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RESUMEN

El propdleos es un producto natural de apariencia resinosa, el cual es fabricado por las
abejas Apis mellifera a partir de la recoleccién selectiva de exudados vegetales, los que
se mezclan con secreciones salivales y cera de abejas. Sus caracteristicas organolépticas,
composicion quimica y actividad biologica, dependen directamente de la flora
circundante, zona geografica e incluso de la época de recoleccion.

Esta investigacion tuvo como objetivo analizar la composicion quimica de muestras de
propdleos de las provincias de Imbabura, Pichincha y Los Rios, a través de métodos
cromatograficos y espectroscopicos, para establecer la relacion existente con su posible
actividad antioxidante.

Las muestras de propoleos fueron recolectadas en el apiario Mieles y Colmenas
“Tabacundo”, posteriormente, se sometieron a extraccidon por maceracion dindmica,
utilizando metanol como disolvente. Los extractos se llevaron a un rotaevaporador y se
concentraron a sequedad, obteniendo asi los extractos secos de propdleos (ESP). El
rendimiento logrado para cada una de las muestras de propoleos, resulto ser bueno, con
valores cercanos al 50%. Los ESP fueron almacenados en condiciones adecuadas para su

posterior estudio.

El andlisis preliminar de la composicion quimica de los ESP se realizd6 mediante un
tamizaje fitoquimico, buscando la identificacion de compuestos fendlicos y flavonoides,
seguido de una evaluacién mediante cromatografia en capa delgada (CCD). Los ensayos
cualitativos realizados sugirieron la presencia, en las tres muestras, de compuestos
fendlicos en general y de flavonoides, ademas de mostrar capacidad antioxidante.
Adicionalmente, se sugiere un comportamiento cromatografico similar para las tres

muestras y la existencia de metabolitos de estructura terpénica.

Posteriormente, se procedié a cuantificar fenoles totales mediante el método de Folin-
Ciocalteu y flavonoides mediante el método colorimétrico del tricloruro de aluminio. La
muestra procedente de Pichincha (PE-20) presentd la mayor cantidad de compuestos
fenolicos (EAG) y de flavonoides (EQ), seguida de la muestra de Imbabura (PE-22) y de

Los Rios (PE-21), respectivamente.

Ademas, se determiné la capacidad antioxidante equivalente a trolox (TEAC, trolox

equivalent antioxidant capacity), utilizando los ensayos de DPPH y FRAP. La muestra

PE-20 presentd la mayor capacidad antioxidante, determinada por ambos ensayos. Sin
3



embargo, aunque la muestra PE-21 resultd ser mas efectiva que la PE-22 para reducir el
ion férrico (Fe*") a ferroso (Fe?*); en relacion a la capacidad secuestradora del DPPH, no

mostraron diferencias estadisticamente significativas.

Colateralmente, se evaluo la cinética de la reaccion con el DPPH, en las tres disoluciones
de propdleos, conjuntamente con dos patrones de reconocida actividad antioxidante
(quercetina y acido ascérbico). Los resultados mostraron que las disoluciones PE-21 y
PE-22, a la concentracion ensayada, no lograron superar un porcentaje de inhibicion
superior al 30% (74,26 y 72,75% DPPH remanente, respectivamente), mientras que el
propoleos PE-20 deja un porcentaje remanente del 58,30%. Segun el ensayo realizado la
quercetina y las muestras objeto de estudio presentan un comportamiento cinético
intermedio, ya que el estado estacionario lo alcanzan entre los 5 min y los 30 min de

reaccion.

Las elevadas concentraciones de compuestos fendlicos totales y de flavonoides en la
muestra procedente de Pichincha (PE-20), le atribuyeron la mejor capacidad antioxidante,
por ambos modelos evaluados. Al analizar la correlacion existente entre la capacidad
antioxidante medida por ambos métodos, se evidencia que esta es positiva y muy fuerte.
Las correlaciones correspondientes a los parametros restantes (TEACpppr/fenoles totales;
TEACpeer/flavonoides; TEACrrar/fenoles; TEACrrar/flavonoides) muestran un

comportamiento que podria catalogarse como positivo medio.

Estudios posteriores estarian encaminados a realizar un analisis cualitativo y cuantitativo
mas detallado de los marcadores quimicos de las tres muestras de propoéleos, para
establecer una mejor correlacion con su actividad antioxidante. De igual manera se

sugiere identificar el origen botanico de los propéleos estudiados.

Palabras clave: propdleos, capacidad antioxidante, FRAP, DPPH, flavonoides.



ABSTRACT

Propolis is a natural resinous-looking product, which is manufactured by Apis mellifera
bees from the selective collection of vegetable exuded, which are mixed with salivary
secretions and beeswax. Its organoleptic characteristics, chemical composition and
biological activity depend directly on the surrounding flora, geographical area and even
the harvesting season.

This research aimed to analyze the chemical composition of propolis samples from the
provinces of Imbabura, Pichincha and Los Rios, through chromatographic and
spectroscopic methods, to establish the existing relationship with their possible

antioxidant activity.

The propolis samples were collected in the honey and hive apiary "Tabacundo”,
subsequently, they underwent extraction by dynamic maceration, using methanol as
solvent. The extracts were taken to a rotoevaporator and concentrated dryly, thus
obtaining the dry extracts of propolis (ESP). The yield achieved for each of the propolis
samples turned out to be good, with values close to 50%. ESPs were stored under

appropriate conditions for further study.

Preliminary analysis of the chemical composition of ESP was performed using
phytochemical screening, seeking the identification of phenolic and flavonoid
compounds, followed by a thin layer chromatography (CCD) evaluation. Qualitative trials
suggested the presence, in all three samples, of phenolic compounds in general and
flavonoids, as well as showing antioxidant capacity. In addition, similar chromatographic
behavior is suggested for all three samples and the existence of terpenic metabolites.

Subsequently, total phenols were quantified using the Folin-Ciocalteu and flavonoid
method using the colorimetric method of aluminium trichloride. The sample from
Pichincha (PE-20) had the highest number of phenolic compounds (EAG) and flavonoids
(EQ), followed by the sample of Imbabura (PE-22) and Los Rios (PE-21), respectively.

In addition, trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) was determined using DPPH
and FRAP assays. The PE-20 sample had the highest antioxidant capacity, determined by
both trials. However, although the PE-21 sample proved to be more effective than PE-22
in reducing ferric (Fe**) ion to ferrous (Fe?*); in relation to the DPPH's hijacker capacity,

they showed no statistically significant differences.



Collaterally, the kinetics of the reaction with DPPH were evaluated in the three propolis
solutions, together with two patterns of recognized antioxidant activity (quercetin and
ascorbic acid). The results showed that the PE-21 and PE-22 solutions, at the
concentration tested, failed to exceed an inhibition rate of more than 30% (74.26 and
72.75% DPPH remaining, respectively), while the PE-20 propolis leaves a remaining
percentage of 58.30%. According to the test performed quercetin and the samples under
study have intermediate kinetic behavior, since the steady state reaches between 5 min

and 30 min reaction.

The high concentrations of total phenolic compounds and flavonoids in the sample from
Pichincha (PE-20), attributed the best antioxidant capacity, by both models
evaluated. When analyzing the correlation between the antioxidant capacity measured by
both methods, it is evident that it is positive and very strong. Correlations for remaining
cases (TEACpppn/total  phenols;  TEACpepH/flavonoids;  TEACkrar/phenols;
TEACkrrar/flavonoids) show behavior that could be categorized as average positive,

among the parameters analyzed.

Subsequent studies would be aimed at performing a more detailed qualitative and
quantitative analysis of the chemical markers of the three propolis samples, to establish a
better correlation with their antioxidant activity. It is also suggested to identify the

botanical origin of the propolis studied.

Keywords: propolis, antioxidant capacity, FRAP, DPPH, flavonoids.
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INTRODUCCION

El propdleos es una mezcla de sustancias de apariencia resinosa que ha sido muy (util
desde la antigliedad, principalmente en medicina tradicional, debido a sus diversas
propiedades bioldgicas 2. Las abejas Apis mellifera fabrican prop6leos a partir de la
recoleccion selectiva de exudados vegetales, los cuales se mezclan con secreciones

salivales y cera de abejas °.

Las abejas utilizan el propdleos en la construccion de sus colmenas ya que al ser un
material resinoso y pegajoso es eficaz para sellar agujeros existentes en las paredes de la
colmena, evitando asi el ingreso de invasores y, por ende, una posible contaminacion;

ademas, acttia como termorregulador de la colmena 37-°.

Las caracteristicas organolépticas del propoleos (olor, color y sabor) dependen de varios
factores como: la composicion quimica, la fuente botanica circundante, zona geografica,

época de recoleccion, entre otros 112,

Estudios recientes demuestran que se han identificado méas de 500 compuestos quimicos
en diversas muestras de propoleos, entre ellos, flavonoides, acidos fendlicos, fenoles
simples, ésteres alifaticos y aromaticos, cetonas aromaticas, terpenos, acidos benzoicos,
aminoacidos, aldehidos aromaticos, cumarinas, xantonas, &cidos organicos, alcoholes,

esteroides, lignanos, estilbenos, vitaminas, azlcares, acidos grasos, minerales, entre otros
5,13-15

La caracterizacion quimica es fundamental en relacion al control de calidad y procesos
de estandarizacion 7. Los métodos analiticos mas utilizados en la caracterizacion quimica

de muestras de propdleos son los métodos cromatograficos y espectroscopicos 1616,

La actividad bioldgica del propoleos, al igual que la composicion quimica, en gran medida
es variada 2, Estudios demuestran una alta capacidad antibacteriana y antifingica;

ademas, se le atribuye actividad antiviral, antiinflamatoria, antitumoral y antioxidante *
4,8,13,14,17,18

Este producto natural desempefia, ademas, la funcion de fotoprotector, cicatrizante de
heridas, antiasmatico, inmunomodulador, antidiabético, antiplaquetario, hemostatico,

hepatoprotector, regenerador de tejidos, anestésico local y antiséptico 2131920,

Cabe recalcar que la actividad bioldgica del propoleos se debe a su composicion quimica,
la cual, a su vez, depende directamente de las plantas de donde las abejas recolectan la

12



resina *’. Por tal motivo, es de suma importancia conocer la vegetacion circundante a la
colmena para asociarla con su composicion quimica #%81°, Ademas, si el propoleos en
estudio no ha sido analizado puede contener nuevos compuestos quimicos de interés no

solo investigativo, sino ademas terapéutico .

13



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La necesidad de analizar la composicion quimica de tres muestras de propoleos
ecuatoriano no estudiadas con anterioridad, a través de métodos cromatograficos y
espectroscopicos, para establecer la relacion existente con su posible actividad

antioxidante.
HIPOTESIS

La composicion quimica influye directamente en la actividad antioxidante del propéleos

recolectado en diferentes provincias del Ecuador.
OBJETIVOS
Objetivo general

Analizar la composicién quimica del propéleos de las provincias de Imbabura, Pichincha
y Los Rios, a través de métodos cromatograficos y espectroscopicos, estableciendo la

relacion existente con su posible actividad antioxidante.
Obijetivos especificos

e Analizar la composicion quimica de tres muestras de propoleos, en particular de

compuestos fendlicos y flavonoides.

e Evaluar la capacidad antioxidante equivalente a trolox (TEAC, trolox equivalent
antioxidant capacity), utilizando los ensayos de DPPH y FRAP.

e Correlacionar la composicion quimica determinada en las tres muestras de

propdleos, con la actividad antioxidante evaluada.

14



CAPITULO I: MARCO TEORICO
I.1. Propdleos
1.1.1. Generalidades

El propdleos es un producto natural de tipo resinoso producido por las abejas, luego de
recolectar el exudado de las plantas que se localizan en los alrededores de la colmena y
mezclarlo con sustancias como secreciones salivales y enzimas propias de su
metabolismo . Lo utilizan como material de construccion para cubrir grietas o espacios
existentes en la colmena, evitando la posible entrada de invasores /. Se considera esencial
para la supervivencia de las abejas, al ser una potente “arma quimica” que proporciona
un medio inadecuado para el crecimiento de microorganismos patdgenos, evitando

cualquier contaminacion 58,

Las caracteristicas organolépticas y su composicion quimica, dependen directamente de
la flora circundante, zona geografica e incluso de la época de recoleccion °. Su coloracion
es heterogénea pudiendo presentar colores verdes, distintas tonalidades de amarillo, tonos
castafios 0 rojizos, en ocasiones pardo o negro °*2, Es resinoso, muy aromaético y el
agradable olor que presentan resulta caracteristico de la vegetacion de la cual las abejas
han obtenido la resina ®. En cuanto a su sabor, puede ser insipido, 4spero o acre y su
consistencia varia de acuerdo a la temperatura, pasando de flexible, blanda, y pegajosa a

dura y quebradiza >°.
1.1.2. Historia

El propodleos, desde tiempos remotos (aprox. 300 a.C), ha sido ampliamente utilizado por
varias civilizaciones en la medicina ancestral, incluyendo la Inca, Egipcia, Persia y
Grecorromana >4, En efecto, la palabra “propdleos” tiene origen etimologico griego y
esta conformada por dos palabras: pro, que significa “en defensa de, en frente de”, y polis,
que significa “ciudad o estado”. En conjunto, se traduce como “en defensa de la ciudad o

defensor de la ciudad”; lo que guarda relacion con la funcion protectora de la colmena
15,16

Dentro de las historias de civilizaciones como China, Hindl y Tibetana, al igual que en
las civilizaciones antes mencionadas, hay registros de la utilidad del propdleos como
medicina natural, siendo reconocido por su potente capacidad antiséptica, antimicrobiana
y cicatrizante; propiedades que permitian su uso como ungiiento para cicatrizar y sanar

heridas 2.
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Ademaés, en Egipto el prop6leos era un producto ampliamente utilizado por los sacerdotes
como medicina natural y como componente principal en el proceso de embalsamiento o
momificacion de cadaveres 1"-1°. Por otra parte, los Incas utilizaban el propdleos para

controlar estados febriles y heridas infectadas, sobre todo ocasionadas por flechas %%,

Durante las Guerra de los Béeres (1880 — 1902), se utilizé propdleos vasdgeno, que era
una mezcla de propdleos y vaselina, para evitar el desarrollo de gangrena en heridas de

guerra infectadas 2.

A inicios del siglo XX, el uso del prop6leos como medicina natural cesa por los avances
tecnoldgicos. Es a partir de los afios 70°s que América, Rusia y China retoman el estudio
de su composicion quimica y actividad bioldgica ?2. Casi al finalizar el siglo XX se
reconocen propiedades biologicas adicionales como la actividad antioxidante,

antiinflamatoria, anestésica, antitumoral, antifingica, antiviral, etc 2324,

Actualmente, paises como Brasil, Colombia, Argentina, China, Japén, Polonia, México,
Venezuela, Cuba, entre otros, reconocen su potencial terapéutico y lo han introducido en
la industria farmacéutica con la finalidad de tratar numerosos padecimientos 315252,
Ademas, el propdleos también ha ganado espacio en el campo de la industria cosmética
como preservante y antioxidante natural, aprovechando también sus demaés

potencialidades bioldgicas 2’
1.1.3. Métodos de recoleccién del propoleos
1.1.3.1. Raspado de la colmena

Es el método mas sencillo, rapido y barato que emplea el apicultor para obtener mayor
cantidad de propdleos. Este método consiste en raspar aleatoriamente, con la ayuda de
una espatula, las paredes internas de la colmena, con la finalidad de obtener el propoleos

en forma de trozos; ademas de limpiar la colmena al término de la estacion 2.

Sin embargo, es importante tener en cuenta que al emplear este método es dificil
determinar la edad exacta del propéleos ya que en cada estacién pueden quedar
remanentes adheridos a la caja. Ademas, el propdleos se obtiene con una mayor cantidad

de impurezas, incorporadas al momento de la recoleccion 1724,
1.1.3.2. Rejillas 0 mallas plasticas

Son trampas comerciales que permiten obtener menor cantidad de propoleos en

comparacion con el método de raspado de la colmena, pero con muy pocas impurezas,
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por lo que se considera de mejor calidad 2*. Este método consiste en colocar laminas de
plastico con ranuras (1,6 mm) en la superficie de la colmena, donde las abejas depositaran
el propoleos para, posteriormente, someter la lamina a bajas temperaturas haciendo que

el propdleos se vuelva duro y quebradizo, de tal manera que pueda retirarse por raspado

6,15

1.1.4. Métodos de extraccion
1.1.4.1. Procedimiento de extraccion general

El procedimiento de extraccion general incluye la extraccion dinamica por maceracion,
un tipo de extraccion solido-liquido donde la muestra es sumergida en el disolvente y los
componentes afines con él, son solubilizados en el disolvente. Finalmente, se concentra
en un rotaevaporador a presion reducida para remover el exceso de disolvente y proceder

con su analisis 12:2329.30,

Dado que la mayor parte de principios activos del prop6leos no son solubles en agua, el
extracto del propoleos que permite un aprovechamiento absoluto de sus propiedades
terapéuticas, debe ser de naturaleza alcohdlica 3. Estudios recientes han demostrado que
otros factores como la temperatura, concentracion del disolvente y el tiempo de
extraccion, también pueden influir notablemente en la extraccion de compuestos
bioactivos, especialmente los compuestos fendlicos y, por ende, influir en sus propiedades
bioldgicas 3232,

Los disolventes méas utilizados son etanol absoluto, metanol, mezclas hidroalcohdlicas
(etanol 0 metano/agua) y glicerol 122343 Otros investigadores han optado por el uso de
cloroformo o hexano como disolvente, obteniendo también resultados favorables.
Obviamente, el tipo de disolvente dependera de los componentes que se pretende extraer

de la muestra 2.
1.1.4.2. Extraccion de compuestos volatiles

Son numerosas las técnicas disponibles para extraccion de compuestos volatiles, entre
ellas tenemos la hidrodestilacion, destilacion al vapor, extraccion por disolvente simple,
destilacion- extraccion simultanea, extraccion asistida por ultrasonido (EAU), extraccién

asistida por microondas (EAM) e incluso, la microextraccion en fase solida 32363,

Recientemente, cientificos compararon las técnicas de extraccion por maceracion, EAU

y EAM aplicadas a una muestra de propoleos, y determinaron que la EAU tuvo mayor
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rendimiento de extraccién en relacion a los compuestos fendlicos extraidos, en especial

el &cido p-cumarico, quien resultd ser el compuesto fendlico méas prevalente en la muestra
26,38

Cabe recalcar que los compuestos volatiles, ademas de funcionar como una sefial olfativa
para las abejas tropicales que estan encaminadas en la busqueda de resina, son de gran
importancia, ya que a ellos se les atribuye la aromaticidad y muchas de las propiedades
bioldgicas de este producto natural *°. He aqui la importancia de saber reconocer el mejor
método para su extraccion, el cual debe evitar en lo absoluto alterar su composicion
quimica ',

1.1.5. Métodos de analisis utilizados en el estudio del propéleos

Los métodos analiticos mayormente utilizados en la identificacion y caracterizacion
quimica del propdleos son: espectrofotometria, cromatografia liquida de alta eficiencia
(CLAE), espectrometria de masas con ionizacion por electrospray (ESI/EM),
electroforesis capilar, cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masas (CG-
EM), espectroscopia UV-visible, resonancia magnética nuclear (RMN) y espectroscopia
infrarroja (IR) . Asimismo, existen métodos analiticos cualitativos dentro de los
cuales destacan la cromatografia en capa delgada (CCD) y la cromatografia en columna
(CC) 2,46

1.1.5.1. Cromatografia en capa delgada (CCD)

Esta técnica es utilizada como andlisis preliminar en el estudio de extractos. Consiste en
separar las mezclas de metabolitos presentes en disolucién, utilizando dos fases, una es
la fase estacionaria (FE) y la otra es la fase movil (FM) 8. Los disolventes que conforman
la FM pueden ser de naturaleza polar o apolar, su uso depende de la muestra que se vaya

a analizar, ya que cada muestra tendra diferentes tipos de metabolitos %4,

La FM se puede conformar con disolventes puros o puede ser necesario el uso de mezclas
binarias de disolventes. Dentro de los disolventes de mayor uso se encuentran: hexano,
acetato de etilo, cloroformo, metanol y etanol 8. En esta técnica (CCD) usualmente es
necesario el uso de reveladores los cuales pueden ser fisicos como la luz UV o quimicos
como la vainillina en medio &cido, &cido sulfarico en etanol y sulfato sérico en medio

acido, entre otros 447,
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1.1.5.2. Cromatografia en columna (CC)

Este método es eficiente en la separacion y fraccionamiento de los compuestos quimicos
que se encuentren en la muestra a estudiar “8. La FE de la columna puede ser de distintos
materiales como: silica gel, derivados de dextranos (sephadex), florisil o policlar. Por otro
lado, los disolventes a usarse en la FM pueden ser puros o mezclas de polaridad diversa
48 Para resultados con mayor especificidad, este método se combina con métodos como
CLAE y CG-EM #,

1.1.5.3. Cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR)

La CLAR, empleando un detector ultravioleta, ha sido utilizada para separar y purificar
los metabolitos, resultando eficaz para la determinacion de antioxidantes existentes en las
muestras de propoleos “*°. Este método ayuda a conocer de manera general la
composicion de diversos tipos de propdleos ya que los compuestos con grupos
cromdforos conjugados, a cierta longitud de onda, van a indicar bandas de absorcion
caracteristicas de dichos compuestos “®. Al conocer previamente el comportamiento
cromatografico de los metabolitos mayoritarios de las muestras a estudiar, se tiene una

nocion de su composicion 4446,
1.1.5.4. Espectroscopia UV-VIS

Este método es utilizado en la deteccion, cuantificacion y diferenciacion de componentes
activos, especialmente flavonoides “°!, Su fundamento se basa en la excelente
interaccién que poseen las moléculas para absorber radiaciones electromagnéticas
provenientes de la region UV-vis, esto hace que resulte mas eficaz la identificacion de

grupos cromoforos conjugados encontrados en la muestra objeto de estudio 252,
1.1.5.5. Analisis espectrofotométrico de propoleos

Los métodos espectrofotométricos para andlisis de propoleos se fundamentan en la
reaccion redox colorimétrica, permitiendo asi la cuantificacion de compuestos fenolicos,
en especial flavonoides con estructuras semejantes 7. Este tipo de métodos se diferencian
del resto por ser rapidos, de uso facil y bajo costo, sin embargo, pueden presentar

limitaciones en la sensibilidad, como en la especificidad >*'.

Dentro de los métodos espectrofotométricos destaca la determinacion de compuestos
fendlicos totales presentes en una muestra utilizando como patron una disolucion de acido

gélico 2%%°2, Se basa en la capacidad que poseen los compuestos fendlicos para reaccionar
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ante agentes oxidantes con pH basico como lo es el reactivo de Folin-Ciocalteu, dando

como resultado una coloracién azul, la cual puede ser leida en un espectrofotometro a 765
nm 2,42,52,53_

1.1.5.6. Cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masas (CG-EM)

Es una de las técnicas mayormente utilizadas para el anlisis quimico de propdleos, pues
se acopla las propiedades que brinda la CG para la separacion de compuestos quimicos,
con la EM para la identificacion de diversas sustancias 1"4*%*, En el caso del anlisis de
compuestos no volatiles se recurre a una derivatizacion previa, la informacion de las
estructuras quimicas que ofrece este método es mayor a la obtenida por CLAE, ya que
con apoyo de bases de datos se puede establecer de manera cualitativa, el perfil quimico

de la muestra analizada 174446,
1.1.5.7. Resonancia magnética nuclear (RMN)

La resonancia magnética nuclear se basa principalmente en los nicleos atébmicos y sus
propiedades magnéticas, esta técnica espectroscépica es utilizada tanto en el estudio de
las estructuras moleculares, como en el analisis de extractos totales 1444, Resulta ser de
gran utilidad para el estudio de muestras de propdleos ya que ligado con métodos
estadisticos variados y un sistema de procesamiento de datos adecuado, facilita la
clasificacion correcta del propdleos 8.

1.1.6. Composicion quimica

Los primeros estudios relacionados con la caracterizacion quimica de los componentes
del propdleos tuvieron lugar a inicios del siglo XX 1°. Desde aquel tiempo hasta la
actualidad, gracias a nuevas técnicas y equipos sofisticados, se han identificado mas 500
componentes diferentes tales como: flavonoides, acidos fendlicos, fenoles simples,
ésteres alifaticos y aromaticos, cetonas aromaticas, terpenos, &cidos benzoicos,
aminoéacidos, aldehidos aromaticos, cumarinas, xantonas, acidos organicos, alcoholes,

esteroides, lignanos, estilbenos, vitaminas, azlcares, acidos grasos, minerales, entre otros
12,14,21,33

Sin embargo, cabe recalcar que la presencia y diversidad de los componentes del
propdleos, asi como su actividad bioldgica, esta determinada por la ubicacion geografica
de la colmena y la vegetacion aledafia; incluso la estacion del afio también es un factor
que debe considerarse 6. Los estudios que se citan a continuacion demuestran como

puede variar la composicion quimica del propdleos segun la ubicacion geografica.
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En Brasil se destacan el acido galico, acido eléagico, catequina, morin, kaempferol,
naringina y rutina, como los principales compuestos fendlicos del propdleos *. Ademas
de otros compuestos como terpenoides, derivados del acido p-cumarico, benzofenonas
preniladas, xantonas y artepillin C 2213 En Corea destaca el acido cafeico y el
kaempferol °¢. En China se refiere la galangina, el acido cafeico, el acido ferdlico y el
fenetil éster del acido cafeico °"°%; otro autor menciona ademas la presencia de
epicatequina, acido p-cumarico, acido cinamico, naringenina, pinocembrina y crisina
como compuestos caracteristicos en propoleos de ésta nacion °°. En el propdleos
mexicano se han aislado los &cidos ferdlico, cafeico, cumarico, y benzoico *. En
Colombia la composicion quimica del propdleos se caracteriza por la presencia de
sesquiterpenos, triterpenos pentaciclicos y diterpernos (tipo labdano) 42; ademas de
acidos carboxilicos aromaticos como el acido p-cumarico, 3,4-dimetoxicinamico y acido
cafeico; y flavonoides como quercetina, pinocembrina, apigenina, kaempferol, galangina,

etc. 1°

En el caso de Nigeria, son las xantonas, triterpenos e isoflavonoides los componentes
mayoritarios del propdleos . Mientras que en Chile se han aislado lignanos, terpenos y
flavonoides (&cido cindmico, crisina, cumarina, galangina, pinocembrina, vanillina, entre
otros) ®1. En Cuba, ademas de los compuestos comunes, se identificaron por primera vez
pterocarpanos (isoflavonoide) 3° y cuatro compuestos pertenecientes a las benzofenonas
preniladas, los cuales no habian sido aislados o reportados anteriormente desde una
muestra de prop6leos 2. En el Anexo 1 se muestra un resumen de compuestos quimicos

identificados en propdleos provenientes de diferentes localizaciones geograficas.
1.1.7. Actividad bioldgica

Al igual que la composicidon quimica, la actividad bioldgica del propoleos es altamente
heterogénea 121434, Multiples estudios realizados en este producto de origen natural han
comprobado una elevada capacidad antibacteriana y antifngica en comin y en menor
medida, se ha demostrado capacidad antiviral, antiinflamatoria y antitumoral 53,
Adicional a ello, estudios recientes, le han adjudicado al propdleos, una destacada y
potente actividad antioxidante 26, De todos los componentes del propoleos, son los
flavonoides y los acidos fenolicos a quienes se les atribuye gran parte de su actividad
bioldgica, en especial la actividad antioxidante .
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1.1.7.1. Actividad antioxidante

Es una de las propiedades biolégicas mas reconocidas e importantes del propéleos; en
efecto, son numerosos los estudios que se han enfocado en determinar la capacidad
antioxidante del propoleos, dada su importancia en la prevencion y tratamiento de

enfermedades que se relacionan con el estrés oxidativo °°.

Son los flavonoides y los &cidos fendlicos a quienes se les atribuye esta propiedad, dada
su capacidad para eliminar radicales libres; ademas de desempefar un rol importante

durante el proceso oxidativo, protegiendo a los lipidos y vitamina C de su destruccion °.

El aprovechamiento de la actividad antioxidante del propoleos va més all de la industria
farmacéutica. En la industria alimentaria el deterioro oxidativo de los alimentos sigue
siendo su principal obstaculo y se ha optado por el uso de este antioxidante natural para
conservar tales productos, minimizando los riesgos derivados de los antioxidantes
sintéticos °.

Asi mismo, en la industria cosmética cada vez es mayor la explotacion del propdleos para
el tratamiento del acné u otras lesiones cutaneas, donde su propiedad antioxidante, en
conjunto con sus propiedades antiinflamatorias y bactericidas, ayudan aliviar este tipo de

afecciones %’.
1.1.7.2. Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana del propdleos es atribuida, mayoritariamente, a los
compuestos de tipo flavonoides y acidos fendlicos; en menor medida, a acidos organicos
y terpenos. ElI mecanismo de accién podria consistir en frenar la sintesis del ARN
mensajero inhibiendo la enzima ARN polimerasa o interviniendo en la sintesis de la pared

celular del microorganismo .

Diversos estudios han confirmado la actividad bactericida del propoleos, tanto frente a
bacterias Gram (+) (Streptococcus mutans, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus,
Actinomyces naeslundii, Listeria monocytogenes) "%3132 como a Gram (-)
(Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Shigella flexneri, Salmonella typhi, Proteus

mirabilis) 26323 siendo la eficacia de esta actividad dependiente de la dosis 3.

Recientemente, fue evaluado el efecto inhibidor de un extracto etanélico de propdéleos, en
la bacteria Gram (+) Lactobacillus acidophilus, frente al reconocido antimicrobiano
gluconato de clorhexidina; como resultado, el extracto etanolico de propdleos demostrd
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mayor efectividad antimicrobiana in vitro %. De manera similar se estudio el efecto
inhibidor in vitro del extracto etanolico de propéleos frente al mismo antimicrobiano;

pero en cepas de S. mutans y Lactobacillus casei y el resultado fue el mismo .

En cuanto a la actividad antifingica, la industria alimentaria ha demostrado que el
propoleos inhibe el crecimiento micelial de Colletotrichum gloeosporioides, un hongo
comdn en las frutas y causante de la patologia conocida como antracnosis °, y también de
Rhizopus stolonifer, caracteristico de las fresas %. Asi mismo, se ha confirmado su

efectividad frente a Candida albicans y Candida tropicalis 26366768,

En el 2017, un estudio in vitro demostré actividad antiprotozoaria al estudiar la
composicion quimica y actividad farmacoldgica del prop6leos rojo, logrando este reducir
la carga del protozoo Leishmania amazonensis por un efecto inhibitorio sobre el
desarrollo de las formas promastigotes y reduccion de amastigotes intracelulares de L.
amazonensis %70 Ademas, se ha evaluado también su efecto frente a Trichomonas

vaginalis, donde ejercen su efecto sobre los trofozoitos .

Con respecto a la actividad antivirica, los propoleos obtenidos de zonas templadas han

demostrado significativa actividad frente al virus Avian influenza .
1.1.7.3. Actividad antiinflamatoria

La inflamacion es la respuesta homeostatica de nuestro cuerpo frente a la agresién focal
de agentes hostiles, ya sean endogenos o exdgenos "3, Numerosos estudios han asociado
los constituyentes quimicos del propoleos con la actividad inflamatoria, demostrando la

capacidad de los flavonoides en la modulacion de células inflamatorias 172,

Constituyentes como el &cido cafeico (modulador més potente), quercetina, naringenina,
entre otros, actdan a nivel de macréfagos, suprimiendo la produccion de leucotrienos y
prostaglandinas; como consecuencia se produce una inhibicidn de la lipoxigenasa, evento

critico durante el proceso inflamatorio ™.
1.1.7.4. Actividad antitumoral

Aun cuando los estudios sobre esta actividad biologica son recientes, se considera a este
producto natural como uno de los postulantes mas prometedores frente a la prevencién y
tratamiento del cancer, por su rica composicion quimica en compuestos fenolicos y

flavonoides 74,
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En el 2015, en un estudio in vitro enfocado en evaluar la actividad antitumoral de
propdleos egipcios, se compararon los efectos de la administracion de un farmaco
quimioterapéutico solo, frente a la combinacidn de propdleos/farmaco quimioterapéutico.
Como resultado se demostro la potente capacidad del propoleos para inducir apoptosis de
lineas celulares pertenecientes al cancer de préstata (PC3) y ademas, su aporte en la
potenciacion de los efectos antioxidantes y antiproliferativos del farmaco °.

La actividad antitumoral del propoleos ha sido estudiada in vitro en otros tipos de cancer
como el cancer pancreético, cancer de mama, cancer de colon, carcinoma nasofaringeo,
carcinoma cervical humano, leucemia y enfermedades &seas osteoliticas, dando
resultados prometedores, al actuar sobre aquellas células tumorales que resisten a la

quimioterapia "5-7°,

En el cancer de pancreas y de mama se ha estudiado, mediante métodos in vitro, el
comportamiento del éster fenetilico del acido cafeico, quien resulta ser el responsable de

inducir la apoptosis de células cancerosas 2770,
1.1.7.5. Otras actividades biologicas

Ademas de las actividades biologicas antes mencionadas, el propdleos ejerce también la
funcion de fotoprotector, cicatrizante de heridas, antiasmatico, inmunomodulador,
antidiabético, antiplaquetario, hemostatico, hepatoprotector, regenerador de tejidos,
anestésico local y antiséptico 16344481 Actualmente, se utiliza en medicina alternativa
para tratar afecciones como la gastritis, quemaduras, infecciones de las vias respiratorias,

dolor de garganta, periodontitis, mucositis oral, herpes simple y genital 688284,

Por todo lo mencionado, se reconoce al prop6leos como una rica fuente de compuestos
bioactivos esenciales para investigacion farmacoldgica aplicable en medicina, cosmética

e industria alimentaria %485,
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CAPITULO II: MATERIALES Y METODOS
I1.1. Muestras de propdleos

Para realizar este estudio, se obtuvieron tres muestras de propdleos producidos por abejas

de la especie Apis mellifera, las cuales fueron recolectadas en tres provincias del Ecuador.

2

La recoleccion de las muestras se realizé en el apiario Mieles y Colmenas “Tabacundo
en el mes de noviembre del afio 2019 mediante el método tradicional, que consiste en el
raspado de las paredes internas de la colmena. Posterior a la recoleccion, las muestras se
identificaron como PE20, PE21 y PE22 y se almacenaron en refrigeracion para su

posterior analisis. Los datos de cada una de las muestras se exponen en la tabla 1.

Tabla 1: Datos de las muestras de propoleos recolectadas.

Identificacion Localizacion

PE-20 Parroquia: Tupigachi

Provincia: Pichincha

PE-21 Parroquias: Aguas Frias, Lechugal y Zapotal.

Provincia: Los Rios

PE-22 Parroquia: San Pablo de Lago

Provincia: Imbabura

11.2. Preparacion del extracto de propdéleos

Cada una de las muestras de propoleos (PE-20, PE-21 y PE-22), se sometieron a
extraccion por maceracion dindmica, utilizando una zaranda (ORBITAL SHAKER) a una
velocidad de 120 rpm. Las muestras, previamente troceadas, se colocaron en un
erlenmeyer, al que se le afiadié metanol (FISHER SCIENTIFIC) en cantidad suficiente
para cubrirlas. Dicho proceso se repiti0 cuatro veces. Los extractos metanolicos se
filtraron utilizando algoddn, se reunieron y se colocaron en balones, previamente tarados,
para concentrarlos a sequedad en un rotaevaporador (HEIDOLPH LABOROTA 4001) a
40°C, acoplado a un criostato (LAUDA/ALPHA RA-8) y a una bomba de vacio
(VACUUBRAND PC 600, Alemania). Los extractos secos (ESP) de las tres muestras de
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propoleos se almacenaron en frascos de vidrio a temperatura de refrigeracion (4 °C) para

su analisis posterior.
11.3. Rendimiento del proceso de extraccion del propoéleos

El calculo de rendimiento para las tres muestras de propdleos estudiadas, se realizd

empleando la siguiente ecuacion:
Rendimiento (%) = P X 100/m Ec.1
Donde P es la masa del ESP (g) y m es la masa del propoleos crudo (g).
Los resultados obtenidos se expresaron en porcentaje (%).
I1. 4. Evaluacion quimica preliminar de los extractos de propoleos

Para la evaluacion quimica preliminar de las muestras de propdleos, se prepararon
disoluciones metandlicas en concentraciones de 2 mg/mL, a partir de los correspondientes
ESP.

11.4.1. Tamizaje fitoquimico para la identificacion de fenoles y flavonoides

Para determinar la presencia de fenoles en las muestras se realizo el ensayo del cloruro
férrico. Se tomd una alicuota de la disolucion correspondiente a cada muestra de
propoleos y se le adicionaron tres gotas de una disolucion de tricloruro férrico al 5% en
solucion salina fisiolégica (cloruro de sodio al 0,9 % en agua). Se mezclé utilizando el
agitador vortex (THERMO SCIENTIFIC, USA) y, finalmente, se observé el color.

Para la identificacion de flavonoides en las muestras se procedi6 a realizar el ensayo de
Shinoda, que consistid en diluir una alicuota de cada extracto de propdleos en 1 mL de
acido clorhidrico concentrado (FISHER CHEMICAL), a esta disolucion se le afiadié un
pedacito de cinta de magnesio metalico. Se dejo en reposo por 5 min, aproximadamente,

y se observo la coloracion adquirida.
11.4.2. Analisis mediante cromatografia en capa delgada (CCD)

Las muestras a la concentracion antes referida (2 mg/mL), fueron analizadas
cualitativamente por cromatografia en capa delgada, utilizando como fase estacionaria
placas de silica gel G60F2s4. Las muestras se aplicaron con ayuda de capilares por el
método de punteo. La aplicacion se realizo a 1 cm del borde inferior y la corrida fue,

aproximadamente, de 8 cm. La distancia entre cada punteo fue de 1 cm.
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Como fase mdvil se usaron dos mezclas de diferente polaridad, hexano: acetato de etilo
en proporcion 7:3 (CeHi14/CsHgO2) y cloroformo: metanol en proporcion 9:1
(CHCI3/CH30H).

La corrida cromatografica se desarroll6 bajo la cAmara extractora de gases del laboratorio,

donde también se efectud la evaporacion de la fase movil a temperatura ambiente.
Para el revelado de las placas se utilizaron los siguientes métodos:

- Luz UV a longitudes de onda de 254 nm y 365 nm.

- Disolucion de tricloruro de hierro al 5% en solucién salina fisioldgica (cloruro de
sodio al 0,9% en agua).

- Disolucion metanolica al 0,2% de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH).

- Vainillina/ H2SO4 y calor. Se rocio previamente la disolucion metanolica de
H2SO4 (50%) y posteriormente la disolucion metanolica de vainillina (1%). A
continuacidn, se calento la placa a una temperatura entre 105y 110°C de 3a 5

min, hasta aparicion de color.

Este Gltimo revelado solo fue utilizado en la corrida cromatografica con la fase movil

cloroformo: metanol en proporcion 9:1.
11.5. Cuantificacion de fenoles totales y flavonoides
11.5.1. Determinacion de fenoles totales mediante el método de Folin-Ciocalteu

Preparacion de la muestra: Se pesaron las siguientes cantidades de cada ESP: 0,0208 g
(PE-20), 0,0209 g (PE-21), 0,0203 g (PE-22), las que se llevaron a balones volumétricos
de 10 mL enrasando con metanol (FISHER SCIENTIFIC).

Ensayo: Se usé el reactivo de Folin-Ciocalteu (SIGMA ALDRICH) y la metodologia
descrita por Campo y colaboradores, con algunas modificaciones . Se colocaron 50 pL
de muestra, de metanol (blanco) o de acido galico (patrén) en tubos de ensayo de 10 mL,
aproximadamente. Se adicionaron 2,5 mL del reactivo Folin-Ciocalteu (SIGMA
ALDRICH) al 10% y 450 pL de agua destilada, se homogeneiz6 con un vdrtex
(THERMO SCIENTIFIC, USA) y se dej6 reposar durante 5 min. Posterior al tiempo de
reposo se adicionaron 2 mL de Na.COzal 7,5%, se agitd nuevamente y se esperd durante
2 horas. Las lecturas se realizaron en un espectrofotometro (UV-Visible
SPECTROPHOTOMETER Evolution 201 Thermo Scientific, USA) a 765 nm, utilizando

microceldas de 2 mL.
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La cuantificacion de fenoles totales se efectué mediante una curva de calibracién con
acido galico 10 mg/mL (SIGMA ALDRICH) en concentraciones de 0,1; 0,3; 0,5; 0,7; 0,9
mg/mL. El contenido de fenoles totales fue expresado como miligramos equivalentes a

acido galico, por gramo de extracto seco de propoleos (EAG (mg)/g de ESP).
11.5.2. Determinacion cuantitativa de flavonoides totales

Preparacion de la muestra: Se pesaron las siguientes cantidades de cada ESP: 0,0038 g
(PE-20), 0,0035 g (PE-21), 0,0033 g (PE-22), se llevaron a balones volumétricos de 10
mL y se enrasaron con metanol (FISHER SCIENTIFIC).

Ensayo: Se realiz6 por el método colorimétrico del tricloruro de aluminio segun Campo
y colaboradores . Para la curva de calibracion se utilizo como estandar quercetina
(SIGMA-ALDRICH) en concentraciones de 3,1 y 50 pg/mL. De las diferentes
disoluciones del estandar y de los ESP, se tomaron 2 mL y se mezclaron con 100 uL de
cloruro de aluminio (10%), 100 pL de acetato de potasio (1 M) y 2,8 mL de H20 destilada.
Las muestras se mantuvieron en reposo por 40 min a temperatura ambiente, para,
posteriormente, efectuar la lectura en el espectrofotometro a una longitud de onda de 415
nm, utilizando microceldas de 2 mL. Cada una de las diluciones del estandar y las
muestras se analizaron por triplicado. El contenido de flavonoides fue expresado como
miligramos equivalentes a quercetina por gramo de ESP (EQ (mg)/g ESP).

11.6. Determinacion de la capacidad antioxidante equivalente a trolox (TEAC, trolox

equivalent antioxidant capacity), utilizando los ensayos de DPPH y FRAP

11.6.1. Determinacién de la capacidad antioxidante por el método de FRAP (ferric
ion reducing antioxidant power)

Preparacion de la muestra: Las cantidades pesadas de cada ESP fueron las siguientes:
0,0210 g (PE-20), 0,0229 g (PE-21), 0,0219 g (PE-22), se llevaron a balones volumétricos
de 10 mL y se enrasé con metanol (FISHER SCIENTIFIC).

Ensayo: Se desarroll6 segin el método de Benzie y Strain ®. El reactivo para la
determinacion de la capacidad antioxidante para reducir el ion férrico (FRAP) se prepar0
mezclando 25 mL de solucion buffer acetato (pH: 3,6); 2,5 mL de solucion 10 mM de
TPTZ (2, 4, 6-tris (2-piridil)-S-triazina) y finalmente con 2,5 mL de solucién FeCls (20
mM). La mezcla se incub6 por 30 min a 37°C y recién preparada fue utilizada en el

ensayo.
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Se realiz6 una curva de calibracion con disoluciones metandlicas del acido-6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (trolox), en concentraciones de 0,025; 0,075;
0,100; 0,125; 0,150; 0,175 mg/mL. Las diferentes diluciones del estandar y las muestras,
fueron analizadas por triplicado. En tubos de ensayos de 10 mL se mezclaron 50 puL de
las diferentes diluciones de muestras, con 1,5 mL del reactivo FRAP y se esperd un
tiempo de 5 min. La lectura se realiz6 a 593 nm en microceldas de 2 mL, utilizando como
blanco la disolucion FRAP. El resultado fue expresado como la capacidad antioxidante
equivalente a trolox (TEAC) por gramo de ESP (TEAC/g ESP).

11.6.2. Determinacion de la capacidad antioxidante por el método DPPH (2,2-difenil-
1-picrilhidrazilo)

Preparacion de la muestra: Se pesé de cada ESP: 0,0256 g (PE-20), 0,0236 g (PE-21),
0,0210 g (PE-22) y se llevaron a balones volumétricos de 10 mL, utilizando como
disolvente metanol (FISHER SCIENTIFIC).

Ensayo: Para la elaboracion de la curva de calibracion a partir del trolox, se prepararon
disoluciones metanolicas en concentraciones de 0,025; 0,075; 0,100; 0,125; 0,150; 0,175
mg/mL. De cada una de las disoluciones del estandar se tomaron 0,05 mL y se mezclaron
con 1,5 mL de la disolucion metanolica de DPPH (0,1 mM), manteniéndose a temperatura
ambiente y oscuridad durante 30 min. De igual manera se prepard la muestra control
mezclando 1,5 mL de DPPH (0,1 mM) con 0,05 mL de metanol. La lectura se efectud a
517 nm en el espectrofotometro usando microceldas de 2 mL y empleando como blanco
el metanol. Con los valores de absorbancia obtenidos se calculé el porcentaje de

inhibicion, segun la siguiente ecuacion:

% DPPH = (Acontrot = Amuestra) /Acontror X 100 Ec.2
Donde:
Acontrol: Absorbancia del control.

Amuestra: Absorbancia de la muestra luego de reaccionar con la solucion de DPPH por 30

min.

El ensayo con cada una de las disoluciones de propoleos a evaluar se desarrollé por
triplicado, de la misma manera antes descrita. El resultado fue expresado como la

capacidad antioxidante equivalente a trolox (TEAC) por gramo de ESP (TEAC/g ESP).
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11.6.3. Determinacién de la cinética de reaccion con el DPPH

Para analizar la cinética de reaccion se elabor6 una curva de calibracion con una
disolucién metanolica de DPPH a concentraciones entre 0,01 y 0,1 mM. A cada una de
las muestras les fue medida su absorbancia en el espectrofotometro a 516 nm, empleando
microceldas de 2 mL. Las lecturas se realizaron por triplicado, utilizando como blanco

metanol.

Se realizé el analisis de regresion lineal de la curva de calibracion dando como resultado
la siguiente ecuacion: absorbancia = 0,00503014 + 1,165*Concentracion, con un

coeficiente de correlacion de 0,997102.

Para evaluar la cinética de ambos extractos se siguio el método propuesto por Barron
Yanez y colaboradores, con algunas modificaciones . De cada muestra se prepararon
diluciones metanolicas a una concentracion de 2 mg/mL; se tomaron 0,05 mL de cada
una y se hicieron reaccionar con 1,9 mL de DPPH (0,1 mM). Adicionalmente, se
prepararon dos disoluciones estandar a la concentracion de 0,3 mg/mL, una de quercetina
(SIGMA-ALDRICH) y otra de acido ascérbico (SIGMA-ALDRICH). A continuacion, se
midieron las absorbancias de cada muestra con intervalos de 60 segundos, desde tiempo
cero (DPPHt=0) hasta concluir 30 min (DPPHrem), en el espectrofotémetro a 517 nm,

usando microceldas de 2 mL.

Las absorbancias obtenidas permitieron calcular el DPPH remanente (DPPHrem) en el
medio de reaccion, con ayuda de la curva de calibracion antes elaborada. Cada lectura se
hizo por triplicado y como blanco se usé metanol. La concentracion de DPPHrem a los

diferentes tiempos se calculd a través de la ecuacion:
% DPPHrem = 100 X DPPHrem /DPPHt =0 Ec. 3
I1.7. Analisis estadistico

Los analisis estadisticos realizados en los estudios de cuantificacion (media y desviacion
estandar) se hicieron con el programa estadistico IBM SPSS Statistics version 22 y Excel
2016, correspondiente al Office_Professional_Plus_2016. EIl procesamiento estadistico
de los datos del analisis de regresion lineal se llevo a cabo con el paquete estadistico
Statgraphics Plus versién 5.0. La comparacion de los datos obtenidos a partir de las tres
muestras de propoleos, se realizd con el modelo estadistico Analysis of Variance
(ANOVA).
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CAPITULO Ill: RESULTADOS Y DISCUSION

Tradicionalmente la extraccion del propdleos crudo se realiza mediante maceracion,
agitacion, reflujo o extraccion Soxhlet, utilizando diferentes disolventes para obtener
extractos de propdleos sin ceras y ricos en componentes polifendlicos %°. El etanol
absoluto es el disolvente mas comunmente empleado para preparar extractos de
propdleos, aunque la extraccion con disoluciones hidroalcoholicas (70-95%) puede

resultar en tinturas sin cera que contienen cantidades mas altas de sustancias fen6licas .

El procesamiento de las tres muestras de propdleos, para la obtencion de los llamados
“extractos”, se desarrollé de manera tradicional, manteniéndolas en contacto con un
disolvente de similar polaridad al etanol (metanol) y mediante maceracion dindmica.
Aunque se definen como extractos, siendo consecuente con el fenémeno que tiene lugar
lo que en realidad ocurre es la disolucion de metabolitos afines al menstruo y no la
difusion de estos a través de una membrana o tabique poroso, como suele suceder en
células vegetales secas. Con este proceso se busca eliminar de esta mezcla mecanica
denominada propdleos, impurezas como la cera de abeja, posteriormente, eliminar el
disolvente con ayuda del rotaevaporador y conservar el residuo seco o también

denominado ESP para los correspondientes analisis quimicos y bioldgicos.

Como resultado final para cada una de las muestras se obtuvo el siguiente rendimiento:
Muestra PE-20: 54,39%

Muestra PE-21: 48,89%

Muestra PE-22: 49,29%

Se puede apreciar que en los tres casos se obtuvo un rendimiento que esta cerca del 50%,
lo cual significa que, luego de realizar el cambio de menstruo por mas de cuatro ocasiones,
se logré disolver una buena cantidad de metabolitos. Los resultados obtenidos son
comparables con los referidos por otros autores. Campo (2007) %2 logrd, por un método
similar, la obtencion de un 50% de sustancias extraibles, a partir de una muestra de
propdleos rojo cubano; sin embargo, un afio después Marquez (2008) %, obtuvo un
porcentaje superior (60,2%), a partir de una muestra de propdleos pardo cubano. Por su
parte, Cuesta-Rubio (2001) %4, obtuvo un 47,6% de extractivos utilizando como disolvente

etanol.
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Factores como el método de extraccion o el menstruo pueden favorecer el rendimiento
del proceso. Si bien es cierto que elevadas temperaturas de extraccion favorecen tal
rendimiento, debe tenerse en cuenta que también pudiera favorecer la degradacion de los

metabolitos bioactivos %.
I11.1. Evaluacion quimica preliminar de los extractos de propdleos
I11.1.1. Tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico es un método cualitativo que realmente no suele ser utilizado en
extractos diluidos de propdleos. Dichas determinaciones son comunmente empleadas en
extractos de plantas, como parte de una investigacion quimica preliminar de la misma, en
donde se busca la identificacion de los principales grupos quimicos, facilitando la
orientacion de la investigacion. No obstante, aunque es un producto apicola, su
composicion quimica guarda estrecha relacion con las plantas que rodean la colmena, por
lo que los estudios de estandarizacion quimica no difieren en gran medida, con los
aplicados en el campo de la fitoquimica. Las técnicas asociadas a dichos ensayos se

caracterizan por ser simples, rapidas y con muy bajos requerimientos tecnoldgicos.

En el presente estudio se realizaron solo dos determinaciones quimicas, cuyos resultados

se pueden apreciar en la figura 1.
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Figura 1: Ensayos cualitativos (FeCls y Shinoda) de los extractos de las tres muestras de

propoleos.

Ensayo con FeCls (solucion salina 5%o)

o . .

Muestra PE-20 Muestra PE-21 Muestra PE-22

Ensayo de Shinoda

=
2]

Muestra PE-20 Muestra PE-21 Muestra PE-22

En los resultados obtenidos con el ensayo de FeCls, se puede observar que las tres
disoluciones de propéleos experimentaron un brusco cambio de color amarillo a negro-
marron, lo cual concuerda, segun la literatura, con la presencia de compuestos fenolicos
en general. Tales metabolitos, al ponerse en contacto con dicho reactivo, pueden

desarrollar una intensa coloracion roja, marron, verde, azul o negra %.

El ensayo de Shinoda se realiz6 buscando la posible presencia de flavonoides, metabolitos
antes identificados en muestras de prop6leos ecuatorianos '°. Las imagenes de las tres
muestras sugirieron la existencia en la disolucion metandlica de tales compuestos
polifendlicos, dado el brusco cambio hacia una coloracién rojo ladrillo. Comparando las
intensidades de color de las tres muestras, pudiera, preliminarmente, sugerirse que la PE-
20 presenta mayor concentracion de tales compuestos quimicos. Este ensayo, también
conocido como reaccion de cianidina de Willstatter, detecta la presencia de anillos vy-

benzopirona, porcion estructural caracteristica de los flavonoides de mayor abundancia
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en la naturaleza ¥. En tales productos naturales, ocurre la reduccion del anillo C,
forméndose una sal de flavilio, muy conjugada y de color, generalmente, rojo-carmesi-

magenta a naranja .
111.1.2. Analisis mediante cromatografia en capa delgada (CCD)

Aunque se han informado muchos métodos para la separacion y caracterizacion de
productos naturales, la CCD continGa empleandose con frecuencia debido a sus
numerosas ventajas. Resulta un método rapido, econémico y se puede utilizar como

andlisis previo a otros métodos como la CLAR, CG, etc. %

En esta ocasion la CCD tuvo como objetivo la caracterizacion quimica cualitativa de las
tres muestras de propoleos. El perfil cromatogréfico fue analizado utilizando dos fases
moviles de diferente polaridad (CeH14/C4HgO2 y CHCI3CH30H), l6gicamente, buscando

la separacion de los metabolitos de manera diferenciada.
111.1.2.1. Fase movil hexano: acetato de etilo (7:3)

La primera de las fases mdviles evaluada fue la de menor polaridad. Como se aprecia en
la figura 2, el revelado se efectu6 mediante métodos fisicos (luz UV a 254 y 365 nm) y
dos de tipo quimico (FeCls y DPPH). Cada una de las muestras de propoleos se aplico
por duplicado, buscando en la segunda corrida una mayor concentracion de metabolitos
en el punto de aplicacion.
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Figura 2: Anélisis cromatogréafico en placa delgada utilizando como fase movil (CsH14/

C4HgO2 (7:3), y como fase estacionaria placas de silica gel G60F2s4.

A. Revelado fisico: Luz UV 254 nm B. Revelado fisico: Luz UV 365 nm

C. Revelado quimico: FeCls D. Revelado quimico: DPPH (0,2%0)
Después de la irradiacion ultravioleta a 254 nm (imagen A), la emision del adsorbente se
reduce en las regiones donde los compuestos activos absorben la luz UV, estos se
muestran como zonas oscuras sobre un fondo fluorescente. Al analizar dicha imagen,
destaca en las tres muestras la existencia de un gran namero de manchas que revelan bajo
la luz ultravioleta a 254 nm, sugiriendo a simple vista que la muestra PE-20 presenta los
metabolitos responsables de dicho revelado, en mayor concentracion. Este tipo de
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revelado busca identificar en dichos extractos la existencia de compuestos quimicos que
en su estructura presentan grupos cromaéforos conjugados. En todos los casos se observa
una diversidad de metabolitos que en su inmensa mayoria revelan a Rf inferiores a 0,5
cm, pues no avanzan mas alla de la mitad de la placa cromatogréafica. Se puede apreciar,
incluso, que los de mayor intensidad quedan retenidos en el punto de aplicacion, lo que
deja ver que existen compuestos con grupos cromoforos conjugados que son de elevada

polaridad, dada la afinidad que presentan con la fase estacionaria.

Si se comparan los resultados obtenidos con la imagen B, se puede apreciar que la
apariencia cromatografica en cuanto a nimero de manchas y Rf, es muy similar, la

diferencia solo radica en la coloracion que muestran tales manchas.

Segun la literatura los flavonoides pueden ser detectados bajo la luz ultravioleta a 254 nm
(todos flavonoides muestran fluorescencia) o a 366 nm. En este ultimo sistema de
revelado, dependiendo de la estructura los flavonoides, se pueden observar con
fluorescencia de color amarillo oscuro, verde o azul. De igual manera algunos &cidos
fendlicos han sido identificados utilizando la luz ultravioleta a 254 nm, exhibiendo

coloraciones azules, azul intenso y violeta *.

Para la cromatoplaca C se utiliz6 un reactivo cromogénico de comin empleo para la
identificacion de fenoles totales. Considerando el resultado mostrado en la figura 1, es
I6gico esperar que existan manchas que revelen bajo tales condiciones. Si se observa
detenidamente los colores que exhiben a los diferentes Rf (marrén, violaceo y pardo),
dicho resultado sugiere que son metabolitos de naturaleza fenodlica estructuralmente
diferentes. Adicionalmente, se observa que la muestra PE-20 luce manchas con mayor
intensidad que las dos restantes, lo cual continta apuntando gue en esta disolucion existe
una mayor cantidad de compuestos fendlicos, considerando, sobre todo, que se parte de

muestras de similar concentracion.

Si se comparan los perfiles cromatogréficos de la imagen A con la C se puede proponer
que aquellos compuestos que antes revelaron por presentar grupos cromoforos

conjugados, en su gran mayoria presentan nucleos fendlicos en su estructura.

El Gltimo andlisis se realizé utilizando como revelador una disolucién de DPPH, en esta
ocasion no se busco la identificacion de algun tipo de compuesto quimico en particular,
sino la posible actividad antioxidante de los metabolitos presentes en los extractos. Un

resultado positivo es aquel donde, luego de aplicar el radical libre en disolucion (DPPH)
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sobre la corrida cromatografica, ocurre una decoloracion de aquellas zonas donde existen
compuestos quimicos capaces de secuestrar los radicales libres y por consecuencia se
consideran antioxidantes. Dicha decoloracion puede darse de manera inmediata o pudiera
ir incrementandose tal efecto en el tiempo, lo cual depende de la cinética propia que

presente la mezcla de compuestos quimicos existente en disolucion.

Como se puede apreciar el perfil cromatografico es muy similar a las placas anteriores,
es decir las zonas que mostraron decoloracién en cada una de las muestras, son las mismas
que antes revelaron bajo la luz ultravioleta y de hecho también por la reaccion con FeCls.
Lo cual estd evidenciando que los metabolitos fendlicos serian los responsables
fundamentales de los beneficios terapéuticos que presentan estos productos apicolas, en

calidad de antioxidantes.
111.1.2.2. Fase mavil cloroformo:metanol (9:1)

Como segundo ensayo se utilizé una fase mévil de mayor polaridad, buscando desorber
los metabolitos que en el analisis anterior quedaron retenidos a bajos Rf y en el punto de

aplicacion.

Las muestras se aplicaron de manera similar al estudio cromatografico anterior y en igual
cantidad. En este caso se utilizaron los mismos reveladores antes comentados y se
adiciono el revelado mixto vainillina/ H>SOu/calor. Los resultados se muestran en la

figura 3.

Figura 3: Analisis cromatogréafico en placa delgada utilizando como fase movil

CHCI3/CH30H (9:1), y como fase estacionaria placas de silica gel G60 Fasa.

E. Revelado fisico: Luz UV 254 nm F. Revelado fisico: Luz UV 365 nm
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G. Revelado quimico: H. Revelado mixto: I. Revelado quimico:
FeCls vainillina/ H2SOa4/calor DPPH (0,2%)

En todas las placas se puede apreciar que, aunque aun quedaron retenidos algunos
compuestos en el punto de aplicacion, la intensidad del revelado en dicho sitio no es tan
marcada como se muestra en la figura 2. Se puede evidenciar que, con el empleo de esta
fase movil de polaridad media, la mayoria de los compuestos quimicos revelaron por
encima de la mitad del recorrido cromatografico, lo cual habla a favor de la polaridad que
muestran estos, siendo més afines con dicha fase movil y por ende de polaridad media.

El revelado fisico utilizando la luz UV a 254 nm (E) y a 365 nm (F), continla sugiriendo
lo antes expresado en el analisis cromatografico empleando hexano:acetato de etilo. Es
decir, hay una gran cantidad de metabolitos capaces de absorber la luz en esta longitud
de onda, por lo que en su estructura presentan grupos croméforos conjugados como, por

ejemplo, anillos aromaticos.

Resalta a la vista que al comparar las imagenes A 'y B de la figura 2, conlasE y F de la
figura 3, amayor Rf solo se apreciaba con gran nitidez una imagen en cada corrida (placas
Ay B), sin embargo, en E y F esta imagen se desdobla o resuelve en varias que avanzan
hasta el frente de la corrida. Tal resultado sustenta el hecho que, en CCD, se debe ser muy
cuidadoso al definir que una sola mancha es indicio de que exista un solo metabolito. Los
cambios de fases maéviles son muy importantes para evaluar la complejidad quimica que

pudiera existir en un extracto %,

El anélisis de la placa G confirma la existencia de compuestos fendlicos en el extracto,
pero se debe hacer notar que, si bien el revelado fisico sugirio6 la presencia de compuestos
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con grupos cromoforos conjugados muy cercanos al frente del disolvente, los de mayor
Rf no reaccionaron con el FeCls, por lo que pudieran no ser compuestos de naturaleza

fenolica o no presentar el hidroxilo fenolico.

El revelador vainillina en medio &cido con ayuda de calor, resulta ser un revelador general
mixto que facilita la visualizacién de manchas con colores més Ilamativos y diversos, en
dependencia de las estructuras quimicas presentes. En la imagen H se pueden apreciar
algunas manchas, las cuales tienen la peculiaridad de revelar con una coloracion violacea.
Si se analiza, detenidamente, esta zona en las cromatoplacas E y G, se puede apreciar que
no existen tales sefiales, por lo que el andlisis lleva a pensar que bajo estas subyace la
presencia de estructuras triterpénicas, compuestos también identificados en diversas

muestras de propdleos de localizacion nacional o de otros paises "%,

En la placa I, los resultados evidenciaron algo similar a los antes comentado para la
imagen D (figura 2), adicionalmente, se puede reafirmar lo antes comentado en relacion
a las estructuras triterpénicas. Cuando no existen compuestos con capacidad de secuestrar
radicales libres en la placa, el color violeta inicial, propio de la disolucion de DPPH, no
experimenta ningun cambio. Por tanto, la zona donde revelaron las posibles estructuras
triterpénicas (placa H), no exhibi6 decoloracion alguna, lo cual es l6gico pues este tipo
de producto natural no suele ser referido como antioxidante. Resultados similares han
sido obtenidos en estudios cromatograficos con propdleos de diversos origenes

geogréaficos %1%,

Se hace notar, ademas, que aun cuando las intensidades de las manchas que se observan
para cada una de las muestras bajo un mismo sistema cromatografico (fase movil y
revelado), presentan algunas variaciones, a simple vista pudiera sugerirse que
qguimicamente las tres muestras de propo6leos son muy similares. Es decir, aunque fueron
colectadas en zonas geograficamente diferentes, el origen botanico de los propoleos

parece ser muy similar.
I11.2. Cuantificacién de fenoles totales y flavonoides

Los compuestos fendlicos y flavonoides han sido referidos como los metabolitos
responsables de las multiples propiedades funcionales del propdleos *°. Tales metabolitos
fueron cuantificados en cada una de las muestras y son referidos como los equivalentes

de los estandares correspondientes en cada caso.
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111.2.1. Cuantificacion de fenoles totales

El contenido de fenoles totales en cada uno de los extractos etanolicos de propoleos se
calculo a partir de la curva de calibracion (Ec. 4), obtenida por regresion lineal y

utilizando como estandar de referencia al acido galico.

Abs = 0,00446667 + 0,888667 x Conc (%) Ec. 4

Como se puede apreciar en la figura 4, la curva de calibracion obtenida es confiable, con
un coeficiente de correlacion de 0,998913, lo cual constata una relacién relativamente

fuerte entre las variables absorbancia y concentracion de la solucion de acido galico.

Figura 4: Curva de calibracién de acido galico para cuantificacion de fenoles totales.

Curva de calibracion "Folin Ciocalteu"

Absorbancia

0 0.2 0,4 06 08 1
Concentracion (mg/mL)
A partir de la Ec.4 y teniendo en cuenta el valor de absorbancia obtenido para cada
muestra, se determind la concentracion de fenoles totales (tabla 2), informandose los

resultados en términos de miligramos equivalentes a acido galico, por cada gramo de

extracto seco de propdleos (EAG (mg)/g de ESP).
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Tabla 2: Cuantificacion de fenoles totales en las tres muestras de propdleos analizadas.

Muestra Cuantificacion de fenoles totales

[EAG (mg)/g de ESP]

XS

PE-20 183,69° + 0,77
PE-21 102,59 + 2,28
PE-22 151,90° + 1,18

Leyenda: Letras diferentes para un mismo parametro denotan diferencias

estadisticamente significativas (a=0,05).

Como se observa en la tabla 2, la muestra PE-20, es la que presenta mayor cantidad de
compuestos fendlicos totales, seguida de las muestras PE-22 y PE-21, mostrando entre
ellas diferencia estadisticamente significativa, con una confiabilidad del 95%. Este
resultado cuantitativo, constata lo que cualitativamente fue propuesto por CCD, donde se
sugirié que, por la intensidad de las manchas la muestra PE-20 poseia mayor cantidad de

compuestos fendlicos.

Segun refieren las multiples investigaciones en propdleos, en este producto apicola se han
identificado una gran diversidad de compuestos fenolicos tales como: acidos fendlicos,
flavonoides, benzofenonas preniladas, entre otros 1. Tales metabolitos secundarios
poseen una amplia distribucion geografica y, aunque son quimicamente muy diversos, se
caracterizan por presentar, al menos, un anillo aromatico con uno 0 mas grupos
hidroxilos. Su biosintesis en las plantas guarda estrecha relacién con sus diferentes etapas

de desarrollo 101,
111.2.2. Cuantificacion de flavonoides totales

Los flavonoides y los derivados del 4cido cindmico se han considerado como los
principales componentes activos del propdleos. Los flavonoides son una clase de
metabolitos secundarios de las plantas, de amplia distribucion en la naturaleza, siendo
identificados como los pigmentos vegetales responsables de la coloracion de diversas

flores de pigmentacion amarilla, roja o azul, en sus pétalos 1%,

La cuantificacién de flavonoides en productos naturales en general y en particular en

propdleos, suele realizarse mediante métodos cromatograficos como CCD, cromatografia
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de gases (CG), GC acoplada a espectrometria de masas (EM) o CLAE. Resulta indudable
que dichos métodos son mas eficientes y precisos, sin embargo, presentan limitaciones
debido a los costos, fundamentalmente, del equipamiento. Como alternativa se presentan
los métodos espectrofotométricos como el del tricloruro de aluminio (AICI3), con el que
se pueden cuantificar flavonoides con ndcleos estructurales del tipo flavonas y flavonoles,
los que forman complejos estables con el AICIs. Tales estructuras suelen presentar al

menos tres hidroxilos fenolicos, condicion que facilita su reactividad frente al AICI3 1%,

Previo al analisis de las muestras se elaboré una curva de calibracion (figura 5) con
quercetina, la que evidencia, luego del analisis de regresion lineal, que la correlacion entre
las variables es fuerte (R?>= 0,999231). La ecuacion (Ec. 5) obtenida de tal analisis

estadistico se muestra a continuacion:
Abs.= —0,0130879 + 19,5781 * Conc. (%) Ec.5

Figura 5: Curva de calibracién de quercetina para la determinacion de flavonoides

totales.

Curva de calibracion "Flanovoides totales
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Al analizar la tabla 3 se aprecia que, de manera similar a lo sucedido en la cuantificacion
de fenoles totales, entre las muestras existen diferencias estadisticamente significativas,
resultando de igual manera la muestra PE-20 la de mayor contenido de tal familia de

metabolitos, seguida de la PE-22 y PE-21, sucesivamente.
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Tabla 3: Cuantificacion de flavonoides totales en las tres muestras de propdleos

analizadas.
Muestra Cuantificacion de flavonoides totales
[EQ (mg)/g de ESP]
X+S
PE-20 70,712 £ 2,49
PE-21 40,44° + 1,65
PE-22 55,73°+ 0,56

Leyenda: Letras diferentes para un mismo parametro denotan diferencias

estadisticamente significativas (¢=0,05).

Al realizar el analisis de regresion lineal para el comportamiento entre ambos metabolitos
en las tres muestras de propdleos (Figura 6), se puede apreciar un coeficiente de
correlacion R?=0,99439, lo que indica una correlacion positiva fuerte entre las variables

(fenoles totales y flavonoides totales).

Figura 6: Correlacion entre fenoles totales y flavonoides totales presentes en las tres
muestras de propdéleos.

Coeficiente de correlacion = 0,99439
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Flavonoides totales

En las tres muestras de propdleos se observd que en la medida que aumenta la
concentracion de fenoles totales, se incrementd proporcionalmente la concentracion de
flavonoides, lo que pudiera indicar, conjuntamente con los métodos de caracterizacién

antes utilizados, que presentan compuestos quimicos estructuralmente similares.
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Son muchos los articulos que hacen alusién a la cuantificacion de fenoles y flavonoides
en extractos de propéleos de diversa localizacion geografica, algunos de los resultados se

muestran en la tabla 4.

Tabla 4: Cuantificacion de fenoles totales y flavonoides en extractos alcohélicos (etanol

0 metanol) de propdleos de diferentes localizaciones geogréficas.

Cuantificacién Cuantificacion de

Muestra de fenoles totales  flavonoides totales
mg EAG/g mg EQ/g

Propodleos brasilefio pardo de Alagoas * 55,74 30,89
Propdleos brasilefio verde de Alagoas °° 90,55 59,45
Propodleos brasilefio rojo de Alagoas ° 91,32 31,48
Propdleos irani 1% 48,59 31,23
Propdleos chilenos 1% 25,00-105,00 21,00-77,00
Propo6leos serbios 1% 155,70 68,70
Prop6leos colombianos *° 22,11 -75,22 4,75 —34,50
Prop6leos peruanos 2 60,50 — 78,60 28,50 — 42,50
Prop6leos mexicanos de Guanajuato 2° 68,00 — 500,00 13,00 — 379,00
Propoleos argentinos de Tucuman * 16,30 8,00
Propodleos indios 194 23,88 — 48,59 13,86 — 31,23
Propdleos chinos 1% 18,80 — 33,10 3,90 — 26,60
Prop6leos griego de Macedonia % 58,53 — 179,99 5,05 — 88,26
Prop6leos griego de la Isla de Rhodes 1% 2,33-127,79 0,25 -18,39

Compuestos fendlicos y flavonoides totales suelen ser pardmetros importantes en la
evaluacion de la calidad de numerosos recursos naturales, ya que estan estrechamente
relacionados con los beneficios que reportan para la salud 1. Las variaciones en cuanto

al contenido total de tales productos naturales o metabolitos secundarios se atribuyen,
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principalmente, a las diferentes regiones geograficas donde se ubican las colmenas y la
afinidad de las abejas por los exudados vegetales que recolectan 1°. Observar variabilidad
en relacion a la composicion quimica del propdleos, es una caracteristica intrinseca de
dicho producto apicola, pues la compleja mezcla que presenta es el resultado de la
vegetacion que circunda una colmena. El propoleos cambia de color, olor, composicion
y caracteristicas medicinales, segun la fuente y la estacion del afio en que se colecte 1%,
Ademas del origen y la fuente del propoleos, existen otros factores que pueden afectar el
contenido de fenoles totales y flavonoides, tales como el método de extraccion y el
disolvente. Estudios realizados han demostrado que, utilizar altas temperaturas en la
extraccion favorece el rendimiento del proceso, sin embargo, va en detrimento del

porcentaje de compuestos fendlicos y de flavonoides en particular 11,

Diversos autores han propuesto el contenido de flavonoides como indice de calidad para
el propo6leos crudo. En el 2007, Gardana sugirié que propéleos con un contenido inferior
del 11% deberian considerarse de baja calidad, mientras que con porcentajes entre un 11-
14%, 14-17% y mas del 17%, podrian clasificarse como de calidad aceptable, buena y
alta, respectivamente 2. La legislacion brasilefia establece contenidos minimos para
flavonoides del 0,5% y compuestos fendlicos en general del 5% 3. Asumiendo tales
estandares, las muestras 20, 21 y 22 de prop6leos ecuatorianos, podrian considerarse de
alta calidad, pues los valores obtenidos para fenoles totales y flavonoides, superaron los
minimos establecidos, siendo incluso superiores a muchos de los informados en la tabla
4,

111.3. Determinacion de la capacidad antioxidante equivalente a trolox (TEAC,

trolox equivalent antioxidant capacity), utilizando los ensayos de DPPH y FRAP

Existen multiples métodos para evaluar la actividad antioxidante, ya sea in vitro o in vivo,
sin embargo, los métodos in vitro permiten tener una idea aproximada de lo que ocurre,

bajo situaciones mas complejas, en un organismo vivo 4,

La actividad antioxidante de las muestras objeto de investigacién se desarrollé mediante
dos técnicas (DPPH y FRAP), debido a que los antioxidantes pueden actuar por diferentes
mecanismos, dependiendo del radical libre u oxidante que se utilice en el ensayo. En
ambas los resultados se reportaron como equivalentes a trolox. De esta manera se
comparo la capacidad antioxidante de los extractos con respecto al antioxidante sintético

trolox, analogo soluble en agua de la vitamina E %°,
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111.3.1. TEAC-(FRAP)

El método resulta ser simple y econdmico. Este método espectrofotométrico es
comdnmente conocido por sus siglas en inglés como FRAP (Ferric ion Reducing
Antioxidant Power) y mide la capacidad de reduccion de un complejo incoloro formado
por el TPTZ (2, 4, 6- tripiridil-s-triazina) y el hierro férrico (Fe**), a un complejo ferroso
(Fe?*), el que muestra un color azul verdoso intenso ante la presencia de un medio acido

y de metabolitos antioxidantes 88,

Para este ensayo, como antes se informd, se tomé como patrén de actividad antioxidante
al trolox, por lo que los resultados se reportaron como equivalentes a trolox por cada
gramo de ESP. La curva de calibracién para tal analisis se muestra en la figura 7.

El analisis de regresion entre las variables demostrd que existe una buena correlacion
entre la concentracion de trolox y la absorbancia obtenida para cada disolucion, con un
coeficiente de correlacion (R?) de 0,995865.

Figura 7: Curva de calibracion para la determinacion de la capacidad antioxidante

equivalente a trolox por el método de FRAP.
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El analisis de regresion lineal dio como resultado la Ec. 6, la que permitid determinar los

miligramos equivalentes a trolox por cada gramo de muestra analizada (mg trolox/g).

Abs = —0,00547619 + 6,58286 * Conc(2) Ec. 6

Luego de someter las muestras de propdleos a similares condiciones de analisis que el
trolox, y con ayuda de la Ec. 6, se obtuvieron los resultados que se muestran en la tabla
5.
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Tabla 5: Determinacion de la capacidad antioxidante equivalente a trolox (TEAC) en las

tres muestras de propdleos analizadas, segln el método de FRAP.

Antioxidante (FRAP)

Muestra (TEAC)/g ESP
X*S
PE-20 122,94 + 3,61
PE-21 69,96° + 2,50
PE-22 61,07° + 3,55

Leyenda: Letras diferentes denotan diferencias estadisticamente significativas (0=0,05).

Al analizar los resultados obtenidos se puede plantear que la muestra PE-20 es la que
muestra la mejor capacidad para reducir Fe** a Fe?*, sequida de la PE-21 y PE-22. No
obstante, aunque el analisis estadistico mostré que existen diferencias estadisticamente
significativas entre los tres valores, las dos ultimas presentaron valores méas cercanos

entre si.
111.3.2. TEAC-(DPPH)

Los estudios realizados anteriormente mediante CCD, sugirieron la presencia de
compuestos con actividad antioxidante, sin embargo, el método espectrofotométrico
ofrece resultados de valor cuantitativo. Este método se basa en medir la capacidad que
tiene una muestra de captar al radical libre DPPH, siempre que en ella existan metabolitos
con propiedades antioxidantes. Dicho radical en disolucién presenta un color violeta
intenso el cual, al ser mezclado con una sustancia antioxidante, experimenta una
decoloracion de tal tonalidad, pudiendo llegar a un color amarillo claro. Esta decoloracion
es directamente proporcional a una disminucién de la absorbancia de la solucion inicial
del radical DPPH 11°,

Para informar la capacidad secuestradora de las disoluciones se utiliz6 como estandar
antioxidante al reactivo trolox, con el que se elabor6 una curva de calibracion con
disoluciones metandlicas, en el rango de concentraciones entre 0,025-0,175 mg/mL. El
andlisis de regresion lineal dio como resultado la Ec. 7, la que permitio determinar el

equivalente a trolox por cada gramo de muestra analizada (mg trolox/g).
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%Inh = 3,02463 + 552,693 * Conc (ﬂ) Ec.7

mL

La curva obtenida para la cuantificacion (Figura 8), demostr6 que existe una correlacion
positiva fuerte entre la concentracion de trolox y el porcentaje de inhibicion obtenido, con

un coeficiente de correlacién de 0,99175.

Figura 8: Curva de calibracién para la determinacion de la capacidad antioxidante

equivalente a trolox por el método del DPPH.
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Los resultados obtenidos para dicho andlisis se muestran en la tabla 6.

Tabla 6: Determinacion de la capacidad antioxidante equivalente a trolox (TEAC) en las
tres muestras de prop6leos analizadas, segln el método del DPPH.

Antioxidante (DPPH)

Muestra (TEAC)/g ESP
X+S
PE-20 60,49 + 0,31
PE-21 24,34° + 1,39
PE-22 24,78 +1,71

Leyenda: Letras diferentes denotan diferencias estadisticamente significativas (a=0,05).

Para este ensayo se puede apreciar que la muestra PE-20 sigue siendo la de mayor

actividad antioxidante, en este caso por la presencia de metabolitos secundarios capaces

de secuestrar al radical libre DPPH. Sin embargo, las muestras restantes (PE-21 y PE-22)

aunque difieren significativamente de la anterior, entre ellas no existen diferencias
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estadisticamente significativas. De lo anterior pudiera deducirse que, aungue de fenoles
totales y flavonoides estas dos muestras presentaron cantidades significativamente
diferentes, dicha diferencia no es suficiente como para lograr captar radicales libres en

diferente magnitud.

Como se puede apreciar los valores equivalentes a trolox por la técnica de FRAP son
consistentemente superiores a los obtenidos para TEAC (DPPH). Resultados similares
han sido referidos por otros autores y la razén, probablemente, esté atribuida a la
presencia de metabolitos secundarios no reactivos frente al DPPH. Los compuestos
antioxidantes, como los polifenoles, pueden ser agentes reductores mas eficientes para el
hierro férrico, pero es posible que algunos no eliminen los radicales libres de DPPH de

manera similar, debido impedimentos estéricos %',

A continuacion, se procedid a evaluar la cinética de la reaccidn con el DPPH, en las tres
disoluciones de propdleos preparadas a la misma concentracion (2 mg/mL),
conjuntamente con dos patrones de reconocida actividad antioxidante (quercetina y acido

ascorbico). Los resultados se muestran en la figura 9.

Figura 9: Cinética de la reaccién con DPPH para las tres muestras de propéleos (PE-20,
PE-21, PE-22).
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En cada una de las muestras de propoleos se evidencié una curva que desciende con
rapidez para, posteriormente, alcanzar un comportamiento estacionario. Se debe sefialar
que las disoluciones fueron evaluadas a una sola concentracién, sin embargo, en

concordancia con los resultados mostrados en la tabla 6, las disoluciones PE-21 y PE-22,
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a la concentracion ensayada, no logran superar un porcentaje de inhibicion superior al
30% (74,26 y 72,75% DPPH remanente, respectivamente), mientras que el propdleos PE-
20 deja un porcentaje remanente del 58,30%, lo que reafirma que la compleja mezcla de
metabolitos presentes en esta, le da la posibilidad de secuestrar mayor cantidad de

radicales libres para un mismo tiempo.

Por otra parte, al comparar el comportamiento del propdleos con los estdndares
analizados, se puede apreciar que el acido ascorbico logro alcanzar el estado estacionario
mas rapidamente, en apenas 60 segundos. Segun Brand-Williams y otros autores, no
todos los metabolitos revelan una misma cinética de reaccion 8. Compuestos tales como
el &cido ascorbico, reaccionan rapidamente con el DPPH, alcanzando su méximo de
actividad por debajo de los 60 s, lo que también sucede con el acido isoascorbico y el
isoeugenol. Otros metabolitos como el ¥-tocoferol o el acido rosmarinico, presentan un
comportamiento cinético intermedio, ya que tal estado estacionario lo alcanzan entre los
300 sy los 1800s. Segun el ensayo realizado la quercetina y las muestras objeto de estudio
presentaron un comportamiento cinético acorde a tales metabolitos. Logicamente, se
recomienda evaluar el comportamiento cinético de las disoluciones de prop6leos mas
concentradas, para de esa manera poder realizar una comparacién mas certera con dichos

estandares de actividad antioxidante reconocida.

111.3.3. Correlacion entre la composicion quimica determinada y la actividad

antioxidante

Para la gran mayoria de prop6leos, aun cuando su contenido en compuestos fenolicos
varia segun el origen botanico, se han informado efectos antioxidantes. En estudios con
propbleos de diferente origen geografico y botanico se evidencia que la actividad

antioxidante se correlaciona muy bien con la concentracién total de polifenoles
12,15,23,29,34,119

Realizando un analisis comparativo entre la composicién quimica determinada y los
resultados de la capacidad antioxidante para la muestra PE-20, se aprecid que, cuando
existen altas concentraciones de compuestos fendlicos en general y de flavonoides en
particular, la actividad antioxidante resultante por ambos modelos evaluados, se ve
favorecida. En los cuatro graficos dicha muestra presenta los mejores resultados en ambos

parametros.
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Figura 10: Correlacion entre la composicion quimica determinada y la capacidad
antioxidante de las tres muestras de prop6leos.
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Sin embargo, para la muestra PE-22, aun cuando presenta la segunda mayor cantidad de
ambos metabolitos, su capacidad secuestradora del DPPH es estadisticamente similar a la
PE-21 (Figura 10, Ay C). Sin embargo, para la capacidad de transformar el Fe** en Fe?*,
la muestra PE-21, con menor cantidad de fenoles totales y de flavonoides resulté ser

significativamente mejor (Figura 10 B y D).

En la tabla 7 se observan las correlaciones realizadas entre los resultados de la evaluacién
antioxidante por ambos métodos (TEACprrH Y TEACkrAP), asi como entre estos y el

contenido de compuestos fendlicos totales y flavonoides.
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Tabla 7: Correlaciones entre compuestos fendlicos, flavonoides y actividad

antioxidante.

Correlacion entre pardmetros Coeficiente de correlacién (R?)
TEACpppH VS TEACFrAP 0,979
TEACopppH Vs contenido de fenoles 0,780
TEACDpepH Vs contenido de flavonoides 0,807
TEACkrrar Vs contenido de fenoles 0,727
TEACkrar Vs contenido de flavonoides 0,778

Analizando la correlacion existente entre la capacidad antioxidante medida por ambos
métodos (0,979), se evidencia que esta es positiva, muy fuerte y superior a los valores de
R? obtenidos para el resto de los parametros correlacionados. Lo anterior pudiera
atribuirse a que los compuestos presentes en las muestras de prop6leos, capaces de reducir
los radicales libres, también fueron capaces de reducir los iones férricos; resultados
analogos han sido referidos por otros autores, al evaluar la capacidad antioxidante de

extractos de plantas por métodos similares 7.

Las correlaciones correspondientes a los parametros restantes (TEACpppr/fenoles totales;
TEACoppr/flavonoides; TEACrrar/fenoles; TEACrrar/flavonoides) muestran un valor
de R? que podria catalogarse como una correlacion positiva media, entre los resultados
analizados. Este comportamiento ha sido antes observado en experimentos analogos con
muestras de propéleos colombianos *°. Lo observado pudiera atribuirse a que el método
de Folin-Ciocalteu es apropiado para compuestos fendlicos, sin embargo, la actividad
antioxidante no es exclusivamente atribuida a compuestos de naturaleza fendlica %°. No
se descarta, ademas, la posibilidad de que existan interacciones sinérgicas entre los
compuestos fendlicos y otros metabolitos, lo cual podria favorecer la capacidad
antioxidante 2. Adicionalmente, los compuestos fendlicos, dependiendo de la cantidad
de grupos fendlicos que tienen, pueden responder de manera diferente al reactivo Folin-
Ciocalteu 22, No obstante, es necesario un analisis cualitativo y cuantitativo mas
detallado de los marcadores quimicos de dichos propoleos, para, de esa manera, poder

establecer una mejor correlacion con su actividad antioxidante.
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El propdleos es una fuente potencial de antioxidantes naturales, tales como los acidos
fendlicos y los flavonoides. Por multiples razones, en el mundo actual se presta cada vez
mas atencion a las sustancias naturales capaces de contrarrestar los efectos del estrés
oxidativo, que subyace en enfermedades tales como, la diabetes, el cancer y la
aterosclerosis 12%. Dependiendo de sus fuentes botanicas, el propdleos contiene cantidades
variables de flavonoides, que son compuestos orgéanicos reconocidos por su actividad
antioxidante. Entre todos los compuestos polifendlicos que existen en la naturaleza, los
flavonoides han sido los mas investigados, siendo asociados a numerosos estudios, la
mayoria de ellos relacionados con los efectos quimiopreventivos de tales metabolitos.
Estos compuestos se pueden encontrar en las resinas de los &rboles, de donde
generalmente se obtiene el propdleos %2, Estudios refieren que metabolitos identificados
en propoleos como son: la crisina, galangina, kaempferol y quercetina, disminuyen la

produccion de éxido nitrico 124,

Aunque la composicion del propdleos es muy variada, uno de sus componentes mas
estudiados es el éster fenetilico del acido cafeico (CAPE, siglas en inglés) del que se
plantea puede bloguear la produccion de especies reactivas de oxigeno en varios sistemas,
de hecho, ha sido identificado al CAPE como uno de los principales compuestos
quimiopreventivos del propéleos 1%, También se informa que la actividad antioxidante
significativa de dicho compuesto fendlico, guarda estrecha relacion con su efecto

neuroprotector 12y con la actividad antiinflamatoria que posee 7.
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CAPITULO IV: CONCLUSIONES

Los rendimientos logrados, luego del proceso de maceracion dinamica realizado
en las tres muestras de propodleos, resultaron ser buenos, con valores cercanos al
50%.

Los ensayos cualitativos realizados sugirieron la presencia, fundamentalmente, de
compuestos fendlicos en general y de flavonoides, ademés de la capacidad
antioxidante. Adicionalmente, se sugiere un comportamiento cromatografico
similar para las tres muestras y la existencia de metabolitos de estructura

terpénica.

La muestra procedente de Pichincha (PE-20) present6 la mayor cantidad de
compuestos fendlicos (EAG) y de flavonoides (EQ), sequida de la muestra de
Imbabura (PE-22) y de Los Rios (PE-21), respectivamente.

La muestra PE-20 present6 la mayor capacidad antioxidante equivalente a trolox,
determinada por los ensayos de DPPH y FRAP. Sin embargo, aunque la muestra
PE-21 resultd ser més efectiva para reducir férrico a ferroso que la PE-22; en
relacién a la capacidad secuestradora del DPPH, no mostraron diferencias

estadisticamente significativas.

Las elevadas concentraciones de compuestos fendlicos totales y de flavonoides en
la muestra procedente de Pichincha (PE-20), favorecieron a dicha muestra con la

mejor actividad antioxidante, por ambos modelos evaluados.

Analizando la correlacion existente entre la capacidad antioxidante medida por
ambos métodos, se evidencia que esta es positiva y muy fuerte. Las correlaciones
correspondientes a los parametros restantes (TEACopppr/fenoles totales;
TEACorrr/flavonoides; TEACrrar/fenoles; TEACkrar/flavonoides) podria

catalogarse como positiva media.
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CAPITULO V: RECOMENDACIONES

e Realizar un analisis cualitativo y cuantitativo méas detallado de los marcadores
quimicos de las tres muestras de propdleos, para establecer una mejor correlacion

con su actividad antioxidante.

e Evaluar el comportamiento cinético de las disoluciones de propoleos a varias

concentraciones mas elevadas.

e Establecer el origen botanico de los propoleos estudiados procedentes de apiarios

localizados en Pichincha, Los Rios e Imbabura.
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ANEXOS

Anexo 1: Compuestos quimicos identificados en propoleos provenientes de diferentes

localizaciones geograficas.

COMPUESTOS CITA
BIBLIOGRAFICA

COMPUESTOS FENOLICOS
e Flavonoides
Flavonas

Kaempferol
Crisina
Galangina
Ramnocitrina
Ramnacina
Isalpinina
Betuletol
Tectocrisina

Acacetina

Apigenina 7,9, 12, 14, 15, 18-22, 26, 30, 31,
Luteo“na 34-37, 45, 47, 51, 56, 61, 62, 69,
74,75, 82, 85, 107, 117, 126-134,
135-137, 139-141

Fisetina
4-dimetoxiflavona
Morina
Genkwanina
Hispidulina
Flavonoles
Kaempferido
Butelenol
Rhamnacina
Isorhamnetina
Ermanina.
Quercetina
Flavanonas
Naringenina
Pinocembrina
Pinostrobina
Sakuranetina
Isosakuranetina
Hesperidina
4-dimetoxiflavonona
Pinobanskina (3,5,7-trihidroxiflavanona)
Pectolinaringenina
Isoflavonoides
Pterocarpanos
Neoflavonoides
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Chalconas y dihidrochalconas
Alpinetina chalcona
Naringenina chalcona
Pinostrobina chalcona
Pinocembrina chalcona
Pinobanksina chalcona
Sakuranetina chalcona

Antocianidinas

e Compuestos fendlicos simples

Fenoles simples
Fenilpropanoides

Cumarinas
Acido cumarinico
Esculetolo
Scopoletolo
Esculetina
Escopoletina

Xantonas

Estilbenos
Resveratrol
Pterostilbeno

Lignanos
Sesamina
Yangambina
Sesartenina

Acidos fendlicos
Acido cafeico
Acido cindmico
Acido p-cumérico
Acido fertlico
Acido isofertlico
Acido quinico
Acido clorogénico
Ester fenetilico del 4cido cafeico (CAPE)

TERPENOS
e Monoterpenos
a-pinano
B-pinano
y-terpinano
Geraniol
Propionato de linalilo
e Diterpenos
Acido pimarico
Acido isopimarico
Acido imbricatoloico
Acido communico

7,9,12, 15, 18, 19, 22, 32, 35-37,
45, 47, 69, 74, 84, 130, 132, 137,
138, 140
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Acido isocuprésico
Acido acetilisocuprésico
Acido abiético
Clerodano

e Triterpenos
Cicloartenol
a 'y B-amirina
Acetato de a-amirina
Acetato de B-amirina
Cicloartenol
Escualeno
Lanosterol
Lupeol
Lupenona

e Sesquiterpenos
Ledol
Spatulenol
Isospatulenol
Palustrol
Ledeno
Germacreno D

ACIDOS ORGANICOS

e Acidos aromaticos y derivados
Acido hidroxi-4 benzoico
Acido metoxi-4 benzoico
Acido protocatéquico

Acido gaélico

Acido ftalico

Acido salicilico

Acido gentisico 7, 14, 15, 19, 37, 45, 51, 75, 82,
Fenilmetil éster de acido benzoico 107, 126, 128, 130, 132

Fenilmetil éster de acido salicilico
Benzoato de transconiferilo
e Acidos p-coumaricos prenilados
3-prenilcinamato de alilo
Artepillina C
Acido -3-prenil-4-hidroxi-cindmico
Acido-3,4-dimetoxicinamico
e Acidos grasos
Acido linoleico
Acido oleico
Acido estearico
Acido miristico
Acido pentadecanoico
Acido palmitico
Acido undecantico
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e Acidos alifaticos
Acido 4-hidroxi-butirico
Acido 3-hidroxi-butirico
Acido nicotinico
Acido lactico

ALDEHIDOS AROMATICOS
e Vainillina

e |[sovainilla

e Aldehidos caproicos

19, 22, 26, 32, 45, 61, 62, 82, 126
127,130, 132

ESTERES

Palmitato de metilo
Palmitato de etilo

Acido esteéarico

Ester metilico

Ester ftalato

Benzoato de bencilo
Benzil-trans-4- cumarato
3-metil-3-cafeina de butenilo
Cafeato de bencilo
Cafeato de feniletilo
Cafeato de cinamilo
Cafeato de tetradecilo

7,9, 12, 14, 15, 19, 47, 69, 82,
130, 132

SAPONINAS

21,82,127

TANINOS

21,82, 127

CETONAS AROMATICAS

e Benzofenonas polipreniladas
Propolonas A-D
Garcinielliptona.
Hiperibona B
Nemorosoma

14, 19, 22, 26, 35, 63, 82, 128
130, 132, 134, 139

HIDROCARBUROS
e Alcanos

e Alquenos

e Alcadienos

9,132

ESTEROIDES
e Colesterol

e Fucosterol

e Estigmasterol

12, 14,19, 26, 32, 45, 47, 82, 130
132

AZUCARES
Xilosa
Galactosa
Manosa
Lactosa
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Maltosa
D-ribofuranosa
D-fructosa
D-glucitol
D-gulosa
Talosa
Sacarosa
D-glucosa
Polioles
Inositol
Eritritol
Xilitol

12,14, 15,19, 20, 47, 51, 82, 128
131,132

VITAMINAS

Bl

B2

B6

C

E

Acido nicotinico
Provitamina A

14, 19, 20, 22, 61, 82, 128, 129,
132

AMINOACIDOS

Arginina

Prolina

Isoleucina

Leucina

Alanina

B-alanina

Acido a-amino butirico
Acido ¥-amino butirico
Asparagina

Acido aspartico
Cistina

Cisteina

Acido glutamico
Glicina

Histidina
Hidroxiprolina
Lisina

Metionina

Ornitina,
Fenilalanina

Prolina

Acido piroglutéamico
Serina

Treonina

12, 14, 19, 22, 26, 32, 51, 82, 85
128, 132
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e Triptofano

e Tirosina
e Valina

OLIGOELEMENTOS

Cadmio
Calcio
Cobalto
Cobre
Potasio

Bario
Mercurio
Hierro

Selenio
Zinc

Aluminio

Magnesio
Manganeso

9, 14, 19, 20, 22, 26, 47, 61, 82,
85, 129, 132
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