,4545
cosecha(22, 24) cosecha(23)
Count G*2 LogWorth Count Gr2
30 39,429466 1,5622818 14 7,2049219
Level Prob Level Prob
0 0,3667 0 0,9286
1 0,6333 1 0,0714
cosecha(22) cosecha(24)
Count G72 LogWorth Count GA2
16 15,442482 1,2740367 14 19,121427
Level Prob Level Prob
0 0,1875 0 0,5714
1 0,8125 1 0,4286
Lotus>=2 Lotus<2
(| | [ (—
Count GA2 Count GA2
10 0 6 8,3177662
Level Prob Level Prob
0 0,0000 0 0,5000
1 1,0000 1 0,5000
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Partition for IC_E

1,00
0754 " - - - - .
w, . - N " -
00504
= . = .
0,25 - . . "
0.00 Gl.editsi Gleditsia<1,6
Brassice = Brassiceceae<2,7
Papilionoid Papilionoidea<1,3
=12
All Rows
RSquare N Number of
Splits
0,553 44 3
All Rows
(]
Count G”2 LogWorth
44 58,704243 3,5073651
Level Prob
0 0,6136
1 0,3864

Papilionoidea>=1,3
I
Count GA2

7 0
Level Prob
0 0,0000
1 1,0000

Papilionoidea<1,3

Level Prob
0 0,7297
1 0,2703

Count G”2 LogWorth
37 43,181033 2,0816418

Brassiceceae>=2,7 Brassiceceae<2,7
(] [
Count Gr2 Count G*2 LogWorth
6 5,4067345 31 27,391808 1,1988324
Level Prob Level Prob
0 0,1667 0 0,8387
1 0,8333 1 0,1613
I |
Gleditsia>=1,6 Gleditsia<1,6
(N [ (| (—
Count GA2 Count GA2
5 6,7301167 26 14,101847
Level Prob Level Prob
0 0,4000 0 0,9231
1 0,6000 1 0,0769
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Partition for IC_P

1,00
L]
. .
0,75 ]
" L] [ [ [ » 1
!ll . [] LI u
© 0,50 . - .
E L] L]
. . L] | | - . L] - . . B
0,25
. . 0
L]
0,00 = - . L - .
’ Eucaliptus>=1,1 Eucaliptus<1,1
Terminalia australis>=2,5 Terminali
All Rows
RSquare N Number of
Splits
0,406 44 2
All Rows
Count G”~2 LogWorth

44 56,464024 2,8671113

Level Prob
0 0,3409
1 0,6591

Count

Level Prob
0 0,2368
1 0,7632

Terminalia australis>=2,5

38 41,603348 1,4955337

G”*2 LogWorth

Terminalia australis<2,5
|
Count G2

6 0
Level Prob
0 1,0000

1 0,0000

Eucaliptus>=1,1
[
Count GA2

12 0
Level Prob
0 0,0000
1 1,0000

Eucaliptus<1,1

[
Count GA2

26 33,541724
Level Prob
0 0,3462
1 0,6538
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Partition for IC_C

1,00 0
0'75 N ) L " [ ] L] - - - 1

(_)I ] ] = =

© 0,50 A - " - .

E " L L] -
0,25 . = = " 0
0,00 Eryngium<1,1 - Eryngium>=1,1

cosecha(24, 23) cosecha(22)
All Rows
RSquare N Number of
Splits
0,520 44 2
All Rows
[ (—
Count G”2 LogWorth

Level Prob
0 0,4318
1 0,5682

44 60,176215 3,6865726

cosecha(24, 23) cosecha(22)
[ [
Count G”2 LogWorth Count G/2
28 29,096471 3,3915156 16 15,442482
Level Prob Level Prob
0 0,2143 0 0,8125
1 0,7857 1 0,1875

Eryngium<1,1 Eryngium>=1,1
(| || ——
Count GA2 Count G~2

18 0 10 13,460233
Level Prob Level Prob
0 0,0000 0 0,6000
1 1,0000 1 0,4000
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Partition for MC_S

1,00 = 0
0754 = . ) .
(DI - L] - » . . -
g 0’50 N - [ ] - [ ]
= - L]
0,254 = N " .
0,00 Gleditsia> |Gleditsia< *
_1cgsecha(2;'.)a cosecha(22, 23)
All Rows
RSquare N Number of
Splits
0,597 44 2
All Rows
(N
Count G722 LogWorth
44 35,051026 3,7542326
Level Prob
0 0,8636
1 0,1364
cosecha(24) cosecha(22, 23)
[ R
Count G”2 LogWorth Count GA2
14 19,121427 0,8269579 30 0
Level Prob Level Prob
0 0,5714 0 1,0000
1 0,4286 1 0,0000

Gleditsia>=1,6

Count G~2

7 8,3757742
Level Prob
0 0,2857
1 0,7143

Gleditsia<1,6

Count G2

7 5,7416285
Level Prob
0 0,8571
1 0,1429
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Partition for MC_E

1,00 . - < 1
0,75 ) . . )
Lul L] " - -
gos50+ . 0
E - -
0,25 - "o .. ' .
0.00 “Gicdisi[Gleditsia< -
BTer;r:arocaly;>=46 Blepharocalyx<46,1
* Al Rows
RSquare N Number of
Splits
0,535 44 2
All Rows
[
Count G7~2 LogWorth
44 26,807977 2,0315622
Level Prob
0 0,9091
1 0,0909
Blepharocalyx>=46,1 Blepharocalyx<46,1
[ [
Count G”2 LogWorth Count G/2
12 15,27634  0,438881 32 0
Level Prob Level Prob
0 0,6667 0 1,0000
1 0,3333 1 0,0000
Gleditsia>=1 Gleditsia<1
(] [ || (.
Count G2 Count G~2
5 6,7301167 7 5,7416285
Level Prob Level Prob
0 0,4000 0 0,8571
1 0,6000 1 0,1429
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Partition for MC_P
1,00 =
. 1
0754 . . ". : L
cLI ] = - = - - ]
% 0,50 . "
2 . L] » 0
0,25 = . .
0,00 Myrtaceas<2,8 Myrtac - *
eas>...
Blepharocalyx>=6,3 Blepharocalyx<6,
All Rows
RSquare N Number of
Splits
0,258 44 2
All Rows
[
Count G”2 LogWorth
44  51,56383 1,2686033
Level Prob
0 0,7273
1 0,2727
Blepharocalyx>=6,3 Blepharocalyx<6,3
[ [
Count G”2 LogWorth Count G~2
33 43,261797 0,8149506 1 0
Level Prob Level Prob
0 0,6364 0 1,0000
1 0,3636 1 0,0000

Myrtaceas<2,8
[ [
Count G2
28 38,242854
Level Prob
0 0,5714
1 0,4286

Myrtaceas>=2,8
[
Count GA2

5 0
Level Prob
0 1,0000
1 0,0000
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Partition for MC_C

1,00 . -
L] - 1
0,75 4 : . . "
o, . " ) :
Q0,50 - . -
0,25 - - . - .
0,00 Blepharoc |Blepharoc * * :
Cosecha(2d) cosecha(22, 23)
All Rows
RSquare N Number of
Splits
0,662 44 2
All Rows
[
Count G”2 LogWorth
44  41,72426  5,296635
Level Prob
0 0,8182
1 0,1818
cosecha(24) cosecha(22, 23)
[ [
Count G”2 LogWorth Count G2
14 19,121427 0,7817181 30 0
Level Prob Level Prob
0 0,4286 0 1,0000
1 0,5714 1 0,0000

Blepharocalyx>=50,2
[
Count G~2

7 5,7416285
Level Prob
0 0,1429
1 0,8571

Blepharocalyx<50,2
[
Count G~2

7 8,3757742
Level Prob
0 0,7143
1 0,2857
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8.3. Resultados completos del mapa de calor

Matriz de correlaciones de Pearson

> res$r

IC_P 1
MC_P 0
IC_S 0
MC_S 0
InBiof_P O.
InBiof_S O.
H202 -0.
Acidez  -0.
pH -0.

Fenoles 0.

IC_P -0.
MC_P -0.
IC_S -0.
MC_S -0.
InBiof_P O.
InBiof_S -0.
H202 1.
Acidez  -0.
pH 0.
Fenoles -O0.

Matriz de p-valores

> res$p

IC_P
MC_P
IC_S
MC_S
InBiof_P
InBiof_s
H202
Acidez
pH
Fenoles

O O O O O O O o o

IC_P 0.

# matriz de correlaciones
IC_P MC_P IC_S MC_S InBiof_P
.00000000 0.63245553 0.53935989 0.05976143 0.06332842 0
.63245553 1.00000000 0.37310125 0.23622780 0.16952987 0
.53935989 0.37310125 1.00000000 0.41298427 -0.08234231 O.
.05976143 0.23622780 0.41298427 1.00000000 0.11315776 O
06332842 0.16952987 -0.08234231 0.11315776 1.00000000 O
29162379 0.35614950 0.57959417 0.46198153 0.07685391 1
41746297 -0.43008630 -0.48863785 -0.21752430 0.15441378 -0
15104930 -0.07008136 -0.05209829 -0.02309010 -0.13914275 O.
20777014 -0.01263513 -0.27938753 0.08459689 0.69499182 -0
40574405 0.11551928 0.18393182 -0.21600517 -0.50855005 O.
H202 Acidez pH Fenoles
4174630 -0.15104930 -0.20777014 0.4057441
4300863 -0.07008136 -0.01263513 0.1155193
4886378 -0.05209829 -0.27938753 0.1839318
2175243 -0.02309010 0.08459689 -0.2160052
1544138 -0.13914275 0.69499182 -0.5085501
5233754 0.21184045 -0.36770381 0.2031299
0000000 -0.43620503 0.49438679 -0.6175588
4362050 1.00000000 -0.46737750 0.5259769
4943868 -0.46737750 1.00000000 -0.8010517
6175588 0.52597693 -0.80105167 1.0000000
# matriz de p-valores
IC_P MC_P IC_S MC_S InBiof_P
NA 0.0001769892 0.0020997913 0.75374989 7.395425e-01
.0001769892 NA 0.0422834681 0.20883603 3.704638e-01
.0020997913 0.0422834681 NA 0.02331615 6.653204e-01
.7537498925 0.2088360346 0.0233161492 NA 5.515947e-01
.7395425454 0.3704637731 0.6653204277 0.55159474 NA
.1179054111 0.0533966257 0.0007892224 0.01016698 6.864646e-01
.0217149939 0.0176818686 0.0061467602 0.24821506 4.152297e-01
.4255882259 0.7128777216 0.7845345717 0.90360256 4.633685e-01
.2705810822 0.9471650040 0.1348614199 0.65670586 2.026902e-05
.0261084786 0.5432668407 0.3305716078 0.25161542 4.110480e-03
H202 Acidez pH Fenoles
0217149939 0.425588226 2.705811e-01 2.610848e-02

InBiof_S

.29162379
.35614950

57959417

.46198153
.07685391
.00000000
.52337541

21184045

.36770381

20312995

InBiof_s
.1179054111
.0533966257
.0007892224
.0101669755
.6864646245

NA
.0029984726
.2610943664
.0456002693
.2816650213

o O O O o
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MC_P 0.0176818686
IC_S 0.0061467602
MC_S 0.2482150596
InBiof_P 0.4152296970
InBiof_S 0.0029984726
H202 NA
Acidez  0.0159627498
pH 0.0054858210

Fenoles 0.0002771296
NA

o O O O O o

.712877722
.784534572
.903602562
.463368530
.261094366
.015962750

NA

.009211006
.002832865

.471650e-01
.348614e-01
.567059%e-01
.026902e-05
.560027e-02
.485821e-03
.211006e-03

NA

.053886e-07

R N NN D N WU

.432668e-01
.305716e-01
.516154e-01
.110480e-03
.816650e-01
.771296e-04
.832865e-03
.053886e-07

8.4. Publicacion derivada de esta tesis
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Abstract

In Uruguay, most of the honey produced is destined for bulk export and lacks differentiation.
This lack of appreciation for the specific characteristics of locally produced honey results in
lower prices compared to other countries. Therefore, research is crucial to identify honeys
with distinctive attributes in our country. In the Montes del Queguay region (Paysandu,
Uruguay) numerous beekeepers strive to produce pure forest honey with unique properties,
taking advantage of the area's unique conditions and natural environment. This work
focuses on investigating the antimicrobial potential of honey from Montes del Queguay as
well as the possible relationship between antimicrobial activity and the various components
and characteristics of the honey, such as free acidity, pH, color, hydrogen peroxide
production, phenolic compounds, among others. Samples collected during 2022 and 2023
were analyzed through melissopalynology to determine their floral origin, physicochemical
parameters were studied, and total phenolic content was quantified. These results were
compared using multivariate analysis. Antimicrobial activity was assessed, determining the
minimum inhibitory concentration and minimum bactericidal concentration against
Staphylococcus aureus ATCC 6538P, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 15422, and Candida albicans ATCC 101231. The results highlight
honeys from native species such as Scutia buxifolia, Blepharocalyx salicifolius, and
Terminalia australis, which exhibited high total phenolic concentrations, exceeding 840 mg
gallic acid/kg, and demonstrated bacteriostatic activity in all evaluations and bactericidal
activity against at least two strains. These results are promising for contributing to the
valuation of native flora honeys produced in Uruguay through the characterization of their
chemical composition and antimicrobial potential.
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Explorando el potencial antimicrobiano de las mieles de Montes del Queguay

Resumen

En Uruguay, gran parte de la miel se exporta a granel sin diferenciarse, lo que genera precios mas bajos en comparacion
con otros paises. Por consiguiente, es importante la investigacién para identificar mieles con atributos distintivos. En la
region de Montes del Queguay (Paysandu, Uruguay) numerosos apicultores se esfuerzan por producir miel pura de monte
con propiedades singulares, aprovechando las condiciones y el entorno natural Unicos de la zona. Este trabajo investigd
el potencial antimicrobiano de las mieles provenientes de Montes del Queguay y su posible relacién con componentes
como acidez libre, pH, color, produccion de perdxido de hidrogeno, compuestos fendlicos, entre otros. Se recolectaron
muestras durante los afios 2022 y 2023 que fueron analizadas mediante melisopalinologia para determinar su origen
floral, se estudiaron pardmetros fisicoquimicos y se cuantificé el contenido de fenoles totales. Estos resultados se com-
pararon mediante andlisis multivariado. La evaluacion de actividad antimicrobiana se realizo determinando la concentra-
cién minima inhibitoria y la concentracién microbicida minima frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538P, Escherichia
coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15422 y Candida albicans ATCC 101231. Los resultados obtenidos
destacan mieles de especies nativas como Scutia buxifolia, Blepharocalyx salicifolius y Terminalia australis, que exhibie-
ron una concentracion alta de fenoles totales, superiores a 840 mg ac. galico/Kg, y demostraron actividad bacteriostatica
en todas las evaluaciones y actividad bactericida frente a al menos dos cepas. Estos resultados son promisorios para
contribuir a valorizar las mieles de flora nativa producidas en Uruguay a través de la caracterizaciéon de su composicion
quimica y su actividad antimicrobiana.

Palabras clave: mieles, flora nativa, potencial antimicrobiano

Explorando o potencial antimicrobiano dos méis Montes del Queguay
Resumo

No Uruguai, grande parte do mel é exportado a granel sem diferenciacdo, o que resulta em pregos mais baixos em
comparagao com outros paises. Por isso, & importante a pesquisa para identificar meles com atributos distintivos. Na
regido de Montes del Queguay (Paysandu, Uruguai), diversos apicultores se esforgam para produzir mel puro de monte
com propriedades singulares, aproveitando as condi¢des e 0 ambiente natural Unicos da regido. Este trabalho investigou
o potencial antimicrobiano dos meles provenientes de Montes del Queguay e sua possivel relagdo com componentes
como acidez livre, pH, cor, produgao de perdxido de hidrogénio, compostos fenélicos. Amostras foram coletadas entre os
anos de 2022 e 2023, analisadas por meio de melisopalinologia para determinar sua origem floral, estudaram-se
parametros fisico-quimicos e quantificou-se o contetdo de fendis totais. Os resultados foram comparados por meio de
analise multivariada. A avaliagdo da atividade antimicrobiana foi realizada determinando a concentragdo minima inibitoria
€ a concentragcdo microbicida minima frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538P, Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15422 e Candida albicans ATCC 101231. Os resultados destacaram meles de espécies
nativas como Scutia buxifolia, Blepharocalyx salicifolius e Terminalia australis, que apresentaram alta concentragéo de
fendis totais, superiores a 840 mg de acido galico/Kg, e demonstraram atividade bacteriostatica em todas as avaliagdes
e atividade bactericida contra pelo menos duas cepas. Esses resultados sdo promissores para contribuir na valorizagao
dos meles de flora nativa produzidos no Uruguai, por meio da caracterizagdo de sua composi¢@o quimica e atividade
antimicrobiana.

Palavras-chave: méis, flora nativa, potencial antimicrobiano

1. Introduction

Honey is defined as the food product produced by honeybees from the nectar of flowers or from secretions from
living parts of plants or excretions from plant-sucking insects left on living parts of plants, which bees collect,
transform, combine with specific substances of their own, and store and mature in the honeycomb cells of the
hive(). It is a complex food with over 200 reported substances, including sugars, water, proteins, vitamins,
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minerals, phenolic compounds, and plant derivatives. Historically, honey has been recognized for its beneficial
effects on human health, particularly in wound and burn healing@.

Antimicrobial resistance is an escalating public health concern. Certain bacteria, such as Escherichia coli and
Staphylococcus aureus, are responsible for a significant number of infections, leading to higher rates of morbidity
and mortality. The widespread presence of these microorganisms, coupled with factors such as the overuse and
misuse of antibiotics, has accelerated the development of antimicrobial resistance in these pathogens(®). Ac-
cording to WHO reports, three of the top ten global causes of death are infectious diseases, responsible for
approximately 6 million deaths annually(). Several initiatives, such as the ESKAPE program, aim to address this
issue by encouraging the development of new treatments. The ESKAPE pathogens —Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, and var-
ious Enterobacter species— are currently among the leading causes of hospital-acquired infections in the United
States, known for their ability to "escape" the effects of antimicrobial drugs (). Furthermore, recent research
indicates that around one-third of antimicrobials in development may not be sufficient to counteract the rapid
emergence of resistance, with very few new drugs offering novel mechanisms of action. Fungal infections are
also a significant public health issue. At any given time, a quarter of the global population is estimated to be
affected by skin fungal infections. Candida albicans, a major fungal pathogen in humans, particularly affects
immunocompromised individuals(®). Currently, there are only four main classes of antifungal drugs in use —az-
oles, echinocandins, pyrimidines, and polyenes—, with few new options under development. Due to the shared
eukaryotic nature of both fungal and human cells, antifungal treatments often have significant side effects. To
minimize harm to human cells, these medications are designed to target features unique to fungal cells, such as
ergosterol in the fungal cell membrane and glucan in the cell walll. Its biofilms exhibit resistance to conventional
antifungal treatments as well as the host's immune defenses, making it a pressing health concern().

In this context, the increasing resistance of bacteria to antibiotics has driven the exploration of alternative treat-
ments, with honey emerging as a notable option due to its antimicrobial properties and healing potential €))(10),
Honey offers several advantages over antibiotics: it is natural, has no adverse effects, and is cost-effective(!?).
Recent studies have shown honey's significant effectiveness in reducing the growth of multidrug-resistant bac-
teria, such as Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Ba-
cillus subtilis, and Listeria monocytogenes(12(13)(14)(13) Furthermore, research has also addressed honey's effi-
cacy against fungi such as Aspergillus and Penicillium, and yeasts of the genus Candida that affect human
health(16),

The antimicrobial activity of honey is attributed to a range of compounds that work synergistically, including its
high sugar content, osmolarity, pH, hydrogen peroxide production, phenolic compounds, and others such as
methylglyoxal@@©)(17), Among these, the concentration and type of phenolic compounds and hydrogen peroxide
production are primary contributors to its antimicrobial activity('8(19), Additionally, volatile compounds such as
terpenes, monoterpenes, and monoterpenoids (e.g., linalool, citronellal, and isoborneol) present in honey also
can exhibit antimicrobial activity against viruses, bacteria, and fungi('é).

However, honey's composition is influenced by its botanical and geographical origin. Therefore, the content of
phenols, hydrogen peroxide, and volatile compounds can vary among different honeys, potentially affecting their
antimicrobial activity. Identifying the floral origin of honeys is crucial for understanding these variations. Melis-
sopalynology, or pollen analysis, is the standard method used to determine the floral origin of honey. Honeybees
selectively use floral resources, incorporating a mixture of nectar and pollen into their honey stomach, and these
pollen grains can be identified in the honey. Characterizing honeys based on their botanical and geographical
origin enhances market competitiveness(20)(21),
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Uruguay ranks among the top 20 global honey exporters, producing 13 thousand tons in 2022, with 80% destined
for international markets. In this context, the beekeeping industry primarily focuses on the international market.
However, the sector faces significant challenges concerning the reputation of its product quality, resulting in a
considerable price gap compared to major global producers. For example, New Zealand, with approximately 11
thousand tons of production, markets its Manuka honey at USD 17.79 per kilogram, while Uruguay sells its bulk
honeys —without origin differentiation— at USD 3.57 per kilogram. Quality analyses for export are currently limited
to basic routines, focusing on bromatological suitability and pesticide content, which determine whether a batch
is accepted or rejected(?2)(23),

This study aims to investigate the antimicrobial potential of honeys produced in Montes del Queguay, Paysandu,
Uruguay. The interest in this protected area stems from its environmental diversity, which includes a vast and
diverse native flora suitable for producing pure honey from native plants such as Salix humboldtiana (Creole
Willow), Pouteria salicifolia (Mataojo), Erythrina crista-galli (Ceibo), Blepharocalyx salicifolius (Arrayan), and
Myrcianthes cisplatensis (Red Guava), among others(24. As many beekeepers in the region have relocated their
hives to Montes del Queguay in pursuit of high-quality, pure honey, it is essential to intensify research to ade-
quately characterize and value this product.

2. Materials and methods

2.1 Honey samples

The study was conducted using raw honey samples collected directly from the apiaries in the area of Montes
del Queguay (between the coordinates 32°07'36.6"S, 57°52'56.1"W and 32°12'50.8"S, 57°37'09.6"W). A total
of 30 samples were obtained during the spring and autumn seasons of 2022 and 2023. The samples were stored
in airtight jars at room temperature and in dark conditions until analysis.

2.2 Melissopalynological analysis

Following the methodology established by Louveaux(25), melissopalynological analyses were performed. The
honey was dissolved in water to release the pollen grains. The solution was then centrifuged, and the sediment
underwent acetolysis using acetic anhydride and sulfuric acid to remove organic material, making the exine —
the outermost layer of the pollen— visible. After further centrifugation and washing, the sediment was resus-
pended in a gelatin-glycerin medium for mounting on slides. Observations were made under a microscope at
40x magnification, with 100x magnification used in specific cases. Pollen counting continued until 700 to 1,200
grains per sample were identified or until the species appearance curve stabilized.

2.3 Physicochemical analysis

The physicochemical parameters of honey were assessed, including pH, moisture content, hydroxymethylfurfu-
ral (HMF), acidity, and electrical conductivity, following standardized methods outlined by the International Honey
Commission(26) using a Hanna HI 5521 (Hanna Instruments, USA). Color was measured with a HANNA Honey
Colorimeter (Hanna HI 96785, Hanna Instruments, USA) following the standards established by the United
States Department of Agriculture (USDA)(#7).

2.4 Total phenolic content (TPC)

The total phenolic concentration was determined using the Folin-Ciocalteu Spectrophotometric method with
modifications(28)(29), Briefly, from a 100 mg/mL honey solution, 0.5 mL was mixed with 2.5 mL of 0.2 N Folin-
Ciocalteu reagent. After incubating in the dark for 5 minutes, 2 mL of a 7.5% w/v sodium carbonate solution was
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added and the mixture was incubated in darkness for 2 hours. Absorbance was measured at 760 nm using a
Genesys 150 spectrophotometer (Thermo Scientific), and the results were expressed as mg of gallic acid per
Kg of honey.

2.5 Antimicrobial activity

The honey samples were evaluated against the following microorganisms: Staphylococcus aureus (ATCC
6538P), Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15422), and Candida albicans
(ATCC 101231). Microorganism suspensions (bacteria: 1x10*8 CFU/mL, yeast: 1x106 CFU/mL) were pre-
pared in sterile physiological serum. The initial solutions of the honey, 80% (w/v), were prepared in sterilized
water.

2.5.1 Minimum Inhibitory Concentration

Minimum Inhibitory Concentration (MIC) against bacteria and fungi were determined by standardized methods,
according to the Clinical and Laboratory Standards Institute 931 MIC of the honey was determined by the broth
microdilution method in a 96-well plate (300 L capacity, sterilized, MicroWell, NUNC, Thermo-Fisher Scientific,
Waltham, MA). Control wells containing sterile medium (sterility control) and medium with microbial suspension
(growth control) were included. The MIC was determined as the lowest concentration of honey that inhibited the
visible microbial growth after 24 h of incubation.

2.5.2 Minimum Microbicidal Concentration

The broths used for MIC determination were subcultured onto nutrient agar plates (Nutrient Agar (OXOID) for
bacteria and Potato Dextrose Agar (OXOID) for yeasts). After incubation, the number of viable cells was esti-
mated by determining the number of colony-forming units (cfu). Based on this, the Minimum Microbicidal Con-
centration (MMC) was determined as the concentration of antimicrobial agent that causes the death of 99.9% of
the initial inoculum, as previously reported by Estevez and others(®2),

2.6 Statistical analysis

Physicochemical analyses and total phenolic content were performed in triplicate, with results expressed as
mean and standard deviation. The homogeneity of variances for phenolic content was assessed using Levene’s
test, followed by one-way ANOVA, and Tukey’s post hoc test was employed for pairwise comparisons of means
(p < 0.05). Principal Component Analysis (PCA) and Hierarchical Cluster Analysis (HCA) were performed using
RStudio statistical software, version R-4.4.0, to explore relationships between samples.

3. Results

3.1 Honey samples

A total of 30 honey samples were collected, 16 from the 2022 harvest and 14 from the 2023 harvest. These were
obtained from seven different georeferenced regions within Montes del Queguay in the department of Paysandu
(Figure 1).
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Figure 1. Location of seven apiaries in the region of Montes del Queguay, Paysandu

3.2 Melissopalynological analysis

The two-year sampling conducted in the region yielded a significant representation of the floral characteristics
of the area. Figure 2 and Figure 3 present the results, illustrating the accumulated pollen content for each
sample.
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Figure 2. Accumulated pollen content from 2022 harvest samples

“Q-number” indicates the sample name followed by the harvest year (.22 for 2022).
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Figure 3. Accumulated pollen content from 2023 harvest samples

“Q-number” indicates the sample name followed by the harvest year (.23 for 2023).

Using hierarchical cluster analysis with Euclidean distances, the dendrogram was analyzed, and five groups
were identified based on the chosen cut-off point: G1 (Eucalyptus sp.), G2 (Blepharocalyx salicifolius), G3 (Mul-
tifloral), G4 (Terminalis australis), and G5 (Scutia buxifolia) (Figure 4).
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Figure 4. Dendrogram of the samples (Q2:17.22 from 2022 and Q1:14.23 from 2023) grouped according to their
dominant pollen content by the Ward method
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3.3 Physicochemical analysis

The results of the physicochemical analysis are presented in Table 1. Free acidity values ranged from 14.1 to
43.1 meqg/Kg, the hydroxy-methylfurfural (HMF) content varied from 19.07 to 66.14 mg/Kg, and electrical con-
ductivity measured from 693.2 to 1217.7 uS/cm. The pH of the honeys ranged from 3.84 and 5.09, and the color
was measured between 73.3 and 119.7 mm Pfund, classifying the honeys as Amber on the Pfund Scale.

Table 1. Physicochemical parameters of honey samples

Free acidity

Hone EC Color Moisture HMF
oy SAPlES ot e mea®®  mmpPungjssp P (o)SD  (mgikg)sD
G1 Q11.23 892.9+9.6 26.9+0.2 92.3+0.6 4.77£0.07 19.0£0.0  35.59+0.17
G1 Q12.23 858.9+36.8 28.67+1.6 87.0+0.0 4.65+0.01 18.240.0  34.15+3.65
G1 Q13.23 893.73+1.1 27.8+1.3 88.0+0.0 4.62+0.01 18.6£0.0  38.26+0.45
G1 Q14.23 890.03+8.1 26.2+0.3 86.3+0.7 4.66+0.03 18.6+0.0  37.79+0.79
G2 Q3.22 743.5+10.3 27.6x£1.9 96.740.6 4.04+£0.01 16.6£0.2  33.22+1.53
G2 Q5.23 1143.0£1.0 28.6+0.1 73.3+0.8 5.03+0.02  15.8+0.0 19.61+£0.44
G2 Q9.23 1131+1.7 42.8+1.7 90.0+1.1 4.77+0.05 18.6+0.0 22.53+1.48
G2 Q10.23 1166.7+3.0 36.5+1.3 78.3+2.7 4.86+0.12 18.6£0.0  24.38+1.22
G3 Q2.22 693.248.9 34.440.6 117.3x1.5 3.8440.03 16.6£0.2  66.14+0.43
G3 Q4.22 931.6£4.9 34.610.8 115.3£1.5 4.25+0.02  17.0£0.1 28.72+0.61
G3 Q5.22 1049.1+2.7 20.84£2.3 99.740.6 4.01£0.03  17.0£0.1 35.02+0.78
G3 Q6.22 781.945.3 22.1%1.2 102.7£1.5 4.01£0.03 16.6£0.2  32.88%0.78
G3 Q7.22 791.3114 22.311.1 104.7£1.5 4.0240.02 16.6£0.0  27.35+0.59
G3 Q8.22 751.747.0 33.6+1.8 119.7+1.1 3.8440.02 17.8£0.2  28.73%1.35
G3 Q15.22 817.3£1.8 15.8+0.4 85.311.1 4.30+0.05 16.6£0.1 32.10£1.03
G3 Q17.22 825.51£54 16.5+£0.5 90.3 1.5 4.20+0.06 17.7£0.1  46.66+1.21
G3 Q1.23 790.8+£1.0 43.1+£3.7 90.31£0.6 471£0.05 17.1+£0.2  24.83%£2.83
G3 Q2.23 879.0£2.2 28.811.7 91.0£1.1 4.68+0.00 16.6£0.0 32.56%0.94
G3 Q6.23 1127.7£5.1 31.940.5 83.0%1.2 5.094£0.00 154+0.0  35.81%0.58
G3 Q7.23 1217.7£9.7 42.5+0.3 85.0+2.3 5.08+0.10  18.6£0.0  26.72+2.96
G4 Q16.22 887.916.2 17.3+1.2 96.74£2.5 4.40+0.05 17.5+0.1 30.27+2.82
G4 Q4.23 937.1x0.7 24.4+0.8 87.7£1.3 476010 17.240.8  36.83+1.57
G4 Q8.23 1041.0£9.5 25.8+1.6 75.320.8 4.75+0.03  18.6%0.0 19.07+1.57
G5 Q9.22 923.1+1.6 14.8+0.9 73.7£0.6 4544010  16.6%0.1 25.05+0.46
G5 Q10.22 023.443.9 14.6+1.2 75.0£2.0 4.50+0.01 16.610.1 24.54+0.75
G5 Q11.22 023.4+2.1 16.3+0.6 74.7£0.6 4.50+0.02 17.41+0.1 30.33+0.30
G5 Q12.22 926.9+1.7 14.1+0.9 85.0+£2.0 4.60+0.04  16.6%0.1 31.88+0.52
G5 Q13.22 938.4+2.1 16.6+0.4 84.0+£2.7 4.60+0.06 17.1+0.1 30.41+2.25
G5 Q14.22 938.849.1 12.8+0.9 84.3+4.0 4.50+0.01 16.1£0.2  33.04+1.49
G5 Q3.23 928.2+7.8 23.910.8 89.4+0.6 4.8240.00 16.840.0  33.58+2.09

3.4 Total phenolic content

Table 2 presents the total phenolic content of the samples, with values ranging from 725.19 to 1703.47 mg of
gallic acid per kilogram of honey.
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Table 2. Total phenolic content per sample

Honey group Sample TPC (mg GAE/Kg) Honey group Sample TPC (mg GAE/Kg)
G1 Q11.23 780.09 £ 57.46 G3 Q17.22 946.94 £ 37.13
G1 Q12.23 750.38 + 43.98 G3 Q1.23 969.99 + 23.87
G1 Q13.23 72519 £12.35 G3 Q2.23 879.53 £ 2.87
G1 Q14.23 733.43 £ 25.01 G3 Q6.23 1012.11£20.90
G2 Q3.22 1131.37 £ 25.64 G3 Q7.23 1073.70 £ 19.19
G2 Q5.23 844.79 £ 22.03 G4 Q16.22 1008.29 + 23.10
G2 Q9.23 848.34 + 5.81 G4 Q4.23 849.93 + 36.57
G2 Q10.23 853.00 + 17.89 G4 Q8.23 825.18 £ 23.32
G3 Q2.22 1583.21 £ 34.86 G5 Q9.22 1058.39 £ 24.14
G3 Q4.22 1661.20 £ 36.45 G5 Q10.22 1038.15+£23.73
G3 Q5.22 1211.28 £27.26 G5 Q11.22 1111.90 £ 25.24
G3 Q6.22 1234.07 £ 26.71 G5 Q12.22 1042.81 £ 23.82
G3 Q7.22 943.48 £ 21.81 G5 Q13.22 998.26 +22.90
G3 Q8.22 1703.47 £ 37.31 G5 Q14.22 1191.31 £ 26.85
G3 Q15.22 894.66 + 20.81 G5 Q3.23 863.71 £ 14.79

Additionally, physicochemical parameters —including pH, free acidity, electrical conductivity, and color- were
analyzed alongside the total phenolic content (TPC) using Principal Component Analysis (PCA) (Figure 5 and
Figure 6). This analysis aimed to assess whether the relationships among these parameters could effectively
differentiate the honey samples studied, successfully accounting for 81% of the accumulated variance. A positive
relationship was observed between the color parameters and TPC concerning component 1. In contrast, pH and
conductivity showed a positive correlation with each other but a negative relationship with component 1. On the
other hand, free acidity did not exhibit a significant correlation and appeared as an independent parameter from
the others analyzed.

In the PCA sample distribution (Figure 6), it can be seen how samples Q2, Q4, and Q8 from 2022 clustered
together due to their high TPC and color content. Samples from group G1 (Eucalyptus sp.) are more clustered
in the lower left quadrant due to their lower TPC content, while Multifloral honeys (G3) are more dispersed due
to the diversity in their composition. Additionally, groupings based on the harvest year of the samples are high-
lighted in red —2023- and blue —2022-.

Agrociencia Uruguay 2025;29(NE1):e1592 9
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3.5 Antimicrobial activity
3.5.1 Minimum Inhibitory Concentration (MIC)

The results of the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) tests are presented in Figure 7, detailing the antimi-
crobial activity of the 2022 and 2023 harvest samples. For S. aureus, the 2022 samples exhibited a general MIC
0f13.3 % (w/v), except for sample Q15.22, which had a MIC of 53.3% (w/v). In 2023, most of the honeys samples
displayed a MIC of 53.3% (w/v), except for Q9.23, which recorded a MIC of 26.7% (w/v). For E. coli, the 2022
honey samples had MIC values ranging from 13.3 to 53.3% (w/v), with 13.3% (w/v) values for samples Q2.22,
Q4.22, Q6.22 - Q14.22, while samples Q3.22, Q5.22, Q15.22, and Q16.22 showed MIC values of 53.3% (w/v).
In 2023, all samples had a MIC of 53.3% (w/v), except for Q9.23, which had a value of 26.7%. For P. aeruginosa,
the MIC values in 2022 were 13.3% (w/v) for samples Q2.22 - Q5.22, Q7.22 - Q9.22, Q13.22 - Q16.22, while
the remaining samples exhibited a MIC of 53.3% (w/v). In 2023, MIC values for P. aeruginosa ranged from 26.7
to 53.3% (w/v). Regarding C.albicans, the 2022 samples primarily showed no inhibitory effects at the evaluated
concentrations, with the exception of Q2.22, Q4.22, and Q8.22, which had a MIC of 53.3% (w/v). In 2023, sam-
ples were classified into those that exhibited antimicrobial activity (MIC = 53.3%), Q1.23, Q2.23, Q6.23, Q11.23
- Q14.23, and those that demonstrated no inhibition at the evaluated concentrations.

According to the hierarchical cluster analysis, Group 1 (Eucalyptus sp.) exhibited high MIC values against all
tested microorganisms. In contrast, Group 2 (B. salicifolius) displayed more variability, with several samples
demonstrating MIC values as low as 26.7% (w/v) against S. aureus and E. coli. Group 3 (multifloral) also showed
moderate antimicrobial activity, particularly against S. aureus and P. aeruginosa. Group 4 (T. australis) demon-
strated lower MIC values against P. aeruginosa and S. aureus, suggesting greater efficacy, while MIC values
for E. coli and C. albicans were predominantly at 53.3%(w/v). Finally, Group 5 (S. buxifolia) exhibited minimal
antimicrobial activity, with most samples showing MIC values concentrated at 53.3% (w/v) or no inhibition against
P. aeruginosa and C. albicans.

3.5.2 Minimum Microbicidal Concentration (MMC)

Results of the Minimum Microbicidal Concentration (MMC) for each sample against the evaluated bacteria are
shown in Figure 8. The 2022 samples demonstrated bactericidal effects against the three bacteria strains, while
most 2023 samples did not show bactericidal effects against S. aureus, with the exception of Q12.23. For E.
coli, no significant differences were observed between the harvests, with MMC values of 53.3% for most sam-
ples. Exceptions included Q3.22, Q15.22, Q16.22, Q17.22, and Q14.23, which exhibited no bactericidal activity,
and sample Q9.23, which showed a lower MMC value of 26.7% (w/v). The sensitivity of P. aeruginosa to the
2022 samples was variable, with MMC values ranging from 13.3 to 53.3% (w/v), while the 2023 samples exhib-
ited MMC ranging from 26.7 to 53.3% (w/v). None of the samples demonstrated microbicidal activity against C.
albicans at the evaluated concentrations.

According to the hierarchical cluster analysis, Group 4 (T. australis) did not exhibit microbicidal effect against S.
aureus, whereas 42% of the samples from the Multifloral group (G3) demonstrated this effect. Some samples
from Group 5 (S. buxifolia), Group 1 (E. sp.) and Group 2 (B. salicifolius) also exhibited a microbicidal effect
against S. aureus. All samples from Group 5 displayed microbicidal activity against E. coli, while not all samples
in the other groups showed this effect. Regarding P. aeruginosa, greater variability was observed in the results:
all samples from Group 1 demonstrated high MMC values, while one sample from Group 2 recorded a value of
26.7%. Groups 3, 4, and 5 included some samples with lower MMC values, ranging from 26.7 to 13.3% (w/v),
and three samples from Group 5 did not exhibit microbicidal activity against P. aeruginosa.

Agrociencia Uruguay 2025;29(NE1):e1592 11
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Figure 7. Comparison of Minimum Inhibitory Concentration of different honey types

Antimicrobial activity of honeys was determined against a) S. aureus, b) E. coli, ¢) P. aeruginosa, and d) C. albicans, where “X” indi-

cates no inhibitory effect. The colors of the samples correspond to the groups defined by the hierarchical cluster analysis (G1, G2,

G3, G4, and G5)
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Figure 8. Comparison of Minimum Microbicidal Concentration of different honey types

Microbicide activity of honeys was determined against a) S. aureus, b) E. coli, and c) P. aeruginosa where “X” indicates no bacteri-
cidal effect. The colors of the samples correspond to the groups defined by the hierarchical cluster analysis (G1, G2, G3, G4, and G5).
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4. Discussion

The melissopalynological analysis underscored the significance of the region's native flora as a nectar source.
Monofloral honeys were identified from native species such as Scutia buxifolia, Blepharocalyx salicifolius, and
Terminalia australis, indicating that native plants play a crucial role in the ecosystem and that beekeeping may
positively influence biodiversity preservation through pollination.

Approximately 60% of the analyzed samples contained a predominant pollen species, defined as constituting at
least 37% of the total pollen identified in the sample. These findings suggest a strong dependence of bees on
specific floral resources during the collection period, likely influenced by seasonal abundance or the attractive-
ness of these species(®3). Conversely, the remaining 40% of the samples were classified as multifloral, indicating
a more balanced pollen composition without the clear dominance of a single floral species.

Among the groups analyzed, Group 1 was composed of four samples (Q11-Q14.23), and had an average of
84% of Eucalyptus sp. pollen, indicating a pronounced dependence of foraging bees on these exotic plantations.
The high concentration of Eucalyptus sp. pollen suggests that these trees, likely located near the protected area,
served as a primary floral resource for the bees during the sampling period. This predominance may be partly
attributed to the drought conditions recorded in the region, which prompted the Ministry of Livestock, Agriculture,
and Fisheries to declare an agricultural emergency in October 2022, affecting several productive sectors, in-
cluding beekeeping®4. Under water stress conditions, the flowering of many native species is often reduced or
delayed, while eucalyptus species, known for their high tolerance to these adverse conditions®%(), continue to
bloom and provide nutritional resources. This likely led to an increased reliance of bees on Eucalyptus sp. as a
food source, highlighting the significant influence of this introduced species on bee foraging dynamics

Group 2, comprising samples Q3.22, Q5.23, Q9.23, and Q10.23, averaged 66% of B. salicifolius pollen. This
result underscores the importance of this native species in the floral supply of the study area and its relevance
as a resource for honeybees. Meanwhile, the multifloral group G3 included 12 samples containing pollen from
various species, both native and exotic, with a predominance of B. salicifolius, S. buxifolia, Schinus sp., and
T. australis. This reflects the utilization of multiple floral resources, suggesting high floral richness and a prefer-
ence for a varied diet among foraging. Group 4, consisting of samples Q4.23, Q16.22, and Q8.23, had an aver-
age of 67.5% T. australis pollen as predominant. This native species, commonly associated with riparian zones,
provided a substantial source of floral resources during the fall period(24).

Group 5, comprising seven samples (Q3.23, Q12.22, Q9.22, Q10.22, Q11.22, Q13.22, and Q14.22), contained
an average of 44% S. buxifolia pollen. The high presence of this species in the honeys analyzed indicates its
significance as a food source for bees in the region.

In terms of physicochemical properties, free acidity, moisture content, and hydroxymethylfurfural (HMF) content
were evaluated in accordance with the National Food Regulations. Except for the HMF value in sample Q2.22
(HMF > 60 mg/kg), all results were within the established limits("). However, for electrical conductivity, which is
not regulated by these standards, the obtained results exceeded the maximum value assigned for floral honeys
by the Codex Alimentarius (< 800 uS/cm)®7). Most of the honey samples studied exhibited values above this
limit, aligning with studies that report conductivities greater than 1100 uS/cm in chestnut honeys (38)9), In Uru-
guay, honeys sourced from natural forests and native flora have also been documented with conductivity values
exceeding those established by the Codex Alimentarius 94041, Notably, these honeys are not classified as
honeydew honeys, as the significant presence of pollen in the samples indicates they are floral honeys. These
results suggest a need for further study into of the characteristics of Uruguayan soils and their mineral content,
which could influence the elevated conductivity values of the honeys relative to their geographic origin.
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Concerning TPC, it exhibited significant variation among the honey sample groups analyzed, with values ranging
from 725.19 to 1703.47 mg of gallic acid per kilogram of honey. These values are comparable to, or even exceed,
those reported by previous studies“2(#3)(#4), which also investigated the influence of polyphenol content on the
antimicrobial activity of various honeys.

Among the groups analyzed, multifloral honeys (G3) stood out with the highest total phenolic content, signifi-
cantly surpassing the monofloral Eucalyptus sp. honeys (G1). The floral complexity of Group 3 honeys may
enhance the diversity of phenolic compounds, thereby improving their bioactive properties, which could lead to
greater antioxidant and antimicrobial capacities“3). In contrast, Groups G2 (B. salicifolius), G4 (T. australis), and
G5 (S. buxifolia), composed of native flora honeys, exhibited intermediate TPC values that did not significantly
differ from one another. This lack of significant differences may be attributed to the high standard deviation,
reflecting intragroup variability. Principal Component Analysis (PCA) was performed on the results obtained for
the physicochemical parameters (pH, free acidity, electrical conductivity, and color), along with TPC. In the PCA
distribution (Figure 6), samples Q2, Q4, and Q8 from 2022 clustered together due to their high total phenolic
content (TPC) and intense color, which correlated with their antibacterial activity against S. aureus, E. coli, and
P. aeruginosa, as well as their inhibitory activity against C. albicans. Samples from Group G1 (Eucalyptus sp.)
were more tightly clustered in the lower left quadrant, reflecting their lower TPC levels, whereas multifloral hon-
eys (G3) displayed greater dispersion due to their compositional diversity. Additionally, the red and blue clusters
represent groupings by harvest year, highlighting physicochemical variability influenced by the climatic condi-
tions of each year. The 2022 samples are associated with higher TPC and more intense coloration, along with
lower EC, whereas the 2023 samples show lower TPC and color, but higher EC and pH values.

Regarding antimicrobial activity of the evaluated honey samples, it showed variations across different harvests
and floral groupings, underscoring the influence of botanical diversity and annual variability on the MIC and MMC
results. These factors appear to significantly impact honey’s efficacy in inhibiting and eliminating microorganisms
due to fluctuations in their chemical compositions. Overall, most of the 2022 samples exhibited higher antimi-
crobial activity compared to those from 2023. Moreover, this range of concentrations aligns with the results
obtained from honey samples of different botanical origins against the microorganisms evaluated in this study
(S. aureus and P. aeruginosa, as reported by Bucekova and others#4); S. aureus, P. aeruginosa, E. coli, and C.
albicans, as reported by Bazaid and others(®)).

Similarly, the analysis of floral groups revealed that multifioral honeys and those from S. buxifolia (groups G3
and G5) presented a higher proportion of bactericidal activity against S. aureus. Another clinically relevant mi-
croorganism, E. coli, showed more consistent MIC and MMC results across harvests, with a MIC of 53.3% (w/v)
in most samples from both years, indicating moderate efficacy compared to other honeys studied where the MIC
range was between 6.25 and 50% (w/v){45). Additionally, the analysis of floral groups highlighted the bactericidal
activity of S. buxifolia honeys against E. coli, emphasizing the antimicrobial properties of these honeys. MIC
results against P. aeruginosa were similar to those reported by Bazaid and others(®), Bucekova and others(#4),
and Faundez and others®!), MMC values followed a similar pattern, with native species-pollen-rich groups (G2,
G3, G4, and G5) presenting samples with lower values of 53.3% (w/v), which could indicate higher microbicidal
efficacy from species like B. salicifolius, T. australis, S. buxifolia, and their mixes with other botanical species.
Although Eucalyptus sp. samples exhibited inhibitory activity, none of them showed microbicidal activity against
C. albicans under the evaluated conditions. These results align with previous studies indicating that the antifun-
gal properties of honey are often more limited or require higher concentrations to be effective against yeasts (846),
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5. Conclusions

The melissopalynological and physicochemical analysis of honey samples from Montes del Queguay highlights
the crucial role of native flora, such as Scutia buxifolia, Blepharocalyx salicifolius, and Terminalia australis. The
prevalence of Eucalyptus sp. in some samples further emphasizes the impact of exotic species, particularly
under adverse conditions. The elevated electrical conductivity suggests that honey from this region may have
distinct properties due to local soil mineral content, warranting further investigation. The statistical analysis re-
vealed a clear differentiation of honey samples by TPC, color, and harvest year, which were linked to their
antimicrobial activity. Overall, the antimicrobial efficacy was greater in the 2022 samples, with multifloral honeys
and those from Scutia buxifolia showing the highest bactericidal activity against S. aureus and E. coli. However,
the antifungal properties against C. albicans were limited.

This study underscores the influence of native floral resources on honey composition, as well as the importance
of environmental factors in shaping honey’s physicochemical and antimicrobial properties. These findings offer
valuable insights into the ecological and potential therapeutic applications of regional honeys, highlighting the
need for further research into their unique properties.
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