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RESUMEN
La miel y el polen corbicular son productos de la colmena de Apis mellifera, cuyas
composiciones polinicas y propiedades bioactivas estan influenciadas a partir del
origen geografico y floral. Ambos productos destacan por su creciente valor en la
industria alimentaria y farmacéutica debido a sus propiedades antioxidantes y
antimicrobianas. En el predio Corderito, ubicado en Yumbel, Region del Biobio, se
encuentra la mayor plantacién de quillay (Quillaja saponaria Molina) en Chile,
transformandose en un lugar experimental estratégico para investigaciones
relacionadas con estos productos. El objetivo de este estudio fue identificar la
composicion botanica y evaluar la capacidad antimicrobiana de la miel y el polen
corbicular producidos en la temporada 2024, en el predio Corderito. La
determinacion botanica de la miel se realiz6 mediante la norma chilena Nch2981
(2005), mientras que la composicién del polen corbicular se determiné mediante la
norma chilena Nch3255 (2011). La capacidad antimicrobiana se evalué mediante el
método de difusidbn en pozos de agar, determinando la concentracién minima
inhibitoria frente a los patdgenos Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans. Los resultados revelaron que la miel
es monofloral de quillay, mientras que el polen corbicular fue clasificado como
monofloral no nativo de alfalfa (Medicago sativa L.). La miel mostré actividad
antimicrobiana frente a E. coli, S. aureus y P. aeruginosa, siendo S. aureus el
microorganismo mas susceptible; sin embargo, no presenté actividad frente a C.
albicans. En contraste, el polen corbicular no presenté actividad antimicrobiana
frente a ningun patdgeno bajo las condiciones experimentales utilizadas. Este ultimo
resultado puede atribuirse al almacenamiento prolongado de las muestras. Los
resultados de la presente investigacion subrayan la selectividad floral de A.
mellifera, y confirman el potencial de la miel de quillay como un recurso con

propiedades antimicrobianas.



ABSTRACT
Honey and corbicular pollen are products of the Apis mellifera hive, whose pollen
compositions and bioactive properties are influenced by their geographical and floral
origins. Both products stand out for their growing value in the food and
pharmaceutical industries due to their antioxidant and antimicrobial properties. The
Corderito estate, located in Yumbel, Biobio Region, houses the largest quillay
(Quillaja saponaria Molina) plantation in Chile, making it a strategic experimental site
for research related to these products. The objective of this study was to identify the
botanical composition and evaluate the antimicrobial capacity of honey and
corbicular pollen produced during the 2024 season at the Corderito estate. The
botanical determination of honey was carried out according to the Chilean standard
NCh2981 (2005), while the composition of corbicular pollen was determined
according to the Chilean standard NCh3255 (2011). Antimicrobial capacity was
evaluated using the agar well diffusion method, determining the minimum inhibitory
concentration against the pathogens Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, and Candida albicans. The results revealed that the
honey is monofloral from quillay, while the corbicular pollen was classified as
monofloral and non-native to alfalfa (Medicago sativa L.). Honey showed
antimicrobial activity against E. coli, S. aureus, and P. aeruginosa, with S. aureus
being the most susceptible microorganism; however, it showed no activity against C.
albicans. In contrast, corbicular pollen exhibited no antimicrobial activity against any
pathogen under the experimental conditions used. This latter result may be attributed
to the prolonged storage of the samples. The findings of this research highlight the
floral selectivity of A. mellifera and confirm the potential of quillay honey as a

resource with antimicrobial properties.



I. INTRODUCCION

Apis mellifera Linnaeus (1758), o abeja melifera, es un insecto ampliamente
conocido por su papel en la polinizacion, un servicio ecosistémico esencial para la
biodiversidad vegetal, la calidad de los productos vegetales y frutales (Papa et al
2022). La apicultura se originé aproximadamente en el 2400 a.C., en el antiguo
Egipto (Crane 1999) y actualmente, se practica en todos los continentes, excepto la
Antartica (Matsuzawa and Kohsaka 2021). En Chile, la introduccién de la abeja
melifera ocurrié en 1848 con el propdsito principal de polinizar frutales (Rodriguez
et al. 2022). Antes de finales del siglo XVIII, Chile importaba unos 15 mil kilogramos
de miel, y solo 29 afios después de su introduccién, en 1873, se comenzd a exportar
miel y cera a Europa (Cuevas 2021). Sin embargo, no fue sino hasta el afio 2000,
cuando se impulsé el desarrollo y profesionalizacién de la apicultura en Chile,
incluyendo aspectos de institucionalizacién, fomento, exportaciones, certificaciones;
ademas, de un creciente interés en patologias y parasitos apicolas, y en la

caracterizacién y valorizacién de los productos apicolas (Cuevas 2021).

En la actualidad, en Chile se producen entre 7.000 y 11.000 toneladas de miel al
ano, lo que representa el 0,8 % de la produccién mundial, ocupando el cuarto lugar
entre los paises productores de miel de Latinoamérica, detras de México, Argentina
y Brasil (INDAP 2021). En el afio 2022 se exportaron 4.184 toneladas (equivalente
a USD 16,85 millones FOB); sin embargo, la mayor parte de esa produccion se
exporté en formato a granel sin agregaciéon de valor (lturra 2023), limitando su
competitividad en el mercado global. Gracias al fomento del rubro apicola se ha
evidenciado un incremento no solo en el numero de apicultores sino también en el
volumen de exportacion de miel; no obstante, se ha evidenciado una reduccién en
el volumen de miel producido (Tello 2024). Por su parte, el polen corbicular, otro
producto de la colmena, solo se comercializa en el mercado interno como alimento

proteico tanto apicola como para el ser humano, sin valor agregado (SAG 2024).

Investigaciones cientificas alrededor del mundo han reportado la capacidad
antimicrobiana de la miel y el polen contra patégenos apicolas y humanos,

atribuyendo sus efectos tanto al potencial nutritivo de estos elementos como a las
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propiedades de los fitoquimicos asociados a su composicion botanica (Gercek et al.
2022; Feknous and Boumendjel 2022). En Chile, la flora se caracteriza por ser muy
diversa, abarcando una amplia variedad de ecosistemas, y presenta una alta tasa
de endemismos, es decir, muchas especies de plantas son uUnicas del territorio
chileno y no se encuentran de forma natural en ningun otro lugar del mundo, por lo
que cada miel originaria de una zona geografica especifica podria contener distintas
propiedades atribuidas a plantas nativas, como ha sido registrado para el quillay
(Quillaja saponaria Molina), lo que aporta beneficios a la salud humana (Montenegro
2023); asi también, estas propiedades podrian verse reflejadas en el polen
colectado de apiarios ubicados en la misma zona geografica de esas mieles
particulares. De esta manera vemos que el poco valor agregado, tanto en la miel
como en el polen, no solo disminuye el potencial econdmico para los apicultores
locales, sino que también subestima las propiedades unicas de la miel y el polen

chileno asociadas a la flora de nuestro pais (Montenegro 2022).

Actualmente, en la regidn geografica del secano interior de la comuna de Yumbel,
en la Regidén del Biobio, Chile centro sur, se encuentra la plantacion de quillay mas
grande del pais (predio Corderito), en donde se han desarrollado investigaciones
experimentales en cuanto a produccion de miel monofloral (Rondanelli, Com. Pers.).
En Chile no existen estudios sobre la composicion botanica y la actividad
antimicrobiana de miel y polen corbicular obtenidos de apiarios insertos en una
plantacion de quillay, por lo que aportar con este conocimiento puede contribuir a la
valorizacion de dichos productos apicolas, aumentar la competitividad de la
apicultura chilena en el mercado, a incrementar la sostenibilidad econdmica de los
apicultores locales y a impulsar la innovacion en productos apicolas con

aplicaciones terapéuticas.
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Il. MARCO TEORICO

2.1 Abeja melifera

La abeja melifera europea Apis mellifera L., es un insecto de comportamiento social,
perteneciente al orden Hymenoptera, familia Apidae. Corresponde a la especie de
abeja con mayor distribucion geografica del mundo, y se considera un polinizador

generalista de plantas silvestres y cultivos agricolas (Ramos et al. 2023).

Apis mellifera, la unica abeja melifera nativa de Europa, fue domesticada durante la
época romana (Crane 2004; Weber 2013) y no fue hasta los afos 1600 que los
humanos la introdujeron en América del Norte y en la mayoria de las zonas
habitables del mundo (VanEngelsdorp and Meixner 2010). Actualmente, A. mellifera
estad presente en todo el planeta (excepto en la Antartica) gracias a la gestidon

antropica (Geslin et al. 2017).

El comportamiento de busqueda de alimento de la abeja o “pecoreo” es una de las
conductas distintivas de A. mellifera, el cual representa el vinculo entre la colonia

de abejas meliferas y el ambiente (Abou-Shaara 2014).

2.2 Productos de la colmena

La colmena es el conjunto de elementos formado por un enjambre de abejas, la
estructura que lo contiene y los elementos propios necesarios para la supervivencia
de las abejas (Jean-Prost et al. 2007). Puede ser fija, cuyas colmenas permanecen
todo el afio en un mismo predio, y/o trashumantes, cuyas colmenas son

desplazadas a otros predios, o lugares, a lo largo del afio (Aguilera 2013).

Las abejas producen y almacenan diversos productos en las colmenas, donde se
encuentra el propoleo, pan de abeja, jalea real, cera, polen y miel, siendo este ultimo
producto uno de los mas conocido y apreciado (Vit 2004; Astolfi et al 2020). Estos
productos se originan a partir de granos de polen, néctares y otros materiales
vegetales, solos o mezclados con las secreciones de las glandulas salivales de las

abejas y las secreciones de las plantas (Alvarez-Suarez 2017).

En Chile, existe un manual de Buenas Practicas Agricolas (BPA) descrito por el

Ministerio de Agricultura, con especificaciones técnicas para la apicultura, el cual
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contempla todas las acciones involucradas en su producciéon, desde el manejo del
colmenar en el predio hasta la extraccion y envasado de miel, orientados a asegurar
la inocuidad de la miel, la proteccidn del ambiente y de las personas que trabajan
en el area (Vallette et al. 2004).

2.3. Composicion botanica de miel y polen

La producciéon melifera chilena se distingue por una variedad de mieles con
cualidades unicas a nivel mundial gracias a la alta participacion de especies
vegetales nativas y endémicas, las que le otorgan cualidades organolépticas
particulares, debido principalmente al alto endemismo de esta flora (Montenegro et
al. 2008). A pesar de esta notable caracteristica de la miel chilena cerca del 95% de
la produccidon se exporta a granel, sin valor agregado, lo que equivale al 1% de
participacion en el mercado mundial, por lo que diferenciar la produccion y darle
caracteristicas unicas, favoreceria la competencia (Montenegro et al. 2008). Para
contribuir a este objetivo se establecio un sistema de trazabilidad y se implementé
la Norma Chilena Oficial (NCh2981.0f2005) “Miel de abejas - Denominacion de
origen botanico mediante ensayo melisopalinolégico” la cual le otorga la
denominacion de origen botanico a las mieles, catalogandolas como monofloral,

bifloral o multifloral.

Chile cuenta con una extensa geografia y diversidad de climas, ademas de ventajas
ambientales, recursos meliferos y barreras sanitarias naturales, lo que le permite
producir mieles de cualidades unicas (Montenegro 2000). La flora del pais es
diversa, con especies nativas, endémicas y exoticas, donde las nativas son aquellas
que viven de forma natural en zonas determinadas, es decir, se cree que se
originaron o llegaron naturalmente a dicha zona sin la intervencién de las personas;
las endémicas son aquellas que solamente habitan en un determinado territorio, ya
sea un continente, un pais, una region politica administrativa, una regién
biogeografica, una isla o una zona particular, siendo las especies endémicas un
subconjunto de las especies nativas; mientras que las exdticas, son aquellas
especies foraneas que han sido introducidas a nuestro pais por los seres humanos,

ya sea intencional o involuntariamente (Chester 2016). La miel se caracteriza por
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tener polen en su composicidon, resultado de la recoleccion de las abejas
pecoreadoras a partir de diversas especies florales, o que permite establecer su
origen botanico y geografico a través de la melisopalinologia, analisis que
proporciona un perfil de polen que indica la diversidad de especies vegetales

visitadas por las abejas para obtener néctar (Lobos y Silva 2020).

El néctar que recolectan las abejas es llevado a la colmena en una estructura
llamada buche melario, en donde la abeja lo mezcla con su saliva, afadiendo
enzimas como la invertasa, que tiene como funcion degradar la sacarosa
(disacarido) a glucosa y fructosa (monosacaridos) (White 1975). Cuando llega a la
colmena la abeja de pecoreo le entrega el néctar a sus comparieras obreras las
cuales lo depositan en celdas destinadas a contener el néctar, para que

posteriormente madure y se transforme en miel (Berenbaum y Calla 2021).

Al igual que el néctar, el polen también es atractivo para las abejas debido a su alto
valor nutricional. Si el polen ofrece a las abejas los nutrientes necesarios esenciales
con menos esfuerzo en comparacion con la recoleccion de néctar, entonces sera

mas atractivo para ellas y preferiran recolectar polen (Kosti¢ et al. 2017; Denisow

and Denisow-Pietrzyk 2016).

El polen colectado constituye cumulos coloreados que son transportados a la
colmena en canastillos especiales llamados cavidades corbiculares, ubicadas en el
tercer par de patas y al que se le denomina polen corbicular o también polen apicola
(Montenegro 2022). El polen corbicular es recolectado por el apicultor en la entrada
de la colmena, por medio de trampas (Salamanca 2011). Dentro de la colonia al
producto se le denomina “pan de abeja” y es considerado la principal fuente de
proteinas de las abejas, siendo de vital importancia para su desarrollo (Valdés
2014).

El polen corbicular puede ser vendido como alimento, pero también se puede vender
para uso terapéutico, para este ultimo se debe contar con un etiquetado especial y
también con respaldo cientifico, a través de la Food and Drug Administration (FDA)
(Valdés 2014).
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Hoy en dia, no existe una normativa internacional que establezca los requisitos de
composicion del polen corbicular. Algunos paises como Brasil, Bulgaria, Polonia,
China, Corea del Sur y Suiza han desarrollado sus propios estandares que regulan
este producto (Ghosh and Jung 2017). En Chile, el instituto de normalizacién cuenta
con la normativa “Calidad de la colmena para polinizacion y diferenciacion del polen
segun origen botanico” (Nch3255.0f2011).

2.4 Propiedades antimicrobianas de miel y polen

La resistencia a los antibiéticos es uno de los problemas grandes que se esta
generando en el mundo, esto debido al uso indiscriminado de antibidticos en la
medicina humana (Larsson and Flach 2021). Como respuesta a esta creciente
amenaza, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en el ano 2015 elabor6 un
plan de accion para combatir este problema, con la finalidad de asegurar que se
pueda seguir previniendo y tratando enfermedades infecciosas por medio de
farmacos eficaces y seguros (OMS 2016). Dentro de los objetivos de este plan de
accion se contempla reforzar la vigilancia y la investigacion generando alianzas
donde se fomente la investigacion y el desarrollo mediante colaboraciones publico-
privadas (Barrantes et al. 2022). Por esta razon, surge la necesidad de buscar
alternativas de tratamientos, entre las cuales los productos elaborados por A.
mellifera representan una excelente opciéon (Nader et al. 2021). Desde la
antigledad, los productos de la colmena han sido utilizados con fines medicinales y

cada vez se tiene mas conocimiento de sus potenciales usos (Bagdanov 2016).

La miel contiene alrededor de 200 tipos de compuestos diferentes, que incluyen
agua, azucares, aminoacidos libres, proteinas, enzimas, minerales esenciales,
vitaminas y ademas, compuestos fendlicos y una gran variedad de compuestos
volatiles (Algarni et al. 2014; Escudero et al. 2013). Por otra parte, la miel se
caracteriza por tener un bajo nivel de pH que oscila ente 3,4 y 6,1 (Moniruzzaman
et al. 2013).

Cada tipo de miel muestra un grado diferente de actividad antimicrobiana debido a
la gran cantidad de factores que pueden alterar la composicidén de los componentes

bioactivos que se encuentran en la miel, como enzimas, contenido de azucar,
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péptidos como la defensina-1 derivada de las abejas y compuestos metabdlicos
(Nolan et al. 2019).

El efecto antimicrobiano esta mediado por dos mecanismos: una via dependiente
del peroxido de hidrégeno (H202), que se forma a través de la accién de la glucosa
oxidasa, una enzima metabolizadora de carbohidratos afiadida al néctar por las
abejas, el perdxido de hidrogeno es un compuesto quimico que tiene propiedades
antimicrobianas, lo que significa que puede matar o detener el crecimiento de
bacterias (Bang et al. 2003). En estudios, se ha encontrado que cuando se elimina
el H202 de la miel utilizando una enzima llamada catalasa (que descompone el
peréxido de hidrégeno), la capacidad de la miel para detener el crecimiento
bacteriano disminuye (Brudzynski et al. 2012; Taormina et al. 2001). En cuanto a la
via independiente del perdxido de hidrogeno, las propiedades fisicoquimicas que
consisten en una alta viscosidad y un alto contenido de azucar son los dos factores
que confieren a la miel su efecto antibacteriano; ademas, una baja cantidad de agua
en la miel genera deshidratacion bacteriana por presion osmotica (Nader et al.
2021).

La miel de quillay ha demostrado propiedades antimicrobianas contra diversos
patdgenos grampositivos y gramnegativos, incluyendo Streptococcus pneumoniae,
Vibrio cholerae, Candida albicans, Escherichia coli, Salmonella typhi, y ha
alcanzado hasta un 100% de inhibicién en Staphylococcus aureus y Pseudomonas
aeruginosa (Cebrero et al. 2020; Montenegro et al. 2009; Montenegro and Mejias
2013).

Por su parte, el polen contiene varios nutrientes y compuestos bioactivos como
azucares, lipidos, carbohidratos, proteinas, aminoacidos, vitaminas, minerales,
carotenoides, macro y micronutrientes y es una fuente potencial de antioxidantes
naturales debido a la abundancia de compuestos fendlicos. El polen de abeja es
una buena fuente de compuestos polifenoles y flavonoides, que tienen la capacidad
de eliminar los radicales libres y reducir el estrés oxidativo en el cuerpo. Al disminuir
la oxidacion celular, estos antioxidantes ayudan a mitigar la inflamacién y proteger

contra lesiones, reduciendo el riesgo por infecciones bacterianas. El polen de abeja
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contiene flavonoides como la rutina, la quercetina, la isoquercetina, la naringenina,

el kaempferol y la luteolina (Yang et al. 2020; Ares et al. 2018; Omar et al. 2018).

El agua, el etanol y el metanol son los disolventes mas comunmente utilizados para
la obtencion de extractos de polen de abeja. Los estudios han demostrado que los
extractos obtenidos con etanol o agua contienen una mayor cantidad de
compuestos bioactivos en comparacion con el polen de abeja natural (Kroyer and
Hegedus 2001).

El mecanismo antibacteriano del polen de abeja aun no se comprende
completamente. Sin embargo, los estudios sugieren que su actividad antibacteriana
esta relacionada con la glucosa oxidasa, una enzima producida por las abejas
meliferas y afadida al polen durante la formacion de los cumulos corbiculares
(Campos et al. 2021).

El polen corbicular tiene actividad antimicrobiana contra muchas cepas patdgenas,
pero sorprendentemente, no afecta a los cultivos iniciadores de acido lactico. Esto
sugiere que el polen corbicular podria ser un candidato potencial mas adecuado que
los antibidticos, ya que inhibe el crecimiento de patégenos sin perjudicar a los

probiodticos beneficiosos para el ser humano (Kacaniova et al. 2012).

En Chile, se evalud la actividad antimicrobiana del polen de abeja contra varias
bacterias patégenas humanas. Los estudios mostraron que el polen de abeja
chileno fue efectivo contra E. coli, P. aeruginosa, S. aureus y Streptococcus
pyogenes. Los extractos de etanol y metanol del polen de abeja también se
investigaron, demostrando que el extracto de etanol fue efectivo contra
Staphylococcus aureus, mientras que el extracto de metanol mostré efectividad
contra Salmonella enterica (Valdivia-Olivares et al. 2023; Cabrera and Montenegro
2013).

2.5 Plantacién de quillay en el predio Corderito
El predio Corderito, esta ubicado en el secano interior de la comuna de Yumbel,
Region del Biobio, Chile. Es parte de un programa de reforestacién de especies

nativas impulsado por la empresa chilena Colbun, como parte de un plan de
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compensacion ambiental debido a la construccion de la Central Hidroeléctrica
Angostura, ubicada en la cuenca del rio Biobio entre Santa Barbara y Quilaco, en la
Regién del Biobio. Es asi como en este predio se encuentra la plantacion de quillay
mas grande de Chile, con una extension de 125 hectareas dedicadas a esta especie
en un 98%, acompafnadas de otras como el roble, laurel y el maitén. Esta plantacion
forma parte del programa de Colbun “Apicultura Comunitaria: compartiendo la mejor
energia de nuestros bosques”, una iniciativa que busca combinar la reforestacion
con la apicultura local. Desde la temporada 2019 la Cooperativa Campesina Apicola
Santa Barbara Ltda., COASBA, que reune a apicultores de la comuna de Santa
Barbara, ha sido beneficiaria de este programa (Maragafio 2021). En este predio
existe una ventaja para la produccion de miel monofloral de quillay, dada la

abundancia de la especie

El quillay (Quillaja saponaria Molina.) es un arbol siempreverde, endémico de la
zona mediterranea de Chile, distribuido desde la Region de Coquimbo hasta la
Region de La Araucania. Puede alcanzar hasta 30 metros de altura, con flores
estrelladas de color blanco amarillento que florecen entre diciembre y enero, aunque
en ocasiones pueden aparecer desde el mes de octubre. Es una especie de rapido
crecimiento, longeva y fundamental en el bosque esclerdfilo chileno debido a su
abundancia y amplia distribucion. Ademas, destaca por su capacidad de adaptarse
a climas secos y calidos, lo que la convierte en un recurso clave para proyectos de

reforestacion y conservacion (Benedetti et al. 2000).

El quillay es una especie que destaca en la produccién de miel en Chile, no solo por
su abundancia, sino también por sus caracteristicas sensoriales unicas. La miel de
quillay se distingue por su alto contenido de compuestos fendlicos, como
flavonoides, que aportan significativamente a sus propiedades antioxidantes y
antimicrobianas. Estas cualidades resaltan la importancia de esta especie tanto en

la apicultura como en la elaboracién de miel de alta calidad (Bridi et al. 2017).
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ll. HIPOTESIS DE TRABAJO

La actividad antimicrobiana de la miel y el polen corbicular, atribuida a la presencia
de fitoquimicos, varia dependiendo de la composicion botanica presente en cada
uno de estos productos, lo que influye en la capacidad para inhibir el crecimiento de
distintos patdgenos. En Chile, existen estudios previos en miel de quillay que indican

la presencia de esta capacidad inhibitoria sobre bacterias patégenas.

En el predio Corderito, ubicado en el secano interior de Yumbel, Region del Biobio,
se encuentra la plantacion de quillay mas grande en Chile, en donde se han
obtenido en temporadas sucesivas resultados de produccién de miel monofloral de

quillay.

De acuerdo con lo anterior, los supuestos de trabajo para la presente investigacion

son:

1) La produccion de miel del predio Corderito, de la temporada 2024, sera

monofloral de quillay (Quillaja saponaria Mol.).

2) La miel asociada a los apiarios experimentales establecidos en el predio Corderito

presentara actividad antimicrobiana contra patdégenos que afectan al ser humano.

3) El polen corbicular asociado a los apiarios experimentales establecidos en el
predio Corderito presentara actividad antimicrobiana contra patégenos que afectan

al ser humano.
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IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Identificar la composicion botanica y medir la capacidad antimicrobiana de la miel y
polen corbicular producidos en la temporada 2024, en el predio Corderito, Yumbel,

Region del Biobio.

4.2 Objetivos especificos

e Determinar la composicion botanica de la miel y polen corbicular, producidos en
Corderito 2024, de acuerdo con la Nch2981.0f2005 y Nch3255.0f2011.

e Evaluar la actividad antibacteriana de la miel y polen corbicular producidos en
Corderito 2024, contra patégenos mediante el método de difusion en pozos de
agar.

e |dentificar la concentracion minima inhibitoria contra patégenos, de la miel y
polen corbicular producidos en Corderito 2024, mediante el método de

microdilucién en caldo.
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V. METODOLOGIA

5.1 Area de estudio

El area de estudio corresponde a la plantacion de Q. saponaria ubicada en el predio
Corderito (Latitud -37.027499, Longitud -72.671934) situado en la comuna de
Yumbel, Region del Biobio (Figura 1).

Chile

Predio

Corderito

Region del

Biobio
[{]

Figura 1. Mapa de la ubicacion geografica del ecosistema estudiado,
correspondiente al predio Corderito, ubicado en la comuna de Yumbel, en la region
del Biobio.

5.2 Obtencién de muestras

El material de polen corbicular se obtuvo de apiarios experimentales instalados en
el predio Corderito, perteneciente a la empresa chilena de energia, Colbun. En este
predio se encuentra una plantacion de 125 hectareas de quillay, establecida como
parte de un plan de compensacion ambiental debido a la construccion de la Central
Hidroeléctrica Angostura, ubicada en la cuenca del rio Biobio entre Santa Barbara
y Quilaco, en la Region del Biobio. Las trampas de polen corbicular, disefiadas para
recolectar el polen que las abejas depositan en las corbiculas de sus patas traseras,

fueron colocadas el 15 de diciembre de 2023, a inicio de la floracién de quillay, por
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el equipo del Laboratorio de Palinologia y Ecologia Vegetal de la Universidad de
Concepcién, Campus Los Angeles. La primera recoleccion de polen corbicular se
realizd el 4 de enero de 2024, 21 dias después de la instalacion de las trampas. La
segunda recoleccion se realizé el 23 de enero de 2024, 20 dias después de la
primera recoleccion (figura 2). La cosecha de miel de los apiarios experimentales

fue realizada una vez finalizada la floracion de quillay, el 21 de enero de 2024.

a) 7 - b)

Figura 2. Apiario experimental del cual se recolectaron las muestras de polen
corbicular ubicado en el predio Corderito, comuna de Yumbel. (a) Instalacién de
trampas en colmenas. (b) Colmena con trampa de polen instalada. (c¢) Primera
recoleccion de polen corbicular realizada el 4 de enero de 2024. (d) Segunda
recoleccion de polen corbicular realizada el 23 de enero de 2024.

5.3 Determinacion botanica de miel

5.3.1 Método melisopalinolégico

La determinacion polinica de la miel cosechada en la temporada 2024 procedente
de Corderito, se realizé de acuerdo con la Norma Chilena Nch2981 (2005). Para
esto se aplico el método de mezcla acetolitica descrito por Erdtman (1960)
modificado. Se pesaron 40 g de miel en un vaso precipitado previamente rotulado,
luego se afadi6 agua destilada en proporcion 1:1 para disolver y se agité hasta

conseguir una solucion homogénea. A continuacion, se agregaron 15 mL de la
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muestra en un tubo Falcon, el cual se centrifugd por 15 minutos a 4.400 rpm. Se
descartd el sobrenadante y se realizaron centrifugaciones sucesivas hasta

concentrar la muestra.

Al concentrado de polen obtenido se le anadieron 5 mL de acido acético glacial para
deshidratar la muestra. Luego, se centrifugo la muestra durante 15 minutos a 4.400
rom y se descartd el sobrenadante. Posteriormente, se preparé una mezcla de
anhidrido acético y acido sulfurico en proporciones 9:1, respectivamente, en un vaso
precipitado de 100 mL. La reacciéon se realizé en un bafo Maria a 80°C. Una vez
enfriada la mezcla, se transfirio nuevamente a los tubos Falcon y se afiadié 5 mL de
acido acético glacial para neutralizar la reaccion. La muestra se centrifugd durante
15 minutos a 4.400 rpm y se descarté el sobrenadante. Luego, se lavé con agua
destilada y se centrifugé nuevamente por 15 minutos a 4.400 rpm (este proceso se

repitio dos veces). El residuo final se transfirié a un tubo Eppendorf de 1,5 mL.

5.3.2 Montaje y visualizaciéon de la muestra
La muestra se montd en un portaobjetos afiadiendo una alicuota de glicerina y una
de miel acetolizada. Luego, se cubridé con un cubreobjetos y se sell6 por los bordes

con esmalte transparente.

El conteo de polen al microscopio siguidé la metodologia clasica de area minima
utilizado en palinologia (Bianchi y D’Antoni 1986). La visualizacion de la muestra se
realizé en un microscopio optico utilizando el objetivo 40x, y el conteo se realizé en
triplicado. Los granos de polen contabilizados fueron expresados en porcentajes,
calculados por regla de tres simple, que representa la proporcion relativa de las
especies dentro del total de la muestra. El analisis palinoldgico de la miel consistio
en la determinacién de los granos de polen a nivel de familia, género y/o especie,
basandose en las caracteristicas morfolégicas de la pared celular del grano de polen
(exina). Para ello, se utilizé bibliografia especializada en palinologia (Heusser, 1971;
Beug, 2004) y se empled la palinoteca de referencia del Laboratorio de Palinologia

y Ecologia Vegetal de la Universidad de Concepcién, campus Los Angeles
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5.4 Determinacion botanica de polen corbicular

5.4.1 Separacion por color de los cumulos corbiculares

Para la separacion por colores, primero se limpié la muestra para eliminar
impurezas. A continuacidén, se extrajeron 10 gramos de cumulos corbiculares,
diferenciados por colmena y fecha de recoleccion. La separacion inicial de los
cumulos por color se realizé bajo luz natural (Figura 3). Luego, se llevé a cabo una
separacion final bajo lupa con fondo negro. A cada grupo de cumulos corbiculares
se le asigno un color de acuerdo con la escala de colores Pantone® Matching
System Color Chart (PMS). Luego, se pes6 cada grupo resultante para obtener el
peso correspondiente de cada grupo en relacion con el peso total de la muestra
(Nch3255 2011).

Figura 3. Separacién por color de los cumulos corbiculares bajo luz natural.

5.4.2 Visualizacion bajo microscopio de los cumulos corbiculares

Para la visualizacion de los cumulos corbiculares, se aplico la técnica de acetdlisis
descrita por Erdtman (1960) modificada. Esta técnica consistio en depositar los
distintos grupos de colores de los cumulos corbiculares en tubos Falcon de 15 mL,
afadir 5 mL de acido acético glacial y homogenizar en vortex. Luego, se
centrifugaron las muestras durante 15 minutos a 4.400 rpm y se descartaron los

sobrenadantes. Posteriormente, se prepararon mezclas de anhidrido acético y acido
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sulfurico en proporciones 9:1, respectivamente, en vasos precipitados de 100 mL.
La reaccion se realizé en un bafio Maria a 80°C. Una vez enfriadas las mezclas, se
transfirieron nuevamente a los tubos Falcon y se le anadieron 5 mL de acido acético
glacial para neutralizar las reacciones. Las muestras se centrifugaron durante 15
minutos a 4.400 rpm y se descarté el sobrenadante. Luego, se lavaron con agua
destilada y se centrifugaron nuevamente por 15 minutos a 4.400 rpm (este proceso
se repitid dos veces). El residuo final se transfirié a un tubo Eppendorf de 1,5 mL.
Las muestras se montaron en portaobjetos afiadiendo una alicuota de glicerina y
una de polen corbicular acetolizado. Luego, se cubrieron con cubreobjetos y se

sellaron por los bordes con esmalte transparente.

Este procedimiento se realizé de acuerdo con la Norma Chilena Oficial Nch2981
(2005) “Miel de abejas - Denominacion de origen botanico mediante ensayo
melisopalinolégico”. La técnica se adaptd segun la Norma Chilena Oficial Nch3255
(2011) “Calidad de la colmena para polinizacion y diferenciacion del polen segun
origen botanico”, suprimiendo la tincién de los granos de polen con fucsina y
reemplazandola por el uso de una mezcla acetolitica. Este ajuste optimiza la

identificacion y posterior determinacién polinica.

La visualizacidn de la muestra se realiz6 en un microscopio optico utilizando un
objetivo de 40x. El analisis palinolégico de los cumulos corbiculares consistio en la
determinacion de éstos a nivel de familia, género y/o especie, basandose en las
caracteristicas morfologicas de la pared celular del grano de polen (exina). Para
ello, se utilizé bibliografia especializada en palinologia (Heusser, 1971; Beug, 2004)
y se empleo la palinoteca de referencia del Laboratorio de Palinologia y Ecologia

Vegetal de la Universidad de Concepcién, campus Los Angeles

5.5 Actividad antimicrobiana

5.5.1 Preparacion de disoluciéon de miel

Se pesaron 5 g de miel y se diluyeron en 5 ml de agua destilada estéril, obteniendo
una solucion con una concentracion de 100% m/v (1 g mL -'). La solucién resultante

se esterilizd utilizando un sistema de filtracidbn por contrapresién con jeringas
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equipadas con filtros de 0,45 um de diametro de poro (Montenegro et al. 2009). El

extracto filtrado se almacend en una botella marrén a una temperatura de 4 + 2 °C.

5.5.2 Preparacioén de extracto de polen corbicular
Se prepararon tres tipos de extractos de polen corbicular utilizando diferentes

métodos: extracto acuoso, extracto etandlico y extracto metandlico.

5.5.2.1 Extracto acuoso

El polen corbicular se tritur6 en un mortero hasta obtener un polvo fino.
Posteriormente, se pesaron 5 g del polvo obtenido y se mezcl6é con 5 mL de agua
destilada. La mezcla se llevd a ebullicion a 100°C. A continuacion, la mezcla fue
sometida a agitacion continua a una temperatura constante de 60°C por una hora
aproximadamente utilizando un agitador magnético con calentador. A continuacion,
la mezcla se filtré con papel Whatman No.1 (Bridi et al. 2019). El extracto obtenido

se almaceno en una botella marron a temperatura de 4 + 2°C (Bildir et al. 2023).

5.5.2.2 Extractos etandlico y metandlico (sin secado previo)

El polen corbicular se trituré en un mortero hasta obtener un polvo fino. De este, se
pesaron 2 g y se mezclaron con 10 ml de etanol en una muestra y con 10 ml de
metanol en otra. Ambas muestras se dejaron en maceracion durante 24 horas a

temperatura ambiente.

Posteriormente, cada muestra fue sometida a ultrasonido durante 30 minutos para
facilitar la extraccién de compuestos bioactivos. Luego, se colocaron en un agitador
magnético a 150 rpm durante 1 hora. El liquido resultante fue filtrado utilizando papel
filtro junto con un sistema de filtracion al vacio. Este proceso se repitié una vez mas,

y los filtrados obtenidos se combinaron en un matraz.

Los extractos combinados se concentraron utilizando un evaporador rotativo a 45
°C y 80 rpm hasta completar la evaporacion del disolvente. Los extractos finales se

almacenaron en botellas marrones a una temperatura de 4 £ 2 °C.

5.5.2.3 Extractos etandlico y metandlico (con secado previo)
El polen corbicular fue secado en una estufa a 36 °C durante 48 horas. Una vez

seco, se trituré en un mortero hasta obtener un polvo fino. De este polvo, se pesaron
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2 gy se mezclaron con 10 ml de etanol en una muestra y con 10 ml de metanol en

otra.

El procedimiento de maceracion, ultrasonido, agitacion magnética, filtracion vy
concentracion siguié el mismo protocolo descrito en los extractos etandlico y
metandlico sin secado previo. Los extractos finales se almacenaron en botellas

marrones a una temperatura de 4 + 2 °C.

5.5.3 Método de difusion de pozos de agar

La actividad antimicrobiana de la miel y polen corbicular se determiné mediante el
método de difusién de pozo de agar. Para esto se seleccionaron las siguientes
cepas de referencia: Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus
ATCC25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 y Candida albicans ATCC
10231. Las cepas bacterianas se cultivaron en agar Mueller-Hinton, mientras que el
hongo se cultivd en agar Sabouraud, incubandose a 37 °C por 24 horas.
Posteriormente, se tomaron colonias individuales y se suspendieron en tubos que
contenian suero fisioldgico estéril y se midié la turbidez hasta obtener el estandar
de 0,5 en la escala de McFarland confirmada por lectura espectrofotométrica a
580 nm (equivalente a una concentracion de aproximadamente 1-2 x 108 UFC/ml)
(Matuschek et al. 2014).

Para evaluar la actividad antibacteriana, se prepararon pozos de 6 mm de diametro
en placas de agar Mueller-Hinton (para bacterias) y agar Sabouraud (para levadura).
Las suspensiones bacterianas y fungicas ajustadas a 0,5 de turbiedad estandar de
McFarland se sembraron sobre las placas para cubrir toda la superficie utilizando
un hisopo estéril. A continuacion, utilizando una micropipeta se tomaron 50 uL de
los extractos de polen corbicular y se transfirieron a los pozos. En el caso de la miel,
se utilizo en estado puro y se anadié directamente hasta llenar el pozo. Las placas
fueron incubadas a 37 °C durante 24 horas. Luego de finalizada la incubacion, con
la ayuda de un pie de metro se midieron las zonas de inhibicion alrededor de los
pozos. Todas las pruebas fueron realizadas en triplicado. Como control positivo de

bacterias se utilizé levofloxacino, mientras que para la levadura se empled
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fluconazol y como control negativo se utilizé el disolvente utilizado en la preparacion
del extracto (Gercek et al. 2022; Campos et al. 2021).

5.5.4 Concentracién minima inhibitoria

La concentracion minima inhibitoria se determind utilizando una técnica estandar de
microdilucion en caldo (Cavalieri et al. 2005). Las bacterias a evaluar fueron E. coli
ATCC 25922, S. aureus ATCC25923, P. aeruginosa ATCC 9027.

En microplacas estériles de 96 pozos, se colocaron 200 uL de la disolucion de miel
en la primera columna (pozo 1). En los pozos de las columnas 2 a la 12, se
afiadieron 100 uL de caldo Mueller-Hinton. Se realizaron diluciones seriadas de los
extractos en los pozos de la columna 1 a la 10, transfiriendo 100 uL de una columna

a la siguiente y mezclando bien antes de pasar a la siguiente columna.

Se prepararon suspensiones bacterianas ajustadas a una turbidez equivalente a 0,5
en la escala de McFarland. A cada pozo, excepto los de la primera columna (extracto
puro) y la columna 11 (control negativo), se afiadieron 100 pL de inéculo bacteriano.

La columna 12 se utilizé6 como control positivo (bacterias sin extracto).

La microplaca se cubrié con papel Parafiim y se incub6 a 37 °C por 24 horas.
Después del periodo de incubacion inicial, se afiadieron 20 uL de resazurina al 1 %
a todos los pozos, excepto en los de la primera columna. La microplaca se incubd
durante 3 horas adicionales a 37 °C. Se evalud el cambio de color en los pozos. La
aparicion de un color rojo o rosa indica actividad microbiana, lo que sugiere
crecimiento bacteriano. Los pozos que no mostraron cambio de color (lectura
negativa) se consideraron como aquellos donde la concentracion del extracto inhibio

el crecimiento bacteriano.

De cada pozo que mostré una lectura negativa y del ultimo pozo con crecimiento
bacteriano, se sembraron 20 uL en placas de agar Mueller-Hinton. Las placas se
incubaron a 37 °C durante 24 horas. Se realizé la lectura final. Un recuento de <10
UFC indica actividad bactericida del extracto (mata las bacterias), mientras que un
recuento de >10 UFC sugiere actividad bacteriostatica (inhibe el crecimiento sin

matar completamente a las bacterias).
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5.6 Analisis estadisticos

Se analizé estadisticamente los resultados de la capacidad inhibitoria de la miel
(mm) sobre los cuatro patdogenos estudiados. Debido a la ausencia de inhibicion en
Candida albicans, este microorganismo fue excluido del analisis, enfocandose
unicamente en P. aeruginosa, S. aureus y E. coli. Para determinar diferencias
significativas en la capacidad de inhibicion de la miel de quillay sobre los patégenos,
se aplicé un analisis de varianza (ANOVA) seguido de la prueba de comparacién
multiple de Tukey, considerando un nivel de significancia de p = 0,05 (95% de
confianza), luego de una previa comprobaciéon de supuestos de normalidad y

homogeneidad de varianzas.
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VI. RESULTADOS

6.1 Determinacion botanica de miel

El analisis melisopalinolégico realizado a la miel producida en el predio Corderito,

temporada 2024, determind que esta corresponde a una miel monofloral de Quillaja

saponaria (quillay), especie endémica de Chile, clasificada segun la Norma Chilena

Nch2981 (2005) “Miel de abejas — Denominacion de origen botanico mediante

ensayo melisopalinolégico”, dado que los granos de polen de esta especie

representaron el 46,73% del espectro polinico total, como se observa en la Tabla 1,

superando la proporcidn del 45% establecido por la Norma para la determinacion

botanica de mieles monoflorales. La segunda especie mas representativa

fue Galega officinalis (galega), cuyos granos de polen alcanzaron un 14,05% del

espectro polinico. Las observaciones microscépicas de los granos de polen

predominantes en la muestra de miel (Quillaja saponaria, Galega officinalis y Lotus

pedunculatus) se muestran en la Figura 4.

Tabla 1. Presencia polinica relativa de la miel procedente de Corderito, cosecha
2024. ** N: Nativa, E: Endémica e I: Introducida.

Familia Espectro polinico Nomtgre Estitus N° Granos | Porcentaje
comun
Apiaceae Conium maculatum Cicuta I 22 1,80%
Asteraceae Taraxacum officinale Diente de ledn I 13 1,06%
Asteraceae Proustia pyrifolia Tola blanca N/E 19 1,55%
Boraginaceae Echium vulgare Hierba azul I 51 4,17%
Brassicaceae - - - 15 1,23%
Escalloniaceae | Escallonia pulverulenta Madrofio N/E 18 1,47%
Fabaceae Medicago sativa Alfalfa I 64 5,23%
Fabaceae Galega officinalis Galega I 172 14,05%
Fabaceae Lotus pedunculatus Alfalfa chilota I 77 6,29%
Fagaceae Castanea sativa Castafio I 55 4,49%
Lamiaceae Mentha pulegium Poleo I 22 1,80%
Myrtaceae Luma sp. - - 72 5,88%
Quillajaceae Quillaja saponaria Quillay N/E 572 46,73%
Rosaceae Rubus ulmifolius Zarzamora I 24 1,96%
Vitaceae Clematicissus striata Voqui colorado N/E 19 1,55%
- Otros - - 9 0,74%
Total 1224 100%
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Figura 4. Imagenes de granos de polen de la muestra de miel, cosecha 2024 de
Corderito, observados con un microscopio optico (40x). (a) Quillaja saponaria.
(b) Galega officinalis. (¢) Lotus pedunculatus.

6.2 Determinacién botanica del polen corbicular

En la primera recoleccidon de polen corbicular de Corderito 2024, se identificaron
nueve taxones pertenecientes a ocho familias botanicas (Tabla 2). La especie
dominante fue M. sativa (alfalfa), de la familia Fabaceae, con una proporcion del
66,32% del total de la muestra. La especie secundaria fue Schinus polygamus
(huingan), de la familia Anacardiaceae, con una proporcion del 12,54%.

Tabla 2. Presencia polinica relativa de la primera recoleccién de polen corbicular
procedente de Corderito 2024. PMS: codigo de color asociado a los cumulos
corbiculares segun la tabla estandarizada de colores PMS. Peso (g): peso total de

los cumulos corbiculares correspondientes a cada grupo de color. ** N: Nativa, E:
Endémica e |: Introducida.

Muestras primera recoleccion 04 de Enero 2024

Cod. - . Nombre Estatus .
Pantone Familia Espectro polinico comun o Peso (g) |Porcentaje

PMS 1255 I Anacardiaceae | Schinus polygamus Huingéan N 1,2082 12,54%
_ Asteraceae | Taraxacum officinale | Diente de ledn I 0,1827 1,90%
PMS 4985 I Asteraceae | Cynara cardunculus Cardo I 0,0615 0,64%
PMS 5185 I Boraginaceae Echium vulgare Hierba azul I 0,0372 0,39%
Brassicaceae - - - 0,0500 0,52%

Fabaceae Medicago sativa Alfalfa I 6,3890 66,32%

PMS 469 Fabaceae Galega officinalis Galega I 0,3819 3,96%
PMS 1405 Myrtaceae Luma apiculata Arrayan N/E 0,5213 5,41%
Rosaceae Rubus ulmifolius Zarzamora I 0,8022 8,33%
Total 9,6339 100%
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Otras especies identificadas incluyen Rubus ulmifolius (zarzamora; 8,33%), Luma
apiculata (arrayan; 5,41%), y Galega officinalis (galega; 3,96%), que contribuyeron
en menor medida al espectro polinico del polen corbicular. Los resultados también
mostraron la presencia de especies como Taraxacum officinale (diente de leon),
Cynara cardunculus (cardo), y Echium vulgare (hierba azul), con porcentajes

inferiores al 2%.

En la segunda recoleccion de polen corbicular de Corderito 2024, se identificaron
siete taxones pertenecientes a seis familias botanicas (Tabla 3). Al igual que en la
primera colecta, la especie dominante fue Medicago sativa (alfalfa), de la familia
Fabaceae, con una proporcion del 65,39% del total de la muestra. La especie
secundaria fue Galega officinalis (galega), también de la familia Fabaceae, con una
proporcion del 20,21%.

Tabla 3. Presencia polinica relativa de la segunda recoleccion de polen corbicular
procedente de Corderito 2024. PMS: cddigo de color asociado a los cumulos
corbiculares segun la tabla estandarizada de colores PMS. Peso (g): peso total de

los cumulos corbiculares correspondientes a cada grupo de color. ** N: Nativa, E:
Endémica e |: Introducida.

Muestras segunda recoleccion 23 de Enero 2024
Cod. - - Nombre .
Pantone Familia Espectro polinico ., Estatus | Peso (g) |Porcentaje
PMS comun

m Anacardiaceae | Schinus polygamus Huingéan N 0,2088 2,23%
Asteraceae | Taraxacum officinale | Diente de le6n I 0,1172 1,25%

Asteraceae - - - 0,0459 0,49%

Fabaceae Medicago sativa Alfalfa I 6,1289 65,39%

Fabaceae Galega officinalis Galega I 1,8944 20,21%
Lamiaceae Mentha pulegium Poleo I 0,1755 1,87%

Myrtaceae Luma apiculata Arrayan N/E 0,8021 8,56%
Total 9,3728 100%

En la segunda recoleccién se identificaron especies que no estuvieron presentes en
la primera colecta, como Mentha pulegium (poleo) de la familia Lamiaceae, y una
especie no identificada de la familia Asteraceae. Por otro lado, en la primera colecta

se identificaron especies que no se encontraron en la segunda colecta,
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como Cynara cardunculus (cardo) de la familia Asteraceae, Echium vulgare (hierba
azul) de la familia Boraginaceae, Rubus ulmifolius (zarzamora) de la familia
Rosaceae y una especie no identificada de la familia Brassicaceae. Las
observaciones microscépicas de los granos de polen predominantes de ambas

cosechas en las muestras de polen corbicular se muestran en la Figura 5.

a) b) c) d)
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Figura 5. Imagenes de granos de polen de las muestras de polen corbicular

observados con un microscopio Optico (40x). (a) Medicago sativa. (b) Galega
officinalis. (¢) Schinus polygamus. (d) Rubus ulmifolius.

6.3 Capacidad antimicrobiana de miel

6.3.1 Actividad antibacteriana

En el estudio de capacidad antimicrobiana de la miel producida en el predio
Corderito, cosecha 2024, se observo actividad antimicrobiana frente a las bacterias
Gram positivas y Gram negativas. Frente a S. aureus la miel present6 la mayor
inhibicion, con un promedio de 29,17 + 1,04 mm, presentando diferencias
significativas con los otros microorganismos analizados en el presente experimento.
Por otro lado, P. aeruginosay E. coli presentaron zonas de inhibicion de 15,67 +
1,76 mmy 14,5 + 1,32 mm, respectivamente, sin diferencias significativas entre ellas
(Tabla 4).

En el caso de C. albicans, no se observé actividad inhibitoria bajo las condiciones
evaluadas. Los halos de inhibicidon observados en los diferentes microorganismos

analizados se muestran en la Figura 6.
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Tabla 4. Capacidad antimicrobiana de la miel producida en Corderito, cosecha 2024,
frente a diferentes microorganismos patégenos (mm de didmetro de halo de
inhibicién incluye el pozo de 6 mm). **s.a: sin actividad.

Microorganismo Halo de inhibicién (mm)
Escherichia coli (ATCC 25922) 14,5+1,32 b
Staphylococcus aureus (ATCC 25922) 29,17+1,04 a
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) 15,67+1,76 b
Candida albicans (ATCC 10231) **g.a.
a)
c)

2 deryginos® < ofpica®®

Figura 6. Halos de inhibicién observados en diferentes microorganismos con la
aplicacion de miel pura. (a) Escherichia coli cultivada en agar Mueller-Hinton con
halo de inhibicion. (b) Staphylococcus aureus cultivada en agar Mueller-Hinton con
halo de inhibicién. (¢) Pseudomonas aeruginosa cultivada en agar Mueller-Hinton
con halo de inhibiciéon. (d) Candida albicans cultivada en agar Sabouraud sin halo
de inhibicion.

6.3.2 Concentracion minima inhibitoria
Los resultados obtenidos en la determinacion de la concentracién minima inhibitoria
(CMI) y concentraciéon minima bactericida (CMB) de la miel fueron los siguientes:
para S. aureus, la CMI fue de 3,13% m/v y la CMB de 6,25% m/v; para E. coli, la
CMI fue de 12,5% m/v y la CMB de 25% ml/v; y para P. aeruginosa, la CMI fue de
25% m/v y la CMB de 50% m/v (Tabla 5).
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Tabla 5. Concentracién minima inhibitoria (CMI) y concentracién minima bactericida
(CMB) de la miel de Corderito, cosecha 2024, expresado en porcentaje (m/v).

Microorganismo CMI CMB

Staphylococcus aureus (ATCC 25922) 3,13 (6,25
Escherichia coli (ATCC 25922) 12,5 | 25
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) 25 50

6.4 Capacidad antimicrobiana de polen corbicular

La actividad antimicrobiana del polen corbicular recolectado en el predio Corderito,
cosecha 2024, fue evaluada mediante el método de pozos en agar frente a E. col,
S. aureus, P. aeruginosa y C. albicans, donde, bajo las condiciones experimentales
utilizadas, no se observaron halos de inhibiciébn en ninguna de las réplicas para
ninguno de los microorganismos evaluados, indicando la ausencia de actividad
antimicrobiana. Debido a que no hubo inhibicion, no se realiz6 la determinacion de

concentracion minima inhibitoria para el polen corbicular.
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VII. DISCUSION

7.1 Determinacién botanica de miel

Las condiciones climaticas que presenta la comuna de Yumbel favorecen la
presencia de una vegetacion natural caracterizada, entre otras especies, por el
espino, el boldo, el peumo y el quillay (CIREN 2024), pero también en esta comuna,
en el predio Corderito, se encuentra la plantacién de quillay mas grande de Chile
(Maragaio 2021), un bosque artificial de quillay hecho por el hombre. El quillay fue
la especie mas representativa, a nivel de polen, en la miel de Corderito cosechada
en 2024, la cual se clasificé como una miel monofloral de Quillaja saponaria (quillay),
con un 46,73% de representacion en el espectro polinico. En total, para la
mencionada cosecha de miel, se identificaron 15 especies vegetales,
pertenecientes a 11 familias botanicas, en donde Quillajaceae (46,73%), Fabaceae
(25,57%) y Myrtaceae (5,88%) fueron predominantes, representando un 78,18% del
total de las especies determinadas. Estos resultados reflejan la contribucién de las
caracteristicas climaticas, de la vegetacién natural y de la plantacion de quillay,
presentes en este ecosistema del secano interior de Biobio, en la composicion floral

de la miel evaluada.

El Laboratorio de Palinologia y Ecologia Vegetal de la Universidad de Concepcion,
Campus Los Angeles, ha estado realizando estudios previos en el predio Corderito,
donde para las temporadas de cosecha de 2020, 2022 y 2023, circunscritas al
periodo de floracion del quillay, se obtuvo miel monofloral de quillay (Garcia 2024).
En la temporada 2024, también se produjo miel monofloral de esta especie, lo que
evidencia la preferencia de la abeja melifera por el quillay. Esta preferencia podria
deberse principalmente a la abundante disponibilidad de néctar que posee la flor del
quillay (Montenegro et al 2010).

Estudios en la miel monofloral de esta especie indican la presencia de propiedades
beneficiosas para la salud de los humanos, tales como actividad antimicrobiana,
antioxidante y propiedades antiinflamatorias, gracias a la presencia de compuestos
como fenoles, flavonoides y peréxido de hidrégeno (Poulsen-Silva et al. 2023;

Nufez-Pizarro et al. 2024)
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Por otra parte, la segunda especie vegetal mas representativa del analisis
melisopalinolégico fue G. officinalis (galega), cuyos granos de polen alcanzaron un
14,05% de representacion en el espectro polinico. Segun estudios previos en el
predio Corderito, realizados por el mismo laboratorio, se identificd G. oficinalis como
polen secundario en las temporadas 2020, 2022 y 2023, asociado posiblemente, a
la larga floracion de la especie y su adaptabilidad a las condiciones ambientales,
siendo utilizada por las abejas en la medida de su disponibilidad (Montenegro et al.
2010).

Los resultados indican que el predio Corderito ofrece un entorno ideal para la
produccion direccionada de miel monofloral de quillay, debido a la abundancia de
esta especie en la zona, producto de las 125 ha de plantacién de la especie. Esto
contribuye a la generacién de un producto Unico, reconocido por sus beneficios para
la salud. En Chile, la produccion de miel monofloral de quillay se concentra
principalmente en la zona central del pais, de clima mediterraneo, que abarca desde

la regién de Coquimbo hasta la region del Biobio (Montenegro 2022).

7.2 Determinacion botanica del polen corbicular

En el presente estudio el polen corbicular, recolectado durante el periodo de
floracion del quillay, fue caracterizado como monofloral no nativo de Medicago sativa
(Alfalfa) segun la Norma Chilena Oficial Nch3255 (2011) “Calidad de la colmena
para polinizacion y diferenciacion del polen segun origen botanico”. Durante la
primera y segunda cosecha de polen corbicular en el predio Corderito, en enero de
2024, M. sativa fue la especie con mayor predominancia, lo cual coincide con su
periodo de floracion para la region del Biobio, el cual inicia en septiembre, de
manera paulatina, y se mantiene de manera continuada hasta febrero o marzo (SAG
2007).

Nuestros resultados muestran que la composicidn botanica del polen corbicular y
de la miel, recolectados en Corderito 2024 durante el periodo de floracion del quillay,
son distintas, hallazgo que es consistente con el hecho documentado de que las
plantas utilizadas por A. mellifera para la recoleccion de néctar difieren de aquellas

seleccionadas para la colecta de polen corbicular. (McMinn-Sauder et al., 2022). Es
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decir, aunque las abejas recolecten néctar y polen en el mismo periodo, pueden
preferir diferentes especies para cada tarea. Ademas, se ha documentado
previamente la presencia de polen corbicular de quillay (Montenegro 2013), lo que
sugiere que esta especie también es recolectada por las abejas para la formacion
de su polen corbicular, lo que reafirma que las actividades de recoleccion de néctar

y polen son distintas.

Garcia (2024), realizé una determinacion botanica de polen corbicular recolectado
en el mismo predio Corderito, para la temporada 2023 durante la floracion de quillay;
en dicho estudio se reportd una predominancia de polen de G. officinalis,
evidenciando, en comparacion con el presente estudio, un cambio en la
composiciéon dominante del polen corbicular entre ambas temporadas. Aun asi, la
familia botanica dominante sigue siendo Fabaceae, ya que M. sativa 'y G. officinalis
pertenecen a este grupo taxondmico. Los cambios en la dieta de la abeja melifera
observados pueden atribuirse a los cambios en las condiciones climaticas, cambios
en la composicion botanica del area circundante a las colmenas (traslape del
calendario floral), nutricién y/o estado sanitario previo de las colmenas (Tsuruda et
al. 2021).

Diversos factores influyen en las preferencias de las abejas hacia ciertas especies
vegetales. Gosh et al. (2020) indican que el contenido nutricional de proteinas es el
principal criterio para la preferencia de alimentacion de polen por parte de las
abejas, pero si las fuentes florales con alto contenido proteico son limitadas o menos
accesibles, las abejas se ven obligadas a recolectar polen de fuentes menos
nutritivas que estén mas disponible en su entorno. Por su parte, Nicholls y Hempel
de Ibarra (2017) sefialan que no hay evidencia de la capacidad de las abejas para
discriminar entre el polen de las flores basandose unicamente en el contenido de
proteina cruda, y que existen otros macronutrientes, como los lipidos, que son igual
0 mas importantes en este aspecto. Se ha observado también que las abejas
pueden evitar ciertos tipos de polen si éstos contienen toxinas o compuestos que
les resulten desagradables, lo que implica que no solo buscan nutrientes, sino que

también evitan componentes potencialmente dafiinos (Sculfort et al. 2021). Sin
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embargo, también se ha demostrado que las preferencias por polen no solo se ven
afectadas por la calidad y disponibilidad de este, sino también por la experiencia
previa de busqueda de alimento, tal como observaron Cook et al. (2003), donde las
abejas preferian especies de polen que contenian una mayor concentracion de
aminoacidos esenciales, pero solo cuando tenian experiencia previa de busqueda

de este tipo de polen.

En la presente investigacion, se determin6é que el polen corbicular cosechado es
monofloral de M. sativa, el cual en otros estudios se ha caracterizado por un alto
contenido de proteina cruda, cenizas y niveles significativos de minerales como Ca,
Na, K, Mg, P, Mn y Zn (Taha 2015). Ademas, contiene aminoacidos esenciales,
incluyendo histidina, lisina, leucina, fenilalanina, treonina y valina, en
concentraciones suficientes para satisfacer los requerimientos minimos de las
abejas (Taha et al., 2019). Estas propiedades nutricionales del polen de alfalfa
podrian explicar la preferencia observada, posiblemente influenciada también por la

experiencia previa de las abejas en la recoleccion de este recurso floral.

La importancia de la composicidon botanica del polen corbicular, ya sea monofloral o
multifloral, es que puede influir en la salud y el comportamiento de las abejas. El
polen monofloral, al tener menor diversidad especifica, podria asociarse con efectos
negativos, como una menor supervivencia por un menor consumo de polen diverso
(Muturi et al. 2022). Sin embargo, Alaux et al. (2010) encontraron que la diversidad
polinica no afecto la supervivencia de abejas sanas. Sin embargo, en presencia de
parasitos, las abejas alimentadas con polen polifloral tuvieron mayor supervivencia
gue aquellas alimentadas con polen monofloral, excepto cuando este ultimo era rico
en proteinas. Por tanto, la preferencia por polen monofloral no compromete
necesariamente la salud de las abejas, especialmente si su valor nutricional es

adecuado, como en el caso del polen estudiado.

7.3 Capacidad antimicrobiana de la miel
En el presente estudio se analiz6 la capacidad antimicrobiana de la miel de quillay
(100% m/v), cosechada en el predio Corderito, en la temporada 2024, frente a cuatro

patdogenos humanos. Esta capacidad antimicrobiana de la miel de quillay ya ha sido
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demostrada en estudios previos; sin embargo, estas investigaciones han sido
limitadas en numero de publicaciones y no existe un analisis enfocado en miel
monofloral de la especie proveniente de un predio con una plantacién artificial de

quillay, como lo que ocurre con el predio Corderito.

Montenegro et al. (2009) evaluaron la capacidad antimicrobiana de dos muestras
de mieles monoflorales de quillay provenientes de Rio Clarillo (region Metropolitana)
y de la cordillera de la costa de Curicé (region del Maule), a partir de extractos
fendlicos de miel. Los extractos de ambas localidades inhibieron el crecimiento in
vitro de P. aeruginosa (CMI=1,26 y 1,35 mg mL-"; diluciones 50%) y S. aureus
(CMI=0,32 y 0,68 mg mL-"; diluciones 12,5 y 25 %), pero no tuvieron efecto sobre
E. coli y la levadura C. albicans. Si bien en la presente investigacion no se
emplearon extractos de miel, sino miel pura, los resultados son similares a los de
Montenegro et al. (2009), ya que en ambos casos se observé que S. aureus pudo
ser inhibido con una menor concentracion que P. aeruginosa; asi mismo, en ninguno
de los casos se observo una inhibicion de C. albicans. Sin embargo, a diferencias
del estudio de Montenegro et al. (2009), en el presente estudio si se observd una

inhibicion de E. coli.

Por otra parte, Montenegro et al. (2023) reporté que la miel monofloral de quillay
presenta actividad antimicrobiana variable segun el patéogeno evaluado. En el
presente estudio, la actividad antibacteriana de la miel del predio Corderito mostré
un comportamiento similar, con un mayor efecto sobre S. aureus (29,17+1,04 mm),
un resultado comparable con el rango reportado por Montenegro (2023) (12-29 mm).
Esto sugiere que la miel de quillay puede ser altamente efectiva contra S. aureus.
Para E. coli, el presente estudio mostré un halo de inhibicién de 14,5+1,32 mm,
dentro del rango de 10-19 mm informado por Montenegro (2023). En P. aeruginosa,
la inhibicién observada en este estudio (15,67+1,76 mm) fue superior al valor
minimo reportado por Montenegro (2023) (9 mm) y se encuentra dentro del rango
maximo (20 mm). Estos resultados reafirman que la actividad antimicrobiana de la

miel monofloral de quillay es variable segun la especie microbiana evaluada y que
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su efectividad puede estar influenciada por la composicion quimica y el origen

geografico de la miel.

La actividad antimicrobiana observada de la miel proveniente del predio Corderito,
de la cosecha 2024, frente a los microorganismos patdgenos estudiados, puede
atribuirse a su contenido de compuestos fendlicos. Segun Nufez-Pizarro et al.
(2024) existe una correlacion significativa entre el porcentaje de polen de quillay en
mieles y su contenido fendlico total, lo que sugiere que los metabolitos secundarios
derivados del quillay podrian contribuir a las propiedades antimicrobianas
observadas en la miel analizada. El quillay es reconocido por su abundante
composicion de saponinas y polifenoles, conocidos por su capacidad para alterar la
membrana celular de los microorganismos y generar estrés oxidativo, lo que podria
explicar la susceptibilidad de S. aureus, E. coliy P. aeruginosa a la miel (Copaja et
al. 2003; Sewlikar and D’Souza 2017; Fleck et al. 2019).

La actividad antimicrobiana de la miel no solo esta asociada con su contenido de
peréxido de hidrégeno (H202), como se ha demostrado en estudios previos, sino
que también depende de otros factores presentes en la miel, como su baja actividad
de agua, acidez, osmolaridad y compuestos fendlicos. Estos componentes, en
conjunto, contribuyen a su capacidad para inhibir el crecimiento de microorganismos
(Osés et al., 2024).

Los resultados obtenidos en esta investigacion muestran que la miel de Corderito
2024 presentod una actividad antimicrobiana frente a S. aureus de 29,17 £ 1,04 mm,
notablemente superior al promedio reportado por Carrasco (2023) para la miel
monofloral de quillay procedente de la regién del Biobio (7,3 £ 0,6 mm). En ambas
investigaciones se empleé miel en estado puro, por lo que las diferencias
observadas podrian deberse a la composicion botanica de ambas mieles, ya que si
bien ambas son monoflorales de quillay, las especies secundarias de estas mieles
son distintas y se encuentran en distintas proporciones. En cuanto a E. coliy P.
aeruginosa, la actividad observada en este estudio (14,5 + 1,32 mmy 15,67 + 1,76
mm, respectivamente) también supera los valores reportados por Carrasco (1,3

0,6 mm en P. aeruginosa 'y 10,0 £ 1,0 mm en E. coli) (2023).
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En cuanto ala CMI y CMB frente a S. aureus, los valores obtenidos en este estudio
(3,13% m/v y 6,25% mlv, respectivamente) fueron mayores que los reportados por
Carrasco (2,19% m/v y 4,38% m/v). Por otro lado, los resultados obtenidos para E.
coli mostraron una CMI de 12,5% m/v y una CMB de 25% mlv, valores que fueron
mayores que los reportados por Carrasco (8,75% m/v tanto para la CMI como para
la CMB) (2023), quien utilizé una concentracion inicial de 70% m/v en comparacion
con el 100% m/v empleado en este estudio. Esta diferencia metodolégica podria
influir en la determinacion de la CMI, ya que una concentracion inicial mas alta
podria resultar en una distribucién diferente de los compuestos activos en las

diluciones sucesivas, afectando la actividad antimicrobiana detectada (CLSI 2018).

7.4 Capacidad antimicrobiana de polen corbicular

El polen corbicular analizado estaba compuesto predominantemente por polen de
M. sativa (alfalfa) presente en ambas fechas de colecta, con un 66,32% y 65,39%,
respectivamente. Estos resultados sugieren que los compuestos bioactivos
presentes en el polen de esta especie, como los compuestos fendlicos, de acuerdo
con la literatura, podrian presentar actividad antimicrobiana (El-Desoukey 2015;
Abouzeid et al. 2023). Sin embargo, actualmente no se dispone de estudios

especificos que evaluen la actividad antimicrobiana del polen de M. sativa.

No obstante, se ha investigado la presencia de compuestos con propiedades
antimicrobianas en otras partes de la planta. Un estudio de Ghani and Rehman
(2021) indica que la alfalfa posee actividad antibacteriana derivada de extractos de
solventes de las hojas, raices, y tallo, contra los patégenos clinicos de origen
humano E. coli, S. typhi, S. aureus y Klebsiella pneumoniae. Ademas, la actividad
antibacteriana del extracto de M. sativa aumenté con el incremento de la
concentracion de los extractos crudos y la polaridad de los solventes utilizados para
la extraccion. Asimismo, Abouzeid et al. (2023) también analizaron los exudados de
plantulas de alfalfa, encontrando compuestos como la canavanina y el hiperésido,

que mostraron actividad antibacteriana y antibiofilm contra E. coli.

Aunque los compuestos mencionados estan presentes en la planta, no hay

evidencia directa que confirme su presencia o actividad antimicrobiana en el polen
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corbicular de M. sativa. Ademas, la composicién quimica del polen puede diferir de

otras partes de la planta.

Por otro lado, si se han estudiado los perfiles fendlicos del polen corbicular de otras
especies de la familia Fabaceae (Rocchetti et al. 2018), lo que sugiere que el polen
corbicular de M. sativa podria contener compuestos fendlicos. En promedio, los
autores reportaron una alta concentracion de compuestos fendlicos (10,2 mg GAE
g"), donde el contenido mas alto se registré en una especie del género Gleditsia
spp. (15,4 mg g') y el mas bajo en una especie del género Trifolium spp. (5 mg g
"). Los compuestos fendlicos mas comunes en estas fabaceas estudiadas fueron
acidos fendlicos, tirasinas y antocianinas. Los autores sugieren que el origen

botanico podria tener una influencia en la distribucion fendlica del polen de abeja.

Considerando estos antecedentes, los resultados del presente estudio, respecto de
la capacidad antimicrobiana de polen corbicular, no coinciden con la tercera
hipotesis puesta en juego, de que el polen corbicular analizado, compuesto
principalmente por polen de M. sativa, presentara actividad antimicrobiana contra

los patdgenos evaluados.

Esta discrepancia podria explicarse por la influencia de factores relacionados con el
almacenamiento, los cuales afectan la estabilidad de los compuestos bioactivos
presentes en el polen corbicular y, por ende, su capacidad antimicrobiana. Estos
factores corresponden a la composicion del polen, temperatura de almacenamiento,
tiempo de almacenamiento, contenido de humedad, presencia de luz, técnica de

secado, y tiempo desde recoleccidon hasta almacenamiento (Dias et al. 2016).

De acuerdo con Cortés et al. (2015), la recoleccién de polen corbicular debe
realizarse en forma diaria para prevenir su descomposicion y garantizar la frescura
del producto apicola. Posterior a la recoleccion debe someterse a un proceso de
desecacion utilizando aire caliente a 40 °C, reduciendo su contenido de humedad
del 12% al 8%, para asi evitar procesos de fermentacién. En el presente estudio los
periodos de recoleccion del polen corbicular fueron a 21 dias de iniciada la floracién
del quillay y a 20 dias después de la primera cosecha de polen. Este periodo

prolongado puede haber ocasionado que el polen corbicular perdiera sus
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componentes bioactivos que permiten que este producto de la colmena tenga

actividad antimicrobiana.

Estudios previos como el de Friedle et al. (2021) han demostrado que la
composicion del polen vy, principalmente, el alto contenido de humedad en el
almacenamiento, favorecen el desarrollo de microorganismos, lo que disminuye sus

propiedades bioactivas incluida la actividad antimicrobiana.

Diversos estudios han destacado que el tiempo de almacenamiento es un factor
determinante en la preservacion de las propiedades bioactivas del polen apicola.
Rzepecka-Stojko et al. (2012) observaron que el almacenamiento prolongado
disminuye significativamente el contenido de polifenoles, especialmente en
condiciones de temperatura ambiente y exposicion a la luz, siendo el
almacenamiento en frio y oscuridad una alternativa para minimizar estas pérdidas.
De manera complementaria, Fernandez et al. (2020) reportaron que los compuestos
volatiles del polen disminuyen considerablemente tras nueve meses de
almacenamiento a temperatura ambiente, lo que sugiere una progresiva
degradacion de sus componentes bioactivos. Por su parte, Campos et al. (2021)
resaltaron cémo la humedad alta durante el almacenamiento favorece la
proliferacion de microorganismos, lo que podria comprometer aun mas la calidad
del polen. En conjunto, estos hallazgos subrayan que las condiciones de
almacenamiento no solo afectan la estabilidad de los compuestos bioactivos, sino
que también pueden influir en su funcionalidad, reforzando la necesidad de
implementar practicas de conservacion adecuadas para preservar la calidad del

polen apicola durante periodos prolongados.

Por lo tanto, aunque las condiciones de almacenamiento empleadas en el presente
ensayo favorecian la conservacion del polen corbicular, factores como la presencia
de humedad y el periodo transcurrido entre la recoleccion y el almacenamiento del
polen podrian haber contribuido a la degradacion de compuestos bioactivos, lo que

explicaria la ausencia de actividad antimicrobiana en nuestra experimentacion.
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VIIl. CONCLUSIONES
La miel cosechada en el predio Corderito, en 2024, es monofloral de quillay (Quillaja

saponaria Molina), clasificada segun la Norma Chilena Oficial Nch2981 (2005).

El polen corbicular recolectado en el predio Corderito, en 2024, durante la floracién
de quillay, fue clasificado como monofloral no nativo de Alfalfa (Medicago sativa L.)
segun la Norma Chilena Oficial Nch3255 (2011).

La miel cosechada en el predio Corderito, en 2024, presentdé actividad
antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coliy Pseudomonas

aeruginosa, y no mostro actividad frente a Candida albicans.

El polen corbicular recolectado en el predio Corderito, en 2024, no mostré actividad

antimicrobiana bajo las condiciones experimentales utilizadas.

Se aceptan las hipétesis 1y 2 establecidas para la presente investigacion, dado que

la miel resulté ser monofloral de quillay y ésta presenté actividad antimicrobiana.

Se rechaza la hipotesis 3 del presente estudio, debido a que el polen corbicular no

presentod actividad antimicrobiana.

Finalmente, como consideracion final, de acuerdo con estos resultados y a la
experiencia adquirida, se sugiere que para futuros estudios de polen corbicular, éste
no sea almacenado por un periodo extenso de tiempo, ya que esto podria afectar

negativamente sus propiedades bioactivas.
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X. ANEXOS

Anexo 1. Identificacion de colores de los cumulos corbiculares de acuerdo a la

escala de colores Pantone PMS de muestras de la primera recoleccion realizada el

04 de Enero de 2024.

Espectro polinico

Cumulo corbicular

Color Escala PMS

Medicago sativa

Schinus polygamus

Taraxacum officinale

Echium vulgare

Cynara cardunculus = R
v‘\.d
Brassicaceae
Galega officinalis r‘%

Luma apiculata

Rubus ulmifolius

PMS 1255

PMS 1505

PMS 5185

PMS 4985

PMS 469

PMS 1405

95



Anexo 2. |dentificacion de colores de los cumulos corbiculares de acuerdo a la
escala de colores Pantone PMS de muestras de la segunda recoleccién realizada

el 23 de Enero de 2024.

Espectro polinico Cumulo corbicular Color Escala PMS

Schinus polygamus w PMS 1255

Taraxacum officinale N & PMS 1505
Asteraceae «{
Medicago sativa t,;.
Galega officinalis " PMS 469
\ 4
Mentha pulegium G
\/\;"‘
Luma apiculata Py
,},‘ v{l
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