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RESUMEN 

El propóleo es un producto apícola que posee una gran variabilidad en su composición 

química y esto se debe a la diversidad de factores extrínsecos que influyen en el. Este 

producto natural ha sido utilizado desde la antigüedad por sus efectos terapéuticos y 

actualmente es implementado en productos cosméticos, alimenticios y medicinales. 

Entre sus componentes químicos se ha identificado a la nemorosona y algunos de sus 

isómeros, compuestos que han mostrado efectos inhibitorios en el crecimiento de 

células cancerígenas. 

La nemorosona y sus isómeros se consideran derivados de acilforoglucinoles prenilados 

que son producidos por especies del género Clusia, fundamentalmente. La revisión 

bibliográfica realizada sobre nemorosona y propóleos no permitió detectar algún 

método de cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas para el análisis 

cualitativo de este compuesto. 

En el presente trabajo se evalúa la presencia de nemorosona en propóleos ecuatorianos 

por medio de un método CLAE-DAD-EM, para la determinación de similitudes con 

propóleos de otros orígenes geográficos. Para esta evaluación se utilizaron 19 muestras 

de propóleos de diferentes regiones del país y dos muestras de propóleos cubanos de 

composición química conocida para establecer comparaciones. Los extractos 

metanólicos se analizaron directamente empleando acetonitrilo y ácido fórmico 0,1 % 

como constituyentes de la fase móvil, la detección UV se realizó a 4 longitudes de onda 

(200, 247, 275 y 330 nm), y la detección por masas con un espectrómetro de masas 

LTQ XL equipado con una fuente de ionización “ESI” y un analizador de trampa de 

iones lineal. La detección por masas se optimizó con un archivo de sintonía obtenido 

por la infusión directa de una disolución de nemorosona 10 ppm (m/v). 

Se realizaron diversos experimentos en modo negativo para evaluar la selectividad del 

método incluyendo experimentos de monitoreo de un ion único “SIM” y monitoreos de 

reacciones o transiciones simples “SRM”. En el experimento “SIM” se monitoreó el ion 

m/z 501, correspondiente al ión quasimolecular y en los experimentos “SRM” las 

transiciones 501→432 y 501→363. La combinación de estas dos transiciones pareció 

ser óptima para la detección de nemorosona.  
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Se exploró el valor del límite de detección con el detector UV empleando cinco 

concentraciones (12,5 ppm, 6,25 ppm, 3,12 ppm, 1,56 ppm y 0,78 ppm) y la longitud de 

ondas de 275 nm. El valor de este parámetro se estima entre 1,56 y 3,12 ppm y debe ser 

confirmado en estudios futuros. 

Las condiciones cromatográficas fueron optimizadas teniendo en cuenta la resolución 

de los picos cromatográficos de los componentes de las muestras y de los productos de 

degradación de la nemorosona obtenidos en diferentes condiciones. La nemorosona se 

sometió a degradación por tratamiento térmico, hidrólisis ácida, hidrólisis básica, en 

presencia de un medio oxidante y bajo la acción de un disolvente apolar. 

Se desarrolló un método isocrático, rápido y sencillo que permite separar el pico 

cromatográfico de la nemorosona, del resto de los constituyentes de las muestras de 

propóleos.  

Los resultados obtenidos permitieron deducir que algunas muestras de propóleos 

ecuatorianos presentan nemorosona de forma similar a propóleos de Cuba, Venezuela y 

Brasil.  

PALABRAS CLAVE: Propóleo, nemorosona, CLAE-DAD-EM, sensibilidad, 

selectividad 
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ABSTRACT 

Propolis is a beekeeping product that has great variability in its chemical composition 

and this is due to the diversity of extrinsic factors that influence in it . This natural 

product has been used since ancient times for its therapeutic effects and is currently 

implemented in cosmetics, food and medicinal products. 

Nemorosone and its isomers have been identified as chemical constituents of propolis 

and some of them have shown inhibitory effects on the growth of cancer cells. All of 

them can be considered as polycyclic polyprenylated phloroglucinol derivatives and 

they are produced by species of the genus Clusia, basically. To the best of our 

knowledge, there no exist qualitative methods based on HPLC-MS analysis for 

determining nemorosone in propolis.   

In the present work the presence of nemorosone in Ecuadorian propolis using HPLC-

DAD-MS method was carry out, for the determining similarities respect to propolis 

from other geographical origins.19 ecuadorian propolis samples collected in different 

regions were included in this study. Two cuban propolis of know chemical composition 

were also considered in order to establish comparisons.  Methanol extracts were 

analyzed directly using acetonitrile and formic acid 0.1% as constituents of the mobile 

phase, UV detection was performed at 4 wavelengths (200, 247, 275 y 330 nm), and 

detection by mass with a mass spectrometer LTQ XL equipped with a source of 

ionization “ESI” and a linear ion trap analyzer. The detection by mass spectrometry was 

optimized with a tune obtained by direct infusion of a solution of nemorosone 10ppm 

(w/v). 

Some experiments in negative mode were performed to evaluate the selectivity of the 

method including experiments of monitoring of a single ion “SIM” and monitoring of 

reactions or simple transitions SRM. Experiment in SIM experiment ion m/z 501 

(quasimolecular ion) was monitored SRM experiments were developed using 501→432 

and 501→363 transitions. The combination of these two transitions seemed to be 

optimal for the detection of nemorosone. 

The value of the limit of detection with UV detector using five concentrations (12,5 

ppm. 6,25 ppm. 3,12 ppm. 1,56 ppm and 0,78) and the wavelength of 275 nm was 
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explored. The value of this parameter is estimated between 1.56 and 3.12 ppm and must 

be confirmed in future studies. 

The chromatographic conditions were optimized by taking into account the resolution 

of chromatographic peaks both in propolis samples and degradation products of the 

nemorosone obtained under different conditions. The nemorosone was subjected to 

degradation by heat treatment, acid hydrolysis, basic hydrolysis, in the presence of an 

oxidizing environment and under the action of a non-polar solvent. 

We developed an isocratic, quick and easy method that allows the identification of 

nemorosone present in propolis samples. 

The results obtained allowed us to deduce that some sample of Ecuadorian propolis 

contain nemorosone in a similar manner to propolis from Cuba, Venezuela and Brazil. 

 

KEYS WORDS: Propolis, nemorosone, HPLC-PDA-MS, sensitivity, selectivity. 
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INTRODUCCIÓN 

El propóleo es un producto resinoso que elaboran las abejas empleando partes de 

plantas, principalmente. Muestra diferentes coloraciones y las abejas lo utilizan para 

reparar sus colmenas y para defenderse de microorganismo por su propiedad 

antimicrobiana. Está conformada por compuestos químicos que incluyen ácidos 

fenólicos, ésteres, flavonoides, terpenos, ácidos grasos, entre otros, por lo que exhiben 

una gran variabilidad en su composición química. Además, se han identificados un gran 

número de propiedades biológicas como: antioxidante, antiinflamatoria, antidiabética, 

antitumoral y antimicrobiana. La composición química de las muestras de propóleos 

depende de la especie de la abeja, las áreas geográficas, periodos de cosecha, estaciones 

entre otros factores externos. 1 

El propóleos ha sido explorado en varias áreas de la medicina con el fin de prevenir y 

tratar diferentes enfermedades, gracias a los amplios beneficios tanto farmacológicos 

como nutracéuticos del mismo. Se ha confirmado experimental y clínicamente que los 

componentes del propóleo intervienen en los procesos fermentativos, vitamínicos y 

metabólicos. 2,3 

Uno de los componentes detectado en el propóleo es la nemorosona, una benzofenona 

prenilada que se encuentra en altas concentraciones en los propóleos pardos de cuba y 

de otros países tropicales. Este producto tiene un efecto citotóxico que parece ocurrir 

por un mecanismo de difusión mitocondrial. La nemorosona presenta isómeros 

naturales como la clusianona y la 7-epi-nemorosona, siendo todas derivadas del biciclo-

[3.3.1]-nonano. 4 

Entre los principales métodos usados para la separación, purificación y caracterización 

química de los componentes del propóleo se pueden mencionar: la cromatografía 

líquida de alta eficacia (CLAE), la cromatografía en capa delgada (CCD), la 

cromatografía de gases (CG). Para la identificación química se utilizan 

fundamentalmente la espectrometría de masas (EM) y la resonancia magnética nuclear 

(RMN). 5 

Al tener en cuenta que la nemorosona es un constituyente mayoritario de propóleos de 

algunos países de América como Cuba, Venezuela y Brasil; con vegetación similar a la 

https://paperpile.com/c/zMnHFR/Rioa
https://paperpile.com/c/zMnHFR/8Wen+0i0H
https://paperpile.com/c/zMnHFR/IMW9
https://paperpile.com/c/zMnHFR/rTx9
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que se encuentra en Ecuador se definieron los siguientes aspectos para el desarrollo de 

la investigación. 

PROBLEMA CIENTÍFICO  

Necesidad de evaluar la presencia de nemorosona en muestras de propóleos 

ecuatorianos. 

HIPÓTESIS  

Algunas muestras de propóleos ecuatorianos contienen nemorosona en su composición 

química. 

OBJETIVOS 

Objetivos General 

Evaluar la presencia de nemorosona en propóleos ecuatorianos, a través de métodos 

CLAE-DAD-EM, para la determinación de similitudes con propóleos de otros orígenes 

geográficos. 

Objetivos específicos 

Implementar un método cromatográfico que permita la identificación de nemorosona en 

muestras de propóleos. 

Evaluar algunos parámetros exigidos en los procesos de validación de métodos CLAE-

DAD-EM. 
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CAPÍTULO I 

MARCO TEÓRICO 

I.1 HISTORIA DE LAS ABEJAS Y SUS PRODUCTOS  

El uso de las abejas y sus productos por el hombre puede ser ubicado alrededor del año 

13000 AC. Se han encontrado evidencias en excavaciones y pinturas sobre rosas que 

confirman la fecha anterior, donde se evidencia la colecta de miel en colonias salvajes. 

Posteriormente, el hombre comenzó a domesticar las abejas y las ubicaba en diferentes 

tipos de recipientes. También existe evidencia del uso de la miel en el antiguo Egipto, 

siendo usada en los procesos de conservación y para embalsamar. En Knossos, Grecia, 

los arqueólogos descubrieron colmenas y todo un conjunto de instrumentos empleados 

en el trabajo con las abejas. 6 

El propóleo es tan antiguo como la miel y se ha documentado su uso por antiguas 

civilizaciones que incluyen a egipto, persas y romanos. Los antiguo judíos ya 

consideraban al propóleo como una medicina y sus propiedades terapéuticas son 

mencionadas en el antiguo testamento. Se dice que Hipócrates usaba al propóleo para 

tratar quemaduras y úlceras tanto externas como internas. En el siglo XVII el propóleo 

fue incluido en la farmacopea inglesa como constituyente de algunas preparaciones. 6 

El desarrollo de las investigaciones sobre propóleos está estrechamente relacionado con 

el desarrollo de la química. Hoy en día se conoce un gran número de compuestos 

químicos que forman parte de este producto natural. 6 

La ciencia que estudia la cría y producción de las abejas se le denomina apicultura y los 

apicultores favorecen la producción de varios productos apícolas utilizados por el 

hombre moderno como la miel, la cera, el propóleos, la jalea real, entre otros. 7 

I.2. ABEJAS Apis mellifera 

En general las abejas y sus productos fueron reconocidos por el hombre desde la 

antigüedad. La función más importante del insecto es la polinización que a su vez sirve 

como especie de estimulador de la diversidad biológica y el equilibrio del ecosistema. 

Las abejas son las encargadas de asegurar la reproducción de las plantas y existen 

https://paperpile.com/c/zMnHFR/h8Sp
https://paperpile.com/c/zMnHFR/h8Sp
https://paperpile.com/c/zMnHFR/h8Sp
https://paperpile.com/c/zMnHFR/FBJj
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distintas razas tales como: A. mellifera o también llamada abeja negra alemana y A. 

mellifera ligustica o abeja italiana. 8 

Las abejas A. mellifera tiene su origen en el viejo mundo, pero en el siglo XVII los 

colonizadores europeos la introdujeron en el continente americano. 9 

I.3. PROPÓLEOS 

I.3.1.  Generalidades 

La producción de propóleos por parte de las abejas A. mellifera posee una gran 

variabilidad tanto en su aspecto físico como químico. 10 El propóleo es un material 

resinoso y pegajoso elaborado por las abejas melíferas al mezclar diferentes partes de la 

planta y la cera que produce el propio insecto. Las abejas lo utilizan para bloquear 

agujeros, grietas y cubrir el interior de la colmena. 9,11 

I.3.2 Composición Química 

La variabilidad de la composición química del propóleo, tanto cualitativa como 

cuantitativa, depende de la vegetación que se encuentre alrededor de la colmena y la 

misma determina la estandarización y el control de calidad de este producto natural. A 

su vez, la composición química determina sus propiedades biológicas. 12,13 El propóleos 

puede poseer más de 300 compuestos en una muestra, se deduce que está constituido de 

resinas, cera, aceites esenciales y otros compuestos orgánicos que incluyen: ácido 

fenólicos, flavonoides, benzofenonas preniladas, terpenos, coumarinas, lignanos, etc. 

11,14 

Argelia, Grecia, Croacia y Chipre poseen el mismo perfil químico en sus propóleos 

mientras que en la isla de Creta y el sur de Grecia la composición es rica en diterpenos. 

En Etiopía los principales componentes de algunas muestras son los triterpenoides. 15 

El propóleos de Brasil posee una gran variabilidad dependiendo de la zona geográfica 

de procedencia y los componentes químicos identificados incluyen: derivados del ácido 

cafeico, artepellin C, fenilpropanoides prenilados, isoflavonoides, benzofenonas. El 

color de las muestras puede variar de amarillo a verde intenso. 16 

https://paperpile.com/c/zMnHFR/bMrm
https://paperpile.com/c/zMnHFR/37P9
https://paperpile.com/c/zMnHFR/9Taq
https://paperpile.com/c/zMnHFR/37P9+nyG3E
https://paperpile.com/c/zMnHFR/0YZN+1qkZ
https://paperpile.com/c/zMnHFR/nyG3E+dm6jY
https://paperpile.com/c/zMnHFR/GX9qT
https://paperpile.com/c/zMnHFR/SSBT2
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En zona de Europa, América del norte y las zonas tropicales de Asia es común 

encontrar flavonoides, ácidos orgánicos y sus ésteres. Los propóleos procedentes de 

países como Chile, España, Kenia y Birmania presentan cicloartanos y flavanonas 

preniladas. 17 En México se ha informado que presenta flavanonas, isoflavanonas, 

pterocarpanos y ácido fenil propanoico. 17 

I.3.3 Actividades biológicas y otras aplicaciones 

Desde la antigüedad se ha conocido que el propóleo posee diversas propiedades 

biológicas debido a su composición química, entre ellas podemos destacar que posee 

actividad antibacteriana, antiviral, anticancerígena, antiinflamatoria entre otras. Por tal 

motivo, se ha empleado en la producción de alimentos, bebidas y en productos bio-

cosméticos. 9 

En el antiguo Egipto y Grecia los sacerdotes conocían las propiedades que brinda el 

propóleos, por lo que era usado con fines medicinales, para embalsamar cadáveres, en 

química y en el arte. 15 

En el transcurso del tiempo, el propóleos ha sido utilizado como alternativa medicinal, 

en el tratamiento de infecciones bacterianas y virales que ocasionan la tuberculosis y 

afecciones gastrointestinales. 18,19 

Algunos compuestos identificados en muestras de propóleos como la quercetina, 

galagina, ácido cafeico y sus derivados, han mostrado actividad como agentes 

antihipertensivos, antidiabéticos, hepatoprotectores, antioxidantes y antibacterianos. 14 

Los propóleos rojos brasileños principalmente están compuestos por flavanonas, 

isoflavanonas, chalconas y pterocarpanos, presentando diversos efectos frente a células 

cancerígenas, actividad antiinflamatoria. Además, el neovestitol y el vestitol 

demostraron la inhibición de la actividad migratoria de neutrófilos provocando 

actividad antiinflamatoria, en un estudio in vivo realizado en ratones. 20–22 

En los últimos años se ha utilizado el propóleo en la conservación de los alimentos por 

su alto efecto antimicrobiano y antioxidantes, que controla el deterioro natural de los 

alimentos, evitando o controlando la contaminación por microorganismos. De esta 

forma se prolonga la vida útil ya que se evita la peroxidación de lípidos y el 

enranciamiento que pueden ocurrir durante el almacenamiento de los alimentos. 23 
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Se ha utilizado el propóleo con el fin de prolongar la vida útil de los mangos, para ello 

se desarrollaron películas biodegradables que recubren la superficie de la fruta que no, 

no transfirieron sabor a la fruta y que prolongaron su vida útil en condiciones 

ambientales. En un estudio realizado para la conservación de los tomates, se preparó un 

biocubrimiento con diferentes concentraciones y se observó que la concentración del 

10% disminuyó la pérdida de peso y elevo la firmeza de la fruta. 24,25 

I.4 NEMOROSONA 

I.4.1 Generalidades 

La nemorosona ha sido aislada de cinco especies del género Clusia precedentes de 

Cuba, Brasil y Venezuela. 26 Las resinas florales de estas especies y en especial el 

propóleos pardo cubano presentan nemorosona en su composición química. Este 

compuesto pertenece al grupo de las benzofenonas poliisopreniladas policíclicas y se ha 

demostrado que es un agente citotóxico ante líneas de células cancerígenas con alta 

resistencia a la quimioterapia. 27 Ejerce su acción citotóxica in vitro en líneas celulares 

de cáncer de mamas, ovario, cerebro, hígado, colon, pulmón y sangre. 26,28 

 

 

La fórmula molecular de la nemorosona es C33H42O4 y su masa es de 502 DA. Su 

espectro de masa en modo negativo muestra un ion pseudomolecular en m/z 501 y el 

principal fragmento de su espectro MS/MS obtenido por el modo de ionización “ESI” 

es m/z 432. Este último ion produce los fragmentos de m/z 363 y 271 en el experimento 

MS3. 29 

La síntesis química total de la nemorosona ha sido realizada y la misma puede ser 

aplicada para la obtención de otros acilfloroglucinoles policíclicos. Todos ellos tienen 

estructura muy complejas y altamente oxigenadas. Además, algunos contienen varios 

centros quirales que favorecen la existencia de estereoisómeros. 30 

Uno de los isómeros de la nemorosona es la clusianona y la diferencia estructural 

principal entre ellas es la posición del grupo benzoilo en el anillo bicíclico. la 

https://paperpile.com/c/zMnHFR/FpOUo+oqD1d
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clusianona lo ubica sobre el C3 y la nemorosona en C1. Estos compuestos poseen 

propiedades químicas y biológicas similares (Figura 1). 31 

Figura 1: Estructura de la nemorosona, clusianona y sus isómeros 

 

También se ha reportado la existencia de la 7-epi-clusianona, que origina un ion 

pseudomolecular en m/z  501 al realizar su espectro de masas en modo negativo (ESI) y 

su espectro MS/MS incluye como principales fragmentos a m/z  432, 363 y su 

caracterización fue por HPLC/ESI/MS/MS. 32 La 7-epi-nemorosona, un compuesto con 

mayor similitud estructural respecto a la nemorosona,  muestra de igual manera un ion 

pseudomolecular en m/z  501 y su espectro MS/MS muestra los iones fragmento m/z 

432, 417, 363 y 305. Los datos espectrales antes mencionados fueron deducidos en un 

estudio LC-ESI-MS/MS en modo negativo aplicado en muestras de propóleos de Brasil. 

El tiempo de retención de estos compuestos difirió por más de 3 min en las condiciones 

cromatográficas empleadas. 19 

Tanto la 7-epi-nemorosona como la 7-epi-clusianona también pudieron ser 

diferenciadas por CG/EM donde se empleó el modo de ionización electrónica. Ambos 

compuestos mostraron iones moleculares en m/z 502 y diferencias de casi 3 min en sus 

tiempos de retención. Los espectros MS/MS evidenciaron diferencias en la 

fragmentación y coincidieron en la formación del ion benzoilo con m/z 105 que no se 

aprecia en los espectros MS/MS obtenidos mediante ionización “ESI”. 32 

I.4.2. Actividades biológicas 

En un estudio in vitro de cáncer de páncreas se concluyó que la nemorosona es muy 

potente ante células cancerígenas presentando una buena disponibilidad y pocos efectos 

secundarios; sugiriendo que podría tener utilidad en terapias combinadas. 27,33 
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En un estudio in vivo se evidenció que la nemorosona posee un efecto neuroprotector 

frente a la isquemia inducida en ratas Wistar, siendo esta otra de las posibles 

aplicaciones de este compuesto. La nemorosona ha demostrado tener una capacidad 

desacopladora mitocondrial, reduciendo el volumen de infarto y una menor afección en 

la capacidad motora. 34 

La clusianona y la nemorosona presenta un efecto desacoplador el cual lo realiza por los 

mecanismos protonofóricos, lo que origina un incremento en el gasto metabólico y 

reducción del peso corporal en ratones obesos. 35 

I.5 MÉTODOS DE SEPARACIÓN E IDENTIFICACIÓN 

I.5.1 Cromatografía en columna 

Es una técnica donde se separa una mezcla o se purifica una sustancia, permite conocer 

en qué fracción se encuentra un compuesto, consta de un fase móvil que es un líquido y 

una fase estacionaria que puede ser sólida esta última se coloca en un recinto cilíndrico 

de vidrio en posición vertical, contiene una llave en la parte final que nos permite 

regular el flujo de la fase móvil utilizada, en la parte superior se puede colocar algodón 

o lana de vidrio luego se colectan las fracciones. 36 

I.5.1.1 Mecanismo de exclusión molecular 

Se utiliza un tamiz molecular constituido por materiales porosos que facilitan la 

separación en base al tamaño molecular. Las moléculas pueden penetrar o no en los 

poros de las partículas de la fase estacionaria, permitiéndose así el proceso de 

separación. Las fases estacionarias, generalmente, son polímeros cuyas características 

físicas y químicas varían para dar lugar a un gran número de posibilidades de 

separación. 37 

I.5.1.2 Mecanismo de intercambio iónico 

Esta separación se basa en la carga iónica, se crea una competencia entre las diferentes 

cargas superficiales opuestas de las moléculas que se encuentra sobre una matriz de 

intercambio iónico, se debe tener en cuenta la fuerza del intercambiador de iones, el 

volumen y las propiedades de la muestra. 37 

https://paperpile.com/c/zMnHFR/vBOET
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I.5.2 Cromatografía líquida de alta eficacia “CLAE” 

Es un equipo que logra separar y determinar analitos, ya sean orgánicos e inorgánicos 

que están presentes en muestras de cualquier naturaleza. Una de sus ventajas es que 

permite analizar cualquier compuesto que se pueda disolver en líquidos. 

El sistema cromatográfico está compuesto, de forma general, por un reservorio de la 

fase móvil, bomba, inyector, columna y detector. Además, puede disponer de un 

ordenador que facilita el control de los parámetros instrumentales que se utilizarán y 

también tiene la capacidad de obtener y guardar los cromatogramas para su posterior 

reprocesamiento. 38 

Una configuración ampliamente usada es “CLAE” acoplado a espectrometría de masas. 

Este tipo de acoplamiento permite aumentar la selectividad y la sensibilidad de los 

métodos desarrollados respecto a los detectores UV-Visible. En este caso es importante 

garantizar una ionización óptima del analito y para ello se usan frecuentemente sistemas 

de ionización a presión atmosférica, donde el modo de ionización “ESI” se usa 

frecuentemente. La fuente de ionización debe garantizar la eliminación de la fase móvil 

y la ionización de los analitos, variando valores de temperatura, voltaje y el flujo de un 

gas inerte. Los iones generados se conocen como iones pseudomoleculares y, 

generalmente, se obtiene por la pérdida o aceptación de un átomo de hidrógeno por 

parte del analito, provocando que las especies iónicas detectadas por el espectrómetro 

de masas muestran un valor de masas mayor o menor al real con una diferencia de 1 Da. 

En muchas ocasiones es común que el sistema CLAE posea un detector UV-Vis, lo que 

favorece la obtención de información adicional sobre los analitos presente en las 

muestras. 38 

I.5.3 Resonancia magnética nuclear (RMN) 

Es un método que se basa en las propiedades magnéticas de los núcleos y permite 

deducir la estructura de compuestos químicos. Existen un gran número de experimentos 

de RMN que cubren prácticamente toda la caracterización estructural incluyendo los 

aspectos estereoquímicos. Para su aplicación es necesario que el compuesto tenga una 

pureza elevada y se requieren cantidades relativas grandes con respecto a las usadas en 

espectroscopia UV y en espectrometría de masas. Es un método fundamental para 

identificar de forma inequívoca la estructura de un compuesto químico. También posee 

https://paperpile.com/c/zMnHFR/eDRTS
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aplicaciones cuantitativas, aunque se emplea en mucha menor extensión que otras 

técnicas espectroscópicas. 39 

I.6. DESARROLLO Y VALIDACIÓN DE MÉTODOS CROMATOGRÁFICOS 

La validación es el proceso que permite definir un requisito analítico, y la confirmación 

de que cuenta con capacidad consistentes con las aplicaciones requeridas. 40 

En la validación de un método cromatográfico se definen diferentes parámetros tales 

como la selectividad, sensibilidad, exactitud, precisión, robustez, linealidad, entre otros. 

41 Diferentes organismos internacionales regulan estos procesos y establecen diversos 

criterios. De forma general, existen diferencias entre los métodos analíticos cualitativos 

y cuantitativos, siendo los últimos más exigentes y laboriosos. 42,43 

La selectividad o especificidad se refiere a la habilidad de un método para medir la 

cantidad de analito que se afirma contiene la muestra. La selectividad de un método 

debe garantizar que los efectos de interferencias (productos de degradación, 

metabolitos, etc) en la señal del analito sean insignificantes. Las interferencias pueden 

influir generando una respuesta similar a la del analito pueden atenuar o incrementar la 

respuesta que origina el analito. Las muestras casi siempre contienen interferencias con 

propiedades similares al analito y por lo tanto la señal que presumiblemente origina el 

analito debe ser confirmado en ese sentido. 42,43 

La evaluación de la selectividad en “LC-MS” usualmente comienza con la resolución 

cromatográfica (R) entre el analito y el pico que eluye más cercano. El valor de R debe 

ser al menos de 1,5 según la AOAC y de 2 según la FDA. Algunas normativas también 

exigen usar otras columnas para demostrar que el analito eluye solo y es posible aplicar 

otros métodos como RMN, IR, etc, con el objetivo de corroborar que la señal 

cromatográfica se debe solo al analito de interés. 42,43 

La alta selectividad que provee la espectrometría de masas la convierte en un sistema de 

detección muy deseado en HPLC. 42,43 

Durante la evaluación de la selectividad se sugiere determinar la posible interferencia 

de sustancias estructuralmente relacionadas con el analito de interés, incluyendo sus 

posibles productos de degradación. Algunos autores proponen la realización del proceso 

https://paperpile.com/c/zMnHFR/h2ipM
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de degradación en diferentes condiciones como: termólisis, hidrólisis alcalina, hidrólisis 

ácida, hidrólisis y oxidación. 42,43 

Otro parámetro evaluado es la confirmación de identidad. En este caso también existe 

variabilidad de criterios entre las diferentes guías internacionales. Generalmente, se 

sugiere seleccionar la detección del ion quasimolecular, iones fragmentos de mayor m/z 

y fragmentos que se originan de diferentes partes de la molécula. Las transiciones 

asociadas con las pérdidas comunes (pérdida de agua) han demostrado originar tanto 

falsos positivos como negativos y por tanto deben ser evitadas. Al menos dos iones 

diagnósticos deben usarse para la confirmación de la identidad y la guía SANCO 

sugiere que al menos un ion fragmento y el ion quasimolecular. 42,43 

El límite de detección puede ser definido como la cantidad o concentración más bajo 

del analito contenido en una muestra que puede ser realmente detectado e identificado 

con el método. También puede ser considerado como la capacidad que tiene el método 

para detectar bajas concentraciones de los analitos presentes en una determinada 

muestra. 44 
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CAPÍTULO II 

MATERIALES Y MÉTODOS  

II.1 MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS  

En las tablas 1, 2 y 3 se incluyen los materiales, reactivos y equipos empleados en el 

desarrollo de este trabajo, respectivamente. 

Tabla 1:  Listado de materiales utilizados. 

MATERIALES 

NOMBRE CAPACIDAD 

Viales de vidrio  1,5 mL 

Viales de plástico   1,5 mL 

Jeringas  3mL 

Balones  10 mL 

Pipetas automáticas 100 µL y 1000 µL 

Pipetas volumétricas  10 mL 

Probetas  100, 250, 500 mL 

Filtros PVDF    0,2  µm 

Vasos de precipitación 50 mL,100 mL 

Soporte universal ----- 

Pesa muestras ----- 

Espátulas  ----- 

Embudo normal  ----- 

Erlenmeyer 250 mL 

Embudo de separación 250 mL 
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Tabla 2: Listado de reactivos utilizados. 

REACTIVOS 

NOMBRE  FÓRMULA MARCA 

Acetonitrilo grado HPLC CH3CN LiChrosolv 

Ácido fórmico grado 

HPLC 

CH2O2 Fluka 

Metanol grado HPLC CH3OH LiChrosolv 

Hidróxido de sodio NaOH SIGMA-ALDRICH 

Ácido clorhídrico (37%)  HCl EMSURE 

Éter de petróleo (40-60°C) ---- EMSURE 

Peróxido de hidrógeno H2O2 ECUAQUIMICA 

Agua Tipo 1 18,2  H2O ----- 

Tabla 3: Listado de equipo de laboratorio. 

EQUIPOS 

NOMBRE MARCA MODELO 

Balanza analítica  OHAUS PA224 

Campana de extracción de gases KEWAUNEE H05 

Rotoevaporador HEIDOLPH Laborata 2001 

Ultrasonido Fisher  Scientific 15333418 

Espectrofotómetro de masas Thermo Scientific  LTQ XL 

Espectrofotómetro UV-Visible Thermo Scientific Evolution 201 

Cromatógrafo líquido de alto rendimiento Thermo Scientific Dionex Ultimate 

3000 

Generador de nitrógeno Parker Hannifin LCMS30-1-W 

Destilador de agua BOECO BOE 8707500 

Purificador de agua Thermo Scientific Smart2Pure 6 

UV 

Estufa  MEMMERT UF 55 

Plancha de calentamiento Thermo Scientific CIMAREC 
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II.2 DESCRIPCIÓN DE LAS MUESTRAS 

En la tabla 4 se incluye la información disponible sobre las muestras de propóleos 

empleadas en este trabajo. 

Tabla 4:  Descripción de las muestras utilizadas. 

 

Muestra Procedencia Especie de Abeja Fecha de 

Recolección 

Abejas sin Aguijón 

PE-2SB Lago Agrio-Sucumbios Tetragonisca angustula (Angelita) 15/06/16 

PE-5S Barrio-Tarqui-Puyo Barbacho 20/09/14 

PE-7S Arenillas-Palmales Bermejo 06/15 

PE-8S Arenillas-Palmales Bermejo 05/15 

PE-9S Puyango-Loja (Arenal) Melipona 06/15 

Abejas con Aguijón  

PE-4 Barrios del Sur-Yantzaza-

Zamora Chinchipe 

A. Mellifera 26/10/14 

PE-6 Chacras-Arenillas-El Oro 

(Finca el Bosque) 

A. Mellifera 16/08/14 

PE-6B Chacras-Arenillas-El Oro 

(Finca el Bosque) 

A. Mellifera 07/15 

PE-8 Zamora Chinchipe  A. Mellifera 08/01/15 

PE-10 El Pangui-Zamora 

Chinchipe 

A. Mellifera 17/01/15 

PE-11 Parroquia Santa Ana 

Azuay  

A. Mellifera 25/09/16 

PE-12 San Pedro de Vilcabamba-

Loja 

A. Mellifera 23/06/16 

PE-13 San Pedro de Vilcabamba, 

Loja 

A. Mellifera 05/16 

PE-14 Sayausí, Azuay (I) A. Mellifera 10/16 

PE-15 Sayausí, Azuay (II) A. Mellifera 10/16 

PE-16 Cojitambo, Cañar A. Mellifera 10/16 

PE-17 Gualaceo A. Mellifera 10/11/16 

PE-18 Octavio Cordero A. Mellifera 10/11/16 

PE-19 Chiquintad A. Mellifera 10/11/16 

Marrón Cuba A. Mellifera ------ 

Rojo Cuba A. Mellifera ------ 
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II.3. PREPARACIÓN DEL MATERIAL DE REFERENCIA DE NEMOROSONA  

La nemorosona empleada en este trabajo fue obtenida por el Dr. Osmany Cuesta Rubio 

a partir de las resinas florales de la especie C. rosea según un método publicado con 

anterioridad. 45 

Se pesó 5 mg de nemorosona en un pesa muestra empleando una balanza analítica y se 

traspasó directamente a un balón volumétrico de 10 mL con ayuda de alícuotas de 

metanol grado CLAE. Se enrasó con metanol, se realizaron las diluciones de 15 ppm, 

30 ppm, 45 ppm, 60 ppm, 75 ppm, a partir de la disolución madre. Todas las 

disoluciones se filtraron se filtraron directamente, a través de un filtro de 0,2 µm en 

viales de vidrio con capacidad de 2 mL. 

II.4. PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS 

Se utilizaron 19 muestras de propóleos de diferentes lugares, las cuales se pesaron 

(aproximadamente 10 mg) en un vial plástico (eppendorff, 2 mL) y se disolvieron en 1 

mL de metanol grado CLAE. La disolución se favoreció con el empleo del baño 

ultrasónico (1-3 min) y posteriormente cada muestra se filtró de forma descrita en el 

acápite anterior. 

II.5. SISTEMA DE CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA  

El análisis CLAE-DAD-EM se realizó con un sistema UPLC (Thermo Scientific) 

formado por una bomba cuaternaria Dionex ultimate 3000 RSLC, un auto-muestreador 

Dionex ultimate 3000 RS, un detector de arreglo de diodos Dionex ultimate 3000 RS y 

un espectrómetro de masa de trampa lineal de iones LTQ XL, equipado con el programa 

Xcalibur 3.1 

II.6. ANÁLISIS CLAE-DAD-EM 

Las separaciones se realizaron en una columna accucore RP-MS (100 mm x 2.1 mm, 

2.6 µm, Thermo Scientific) protegida con una pre-columna empleando un gradiente de 

acetonitrilo (disolvente A) y ácido fórmico 0,1% (disolvente B). La elución se realizó a 

un flujo 0,4 mL/min y el volumen de inyección fue de 2 µL. La detección UV se realizó 

simultáneamente a cuatro longitudes de onda (200 nm, 247 nm, 275 nm, 330 nm) y los 

espectros UV se registraron en el rango de 200-400 nm. El análisis de masas se realizó 

https://paperpile.com/c/zMnHFR/9JQL
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con una interfase “ESI” en modo negativo. Los datos se adquirieron en el modo “Full 

Scan” (rango de m/z de 100 a 1000). Los parámetros instrumentales utilizados fueron 

los siguientes: temperatura capilar 275°; voltaje del capilar -41; voltaje del Spray 5 kv ; 

flujo del gas principal 10 (nitrógeno, unidades arbitrarias); flujo del gas auxiliar 2 y 

flujo del gas de barrido 1. El archivo de sintonía se optimizó con una infusión directa de 

una disolución de nemorosona de concentración 10 µg/mL con un flujo de 5 µL/min. 

También se realizaron experimentos “Scan” dependiente, “SIM” con m/z 501 y “SRM” 

con las transiciones 501 →423 y 501 →361.  

II.7. EVALUACIÓN DE LA SELECTIVIDAD DEL MÉTODO 

Obtención de productos de degradación de nemorosona. 

En todos los ensayos que se describen a continuación se pesaron 5 mg de nemorosona 

en un pesa muestra empleando una balanza analítica. La nemorosona, excepto para la 

termólisis, se transfirió a un balón de fondo redondo (100 mL) con la ayuda del primer 

reactivo o disolvente empleado en cada proceso de degradación. La mezcla obtenida se 

reflujó sobre una plancha de calentamiento durante 1 h a la temperatura que originara 

ebullición en el sistema.  Antes de realizar el análisis por CLAE, todas las muestras se 

filtraron a través de un filtro Titan 3 (30 mm x 0,20 µm) con membrana de PVDF y se 

almacenaron en un vial de vidrio transparente tapado. Todas las muestras fueron 

analizadas mediante el sistema CLAE con las condiciones descritas en el acápite II.6. 

II.7.1 Termólisis  

La nemorosona se añadió en un tubo de ensayo de vidrio (5 mL) que se calentó a 105 

°C en estufa durante 1 h. Al residuo obtenido se le agregó 1 mL de metanol grado 

CLAE, se homogeneizó en el baño ultrasónico y se filtró. 

II.7.2 Hidrólisis Básica 

La nemorosona se mezcló con 5 mL de NaOH 1 N y el sistema se reflujó a una 

temperatura de 160 °C. La mezcla resultante se dejó enfriar, fue neutralizada con HCL 

1N y fraccionada (3 veces) en un embudo de separación (250 mL) con cloroformo (3x). 

La fase orgánica se concentró a sequedad en un rotoevaporador a 40 °C y el residuo se 

redisolvió en 1 mL de metanol grado CLAE, con ayuda del baño ultrasónico y se filtró.  
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II.7.3 Hidrólisis ácida  

La nemorosona se mezcló con 5 mL de HCl 1 N a 160°C, se dejó enfriar y se neutralizó 

con NaOH 1N. La disolución se colocó en un embudo de separación (250 mL) y se 

fraccionó con cloroformo (3x). La fracción orgánica se llevó a sequedad en un 

rotoevaporador a 40°C y el residuo sólido se disolvió en 1 mL de metanol grado CLAE. 

La disolución resultante se filtró.   

II.7.4 Degradación en un disolvente apolar  

Nemorosona se mezcló con 10 mL de éter de petróleo (40-60 °C) y se reflujó a una 

temperatura de 87°C. La disolución resultante se llevó a sequedad en un rotoevaporador 

a 40°C, se adiciono 1 mL de metanol grado CLAE y la disolución obtenida se filtró.  

II.7.5 Ensayo de oxidación  

La nemorosona se mezcló con 5 mL de H2O2 (3%) y se reflujó a una temperatura de 

247°C. La mezcla resultante se concentró en un rotaevaporador a 40°C, luego se le 

agregó HCl 1N (10 mL) y en un embudo separador se fraccionó con cloroformo (3x). 

La fase orgánica se llevó a sequedad en un rotoevaporador a 40 °C y el residuo sólido 

fue disuelto en 1 mL de metanol grado CLAE y filtrado.  

II.8. EVALUACIÓN DE LA SENSIBILIDAD DEL MÉTODO  

II.8.1 Límite de detección del instrumento 

Se pesaron 5 mg de nemorosona en un pesa muestra en la balanza analítica, se traspasó 

el sólido a un balón volumétrico de 10 mL y se enrasó con metanol grado CLAE para 

obtener la disolución madre de 500 ppm.  A partir de esta disolución se prepararon otras 

de concentraciones 12,5 ppm; 6,25 ppm; 3,12 ppm; 1,56 ppm y 0,78 ppm. Una vez 

preparadas las diluciones, se tomaron y filtraron 1,5 mL de cada una dentro de un vial 

de vidrio. El límite de detección del instrumento se exploró con el detector de arreglo de 

diodos a 275 nm. El método cromatográfico fue descrito en el acápite II.6.  
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CAPÍTULO III 

RESULTADOS Y DISCUSIONES  

III.1. ANÁLISIS PREVIOS  

En los últimos años se han realizado diversas investigaciones sobre la composición 

química de los propóleos de diferentes locaciones geográficas y esta se ha 

correlacionado con diversas propiedades terapéuticas. Investigaciones recientes han 

determinado que la nemorosona es uno de los componentes principales de los propóleos 

cubanos y de otras zonas tropicales, comprobándose también su actividad frente a 

diferentes líneas de células tumorales. 10,27,28 

Teniendo en cuenta que en Ecuador existen especies de plantas que pueden producir 

derivados prenilados de acilfloroglucinoles (género Clusia), se realiza este estudio para 

evaluar la presencia de nemorosona en muestras de propóleos de origen nacional 

mediante CLAE. 46 

Se han reportado un gran número de sistemas cromatográficos para el análisis de 

muestras de propóleos. Todos los métodos descritos se desarrollan en gradiente para 

facilitar la separación del gran número de compuestos que habitualmente contienen las 

muestras de propóleos. 15,19,39 

En este trabajo se realizan las primeras acciones para desarrollar un método CLAE-

DAD-EM sencillo y económico que permita identificar la presencia de nemorosona en 

extractos de propóleos ecuatorianos. No se pretende validar el método pero si se 

consideran los pronunciamientos de diferentes guías e instituciones internacionales 

sobre los procesos de validación de métodos de CLAE-DAD-EM, con vistas a proceder 

a su validación en un futuro inmediato. 42,43 

Al disponer de una columna de fase reversa optimizada para el trabajo en cromatografía 

líquida acoplada a espectrometría de masas y de resultados cromatográficos previos 

obtenidos con la nemorosona, tanto en cromatografía plana como en columna, se 

decidió explorar un método de análisis isocrático empleando acetonitrilo como 

modificador orgánico y ácido fórmico. 

https://paperpile.com/c/zMnHFR/0EcF+87GB+9Taq
https://paperpile.com/c/zMnHFR/atUWw
https://paperpile.com/c/zMnHFR/h2ipM+DtYNp+GX9qT
https://paperpile.com/c/zMnHFR/2Fdd+8V9w
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III.2. EVALUACIÓN DE LA FASE MÓVIL 

Se realizaron pruebas empleando el medio ácido solo en agua y en ambos disolventes, y 

se apreciaron ligeras diferencias en el tiempo de retención, fundamentalmente. Ni el 

ancho ni la simetría del pico mejoraron, apreciablemente, al emplear el ácido fórmico 

tanto en agua como en acetonitrilo y por ello se decidió emplearlo solo en la fase 

acuosa.  

Inicialmente, se probaron tres mezclas acetonitrilo: ácido fórmico 0,1% (75:25, 70:30, 

65:35). en la figura 2 se muestran los cromatogramas obtenidos con las tres mezclas 

ensayadas empleando una disolución de nemorosona. Como era de esperar, las mayores 

proporciones de acetonitrilo originaron los menores tiempos de retención, pero sus 

valores se consideraron muy bajos y podrían favorecer la coelusión de otros compuestos 

al analizar muestras de propóleos. Se aprecia el espectro de masas de cada pico con el 

ion m/z 501 característico de la nemorosona. El ensanchamiento del pico al aumentar el 

tiempo de retención es un comportamiento esperado y ampliamente reportado en la 

literatura. 47 

Figura 2: Cromatogramas y Espectros de masas de una muestra de nemorosona con tres 

mezclas de acetonitrilo: ácido fórmico 0.1%. (a) cromatograma 75:25 TR 3.78, 

(b)cromatograma 70:30 TR 5.88, (c) cromatograma 65:35 TR 10.03 (a.1)(b.1)(c.1) 

Espectros  de masa/masa 501. 

 

https://paperpile.com/c/zMnHFR/LBJ9a
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Con el objetivo de aumentar la evidencia a favor del uso de la mezcla más polar, se 

realizó un experimento con la mezcla intermedia (70:30) donde se compararon los 

cromatogramas de dos muestras de propóleos cubanos de composición química 

conocida (propóleos pardo rico en nemorosona y propóleos rojo rico en isoflavonoides). 

En la figura 3 se evidencia que no existen señales intensas cercanas al tiempo de 

retención de la nemorosona en los cromatogramas correspondientes a las muestras de 

propóleos. En la muestra de propóleos pardo se aprecia una señal intensa 

correspondiente a la nemorosona presente en dichas muestras y que coincide con el TR 

apreciado para la disolución de nemorosona en la figura 2. Sin embargo, se apreció una 

señal cercana en el cromatograma de la muestra de propóleos rojo y por tal motivo se 

decidió continuar el estudio con la proporción 65:35. De esa manera, se favorecerá la 

separación de los picos adyacentes.  

Figura 3: Cromatogramas de masas (TIC) y UV (250 nm) de muestras de propóleos 

pardo (a)(b) y rojo procedentes de Cuba (c)(d). 

 

Para evitar la contaminación de la fuente de ionización, en el método usado los 

compuestos que eluyen hasta los 0-4 min y posteriores a 13 min no ingresan a la fuente 

de ionización. En este caso el espectrómetro de masas escaneó las masas entre 150-800 

Da en modo dependiente. Los mejores resultados se apreciaron en modo de ionización 

negativa y por esa razón todos los experimentos que se presentan a continuación se 

realizaron de esa manera.  
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Los cromatogramas con detección a 250 nm permitieron deducir que en la muestra de 

propóleos rojos, las señales más intensas eluyen rápidamente y que en la muestra de 

propóleos pardos existen componentes que eluyen después de la nemorosona. Los 

propóleos rojos son ricos en flavonoides más polares que la nemorosona y por tanto 

deben presentar menores tiempos de retención. En los propóleos pardos cubanos la 

nemorosona domina el cromatograma de masas y UV.  

La comparación realizada con muestras de propóleos sugirió que la fase móvil 

seleccionada podría ser útil para los propósitos de esta investigación. A continuación, se 

presentan otros experimentos que se realizaron para confirmar esta hipótesis.  

III.3. EVALUACIÓN PRELIMINAR DE LA SELECTIVIDAD DEL MÉTODO  

Teniendo en cuenta que se ha reportado la degradación de la nemorosona en disolución 

y que en la evaluación de la selectividad se sugiere demostrar que el pico del analito de 

interés no coincide con el de otros compuestos similares, se procedió a realizar 

diferentes procesos de degradación del material de referencia. 48 Se simularon procesos 

de hidrólisis en medio ácido y básico, degradación en presencia de calor, en un 

disolvente apolar y en medio oxidante. 42,43 

III.3.1 Tratamiento con calor 

En la figura 4 se puede apreciar el cromatograma (TIC), obtenido en el rango de masas 

de 100-1000 Da, de la nemorosona sometida a tratamiento con calor. En este caso la 

nemorosona muestra un TR = 10 min (m/z 501, [M-H]-) y los otros picos detectados 

eluyen antes. El pico cromatográfico de la nemorosona es el más intenso, lo que sugiere 

que los productos de degradación se encuentran en menor proporción con respecto a 

ella. Los productos de degradación detectados mostraron iones quasimoleculares a m/z 

517 y 579, y los valores de resolución (R) fueron muy superiores a 2. Al menos se 

detectaron 3 productos con m/z 517 que deben corresponderse con derivados 

oxigenados de la nemorosona. En la figura 4 se aprecian los espectros de masas y los 

espectros MS/MS de los principales picos cromatográficos. Resulta importante destacar 

que en la zona de elusión de la nemorosona no se detectó otro ion.  

Se puede concluir que la nemorosona se degrada por tratamiento térmico y que los 

productos de degradación detectados se logran separar de la nemorosona en las 

condiciones cromatográficas empleadas.  

https://paperpile.com/c/zMnHFR/0YHnn
https://paperpile.com/c/zMnHFR/2Fdd+8V9w
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Figura 4: Cromatograma de nemorosona sometida a degradación por tratamiento con 

calor. (a) Cromatograma de masa (TIC), (b) Cromatograma de la muestra diluida, (c) 

Cromatograma del ion m/z 517. (a.1) Espectro de masas del pico TR=9.93 min.  (a.2) 

Espectro de masas del pico TR=8.77 min.  (a.3) Espectro de masas del pico TR= 8.30 

min. (a.4) Espectro de masas del pico TR=7.09 min. (a.5) Espectro masa/masa del pico 

de TR=5.99 min. (c.1) Espectro masa/masa del pico de TR=8.76. (c.2) Espectro 

masa/masa del pico de TR=8.23. (c.3) Espectro masa/masa del pico de TR=7.10 min. 

 

 

III.3.2. Hidrólisis básica  

En la figura 5 se aprecian los cromatogramas obtenidos al tratar a la nemorosona con 

una disolución acuosa básica. Aunque también se apreciaron picos cromatográficos 

adicionales al de nemorosona, estos mostraron menor intensidad que los observados en 

la degradación con calor y de igual manera eluyeron primero. Los compuestos 

detectados poseen iones quasimoleculares con m/z 451, 517 y 579 fundamentalmente. 

De forma similar al experimento anterior, varios compuestos mostraron m/z 517 y sus 

espectros MS/MS se incluyeron en la figura 5.  

En la zona que eluye la nemorosona no se detectó un ion adicional y la R de los picos 

cromatográficos también fue muy superior a 2. 
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Figura 5: Cromatograma de nemorosona por hidrólisis básica. (a) Cromatograma de 

masa (TIC). (b) Cromatograma de la muestra diluida, (c) Cromatograma del ion m/z 

517; (a.1) Espectro de masa del pico TR=9.73 min.  (a.2) Espectro de masas del pico de 

TR=6.76 min.  (a.3) Espectro de masa del pico de TR=6.02 min. (a.4) Espectro de masa 

del pico de TR=4.63 min. (c.1) Espectro masa/masa del pico de TR=8,74. (c.2) 

Espectro masa/masa del pico de TR=8.27, (c.3) Espectro masa/masa del pico de 

TR=7.45, (c.4) Espectro masa/masa del pico de TR=4.52 min. 

 

 

 

III.3.3. Hidrólisis ácida  

Los resultados cromatográficos del tratamiento de nemorosona con medio ácido se 

muestran en la figura 6. De forma similar al tratamiento en medio básico la señal de la 

nemorosona domina el cromatograma y los picos de los productos de degradación 

presentan una intensidad muy baja. En este caso se apreció un nuevo ion 

quasimolecular a m/z 339 y se repitieron los valores de m/z 579 y 517. Tampoco se 

apreció coelusión en el pico correspondiente a la nemorosona.  
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Figura 6: Cromatograma de nemorosona por hidrólisis ácida. (a) Cromatograma de 

masa (TIC). (b) Cromatograma de la muestra diluida, (c) Cromatograma del ion m/z 

517. (a.1) Espectro masas/masa del pico TR=9,75 min. (a.2) Espectro masa/masa del 

pico TR= 9,02 min. (a.3) Espectro masa/masa del pico TR=5,99 min. (a.4) Espectro 

masa/masa del pico TR=4,52 min. (c.1) Espectro masa/masa del pico TR=8,74. (c.2) 

Espectro masa/masa del pico TR=8,27 min.  (c.3) Espectro masa/masa del pico 

TR=4,51 min. 

    

III.3.4. Tratamiento con un disolvente apolar 

Este procedimiento no se encuentra sugerido en la literatura científica relacionada con 

métodos de validación. Sin embargo, Piccinelli y col. (2009) demostraron que la 

nemorosona se degradada en disolución y en particular con disolventes apolares o poco 

polares 48. Se tuvo en cuenta que, en los procesos de extracción, fraccionamiento, 

tratamiento de muestras o separación cromatográfica de propóleos podrían emplearse 

disolventes apolares o poco polares. 48 

En la figura 7 se muestra el cromatograma de la muestra de nemorosona reflujada en 

éter de petróleo (40-60 °C). En este caso es donde se apreció la mayor degradación de 

la nemorosa, aspecto que fue evidenciado por la baja intensidad del pico que eluyó a los 

10 min y por la presencia de picos de mayor intensidad entre 5,6 y 7 min. Las señales 

más intensas fueron originadas por compuestos con iones quasimoleculares en m/z 579 

https://paperpile.com/c/zMnHFR/0YHnn
https://paperpile.com/c/zMnHFR/0YHnn
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y 451. Resulta interesante señalar que en este proceso de degradación se originan un 

mayor número de compuestos con masa molecular superior a la nemorosona.    

Figura 7: Cromatograma de la nemorosona tratada con éter de petróleo (40-60 °C). (a) 

Cromatograma de masa (TIC).  (b) Cromatograma de la muestra diluida, (c) 

Cromatograma del ion m/z 579. (d) Cromatograma del ion m/z 451. (a.1) Espectro 

masa/masa del pico TR=10,03 min. (a.2) Espectro masa/masa de los pico  TR=9,08 

min. (a.3) Espectro masa/masa del pico TR=7,89 min. (a.4) Espectro masa/masa del 

pico TR= 6,71 min. (a.5) Espectro masa/masa del pico TR=5,89 min. (a.6) Espectro 

masa/masa del pico TR=5,32 min. (c.1) Espectro masa/masa del pico TR=5,87 min. 

(d.1) Espectro masa/masa del pico TR= 6,72 min. 

 

 

 III.3.5. Ensayo de oxidación  

El tratamiento de la nemorosona con H2O2 (3%) originó algunos productos de 

degradación (Figura 8). El comportamiento cromatográfico fue similar a los discutidos 

anteriormente, es decir, los productos de degradación mostraron tiempos de retención, 

apreciablemente, diferentes al de nemorosona, garantizando así una R>2. Los 

principales compuestos detectados mostraron iones quasimoleculares a m/z 517, 519, 

535 y 537. 
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Figura 8: Cromatograma y espectro de la nemorosona en medio oxidante. (a) 

Cromatograma de la muestra (TIC). (b) Cromatograma de la muestra diluida. (c) 

Cromatograma del ion m/z 519. (d) Cromatograma del ion m/z 535. (a.1) Espectro 

masa/masa del pico TR=10,23 min.  (a.2) Espectro masa/masa del pico TR=9,47 min. 

(a.3) Espectro masa/masa del pico TR=7,52 min. (a.4) Espectro masa/masa del pico 

TR=6,25 min. (a.5) Espectro masa/masa del pico TR=5,67 min. (c.1) Espectro 

masa/masa del pico TR=6,24 min. (d.1) Espectro masa/masa del pico TR=8.06 min. 

(d.2) Espectro masa/masa del pico TR= 5,66 min. 

 

A modo de resumen se puede plantear que la nemorosona mostró productos de 

degradación en todos los ensayos realizados, pero resultó más afectada por el disolvente 

apolar. El ion quasimolecular más común fue m/z 517, ya que se evidenció su presencia 

en todas las muestras sometidas a degradación. Por otra parte, no se detectó ningún 

producto de degradación que produjera una R <2 con respecto al pico de la 

nemorosona.  

III.4. EXPERIMENTOS DE MONITOREO DE TRANSICIONES ÚNICAS 

(SRM) 

La espectrometría de masas favorece la selectividad de un método a través de 

experimentos “SRM”, ya que permite evaluar la formación de iones hijos a partir del 

ión quasimolecular. Es poco probable que dos moléculas de igual masa muestren 2 o 
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más transiciones iguales y por tanto se favorece la selectividad del método. En este 

caso, para proveer mayores argumentos sobre la posible utilidad del método, se 

realizaron experimentos SRM con las secuencias 501→432 y 501→363. Dichos 

experimentos se realizaron con 19 muestras de propóleos ecuatorianos y 2 cubanas, 

siendo una de esta rica en nemorosona.  

III.4.1. Análisis de las muestras de propóleos de abejas A. mellifera por 

CLAE-DAD-EM  

Las muestras disponibles fueron producidas por abejas sin aguijón y por abejas con 

aguijón (A. mellifera). Primero se muestran los resultados obtenidos con las muestras 

de abejas sin aguijón, apreciándose un posible resultado positivo para 4 de las 5 

muestras evaluadas (Figuras 9 y 10). En las cuatro muestras se detectaron iones m/z 501 

mediante un experimento SIM previo (anexos) pero sólo la señal más intensa mostró las 

dos fragmentaciones características de la nemorosona.  

Figura 9: Cromatogramas y espectros SRM de muestras de propóleo sin aguijón. (a) 

Muestra PE-2SB (b) Muestra PE-5S. (c) Muestra PE-7S. (d) Muestra PE-8S. (a.1-d.1) 

Espectros de las transiciones 501→432 de las muestras anteriores, respectivamente. 
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Figura 10: Cromatograma y espectro SRM de muestras de propóleo sin aguijón. (a) 

Muestra PE-2SB. (b) Muestra PE-5S. (c) Muestra PE-7S. (d) Muestra PE-8S. Espectros 

de las transiciones 501→363 de las muestras anteriores, respectivamente.  

 

 

 

En el caso de las muestras de propóleos producidas por A. mellifera solo 4 de un total 

de 14 evidenciaron la posible presencia de nemorosona. En las figuras 11 se muestran 

los cromatogramas correspondientes a las muestras con resultados positivos.  En el 

cromatograma de la muestra PE-13 se observan otros picos de baja intensidad 

originados por la transición 501→432 (figura 11), pero la R respecto al pico de la 

nemorosona es superior a 2 y por lo tanto no interfieren en su detección. 
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Figura 11: Cromatograma y espectro SRM de muestras de propóleo con aguijón. (a) 

Muestra PE-13. (b) Muestra PE-15.  (c)  Muestra PE-17.  (d) Muestra PE-19. Espectros 

de las transiciones 501→432 de las muestras anteriores, respectivamente.  

 

 

En la figura 12 se incluyen los cromatogramas obtenidos con la transición 501→363. 

Dos muestras de propóleos mostraron 2 picos cromatográficos que se encuentran muy 

bien resueltos (PE-17 Y PE-19). El de menor tiempo de retención, además de no poseer 

el tiempo de retención de la nemorosona, no mostró la transición 501→432. Estos 

resultados demuestran la importancia de al menos incluir dos transiciones en el análisis, 

tal y como sugieren las guías internacionales, para poder detectar un analito de forma 

inequívoca. 42,43  

 

 

 

 

 

 

https://paperpile.com/c/zMnHFR/2Fdd+8V9w
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Figura 12: Cromatograma y espectro de muestras de propóleo con aguijón. (a) Muestras 

PE-13. (b) Muestras PE-15. (c) Muestras PE-17. (d)  Muestras PE-19. Espectros de las 

transiciones 501→363 de las muestras anteriores, respectivamente.  

 

El método CLAE-DAD-EM empleado parece ser útil para la determinación de 

nemorosona en extractos de propóleos sin previo fraccionamiento. De esta forma se 

ahorra mucho tiempo y recursos, pues el tratamiento de las muestras es muy sencillo. 

Sin embargo, el estudio realizado es preliminar ya que se hace necesario acumular más 

evidencias prácticas sobre la utilidad del mismo. En Ecuador parecen existir más de 10 

especies de plantas del género Clusia, lo que podría justificar la presencia de derivados 

prenilados de acilfloroglucinoles en los propóleos nacionales, ya que se ha evidenciado 

que las abejas recolectan resinas florales de Clusia para producir propóleos. Sin 

embargo, no se conoce la composición química de dichas especies y la nemorosona 

cuenta varios isómeros de características estructurales muy similares que podrían 

originar falsos positivos. 

En estudios futuros se debe incluir el análisis de un número mayor de muestras y en 

particular aquellas que puedan considerarse como blancos matrices para evaluar las 

posibles interferencias del método. También se debe evaluar el efecto que puedan 

originar los componentes de las muestras sobre el incremento o supresión de la 

ionización de la nemorosona. Asimismo, se deben realizar experimentos que permitan 

evaluar otros parámetros de validación no considerados en este trabajo.  



- 43 - 
 

III.5. VALORACIÓN INICIAL DEL LÍMITE DE DETECCIÓN  

Se realizaron experimentos previos para evaluar el límite de detección del detector UV, 

para lo cual se analizaron varias concentraciones de nemorosona y se estimó la relación 

señal/ruido. La literatura especializada sugiere una relación señal/ruido de 3 para 

métodos cualitativos. 42,43  

En la figura 13 se incluyeron los cromatogramas obtenidos con el detector UV a una 

longitud de onda de 275 nm con las concentraciones de 12,5 ppm, 6,25 ppm, 3,12 ppm, 

1,56 ppm y  0,78 ppm, respectivamente.  Los valores de la relación señal/ruido sugieren 

que el límite de detección debe estar entre 1,56 y 3,12 ppm. Para la definición del 

mismo, se deben analizar varias veces y durante un periodo de varios meses 

concentraciones en el rango anterior.  

Teniendo en cuenta que el detector de masa es más sensible, se sugiere realizar la 

determinación del límite de detección con este. En esta ocasión no fue posible realizar 

los experimentos con detección por masas.  

Figura 13: Cromatograma UV de nemorosona a 275 nm correspondientes a los 

experimentos del límite de detección. (a)12,5 ppm. (b) 6,25 ppm. (c) 3,125 ppm.  (d) 

1,56 ppm. (e) 0,78 ppm. 

 

 

Aunque no se realizó cuantificación de nemorosona. se apreció que las áreas del pico 

cromatográfico de la nemorosona en las muestras de propóleos ecuatorianos y de 

propóleos pardo cubano era muy superiores a las áreas obtenidas para las 

concentraciones de 1,56 y 3,12 ppm. Este resultado sugiere que el método podría ser 

útil para detectar nemorosona en los extractos de propóleos.   

https://paperpile.com/c/zMnHFR/8V9w+2Fdd
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CONCLUSIONES 

El método CLAE-DAD-EM implementado sugirió la presencia de nemorosona en 8 

muestras de propóleos de las 19 evaluadas.    

Los estudios iniciales relacionados con la determinación de la selectividad y el límite de 

detección parecen ser favorables. 

RECOMENDACIONES 

Desarrollar la experimentación práctica necesaria para implementar el método y 

proceder a su ulterior validación. 
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ANEXOS  

Cromatograma de muestras de propóleos de abejas sin aguijón . 
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Cromatograma de las muestras de propóleo procedentes de las abejas A.melliferas 

con aguijón  
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