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RESUMEN

El propdleos es un producto resinoso elaborado por las abejas, principalmente Apis
mellifera, a partir de exudados o partes de diferentes plantas que se encuentran
cercanas a la colmena. De forma general, el prop6leos estd compuesto quimicamente
por: &cidos organicos, flavonoides, fenoles, terpenoides, enzimas, minerales y
vitaminas; responsables de sus propiedades protectoras, conservantes y terapéuticas.
El objetivo del presente trabajo experimental fue identificar los componentes quimicos
mayoritarios y la capacidad antioxidante de la muestra de propéleos ecuatoriano EP12.
Para lo cual, en primera instancia, el extracto fue fraccionado a través de una columna
de Sephadex LH-20 empleando metanol como fase movil. Las 11 fracciones obtenidas
fueron analizadas por CCD y por CLAE/EM y se selecciond la fraccién 1/4 para continuar
con el proceso de purificacién.

La fraccion 1/4 (0,4 g) fue sometida a cromatografia en columna de fase normal con
Silica gel como fase estacionaria, mientras que las fases mdviles se prepararon
empleando como disolventes: hexano, cloroformo y metanol, incrementando la
polaridad paulatinamente. Las fracciones obtenidas se reunieron segun los resultados
observados en CCD y CLAE/EM en 9 fracciones (3/1-3/9).

La fraccién 3/8 mostr6 menor complejidad, con posibilidad de aislar al menos un
componente mayoritario. Para ello, se sometié la muestra a una cromatografia en
columna en fase reversa, usando Silica gel RP18 como fase estacionaria, y agua y
metanol como fase movil, disminuyendo la polaridad paulatinamente. De aquello se
obtuvieron 66 fracciones, las cuales fueron analizadas por CCD y CLAE/EM, siendo la
fraccion 4/18 la seleccionada para su analisis por RMN, con el fin de caracterizar el pico
mas intenso. Las sefiales mas intensas en RMN sugirieron un compuesto con una
cadena alifatica larga y un residuo aromatico que mostré similitud con los compuestos
tipicos de propoéleos. La muestra EP12 mostr6 actividad antioxidante y se apreciaron
diferencias en el potencial de algunas fracciones.

En conclusion, la aplicacion de métodos cromatograficos permitié el fraccionamiento de
la muestra de propoleos EP12, la cual exhibe una composicion quimica diferente
respecto a los principales tipos de propoleos conocidos y contiene un compuesto
caracterizado por una cadena alifatica larga y un residuo aromatico. Ademas, se
comparé la capacidad antioxidante equivalente a Trolox, donde el extracto total y sus

fracciones secuestran el radical DPPH, pero se observan diferencias entre ellas.

Palabras clave: Propoleos ecuatorianos — Cromatografia — CLAE/EM — Capacidad

antioxidante



ABSTRACT

Propolis is a resinous product made by bees, mainly Apis mellifera, from exudates or
parts of different plants that are close to the hive. In general, propolis is chemically
composed of: organic acids, flavonoids, phenols, terpenoids, enzymes, minerals and
vitamins; responsible for its protective, preservative and therapeutic properties.

The objective of this experimental work was to identify the major chemical components
and the antioxidant capacity of the Ecuadorian propolis sample EP12. For which, in the
first instance, the extract was fractionated through a Sephadex LH-20 column using
methanol as the mobile phase. The 11 fractions obtained were analyzed by TLC and by
HPLC/MS and fraction 1/4 was selected to continue with the purification process.
Fraction 1/4 (0.4 g) was subjected to normal phase column chromatography with Silica
gel as stationary phase, while the mobile phases were prepared using hexane,
chloroform and methanol as solvents, gradually increasing the polarity. The fractions
obtained were combined according to the results observed in TLC and HPLC/MS into 9
fractions (3/1-3/9).

Fraction 3/8 showed less complexity, with the possibility of isolating at least one major
component. To do this, the sample was subjected to reverse phase column
chromatography, using Silica gel RP18 as the stationary phase, and water and methanol
as the mobile phase, gradually decreasing the polarity. From this, 66 fractions were
obtained, which were analyzed by CCD and HPLC/MS, with fraction 4/18 being selected
for analysis by NMR in order to characterize the most intense peak. The most intense
signals in NMR suggested a compound with a long aliphatic chain and an aromatic
residue that showed similarity to typical propolis compounds. Sample EP12 showed
antioxidant activity and differences were seen in the potential of some fractions.

In conclusion, the application of chromatographic methods allowed the fractionation of
the propolis sample EP12, which exhibits a different chemical composition with respect
to the main types of known propolis and contains a compound characterized by a long
aliphatic chain and an aromatic residue. In addition, the equivalent antioxidant capacity
was compared to Trolox, where the total extract and its fractions sequester the DPPH

radical, but differences are observed between them.

Keywords: Ecuadorian propolis — Chromatography — HPLC/MS- Characterization —

Antioxidant capacity
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INTRODUCCION

El propdleos es un producto resinoso elaborado por las abejas, principalmente Apis
mellifera, a partir de exudados o partes de diferentes plantas que se encuentran
cercanas a la colmena (Rodriguez et al., 2020), que presenta varios constituyentes con
propiedades terapéuticas (Martinez, 2020). El material vegetal se mezcla con cera y
saliva, y es utilizado para sellar partes de la colmena que se encuentran vulnerables a
la entrada de agentes externos. Ademas, constituye una barrera que provee proteccion

ante el ataque de posibles intrusos (Delgado et al., 2018).

Actualmente, se han reconocido diferentes tipos de propd6leos con numerosos
componentes activos que dependen de la vegetacion cercana a las colmenas. La
composicion quimica del propéleos varia apreciablemente ya que depende de su origen
geografico y botanico. Entre los componentes quimicos mas comunes se encuentran:

flavonoides, terpenoides, acidos fendlicos y sus ésteres (Mufioz et al., 2011).

Diferentes estudios demuestran que la composicion quimica del propdleos y su actividad
biol6gica se encuentran correlacionadas, entre las que destacan mayoritariamente:
antiinflamatoria, antioxidante, antibacteriana, antiviral, antifingica, cicatrizante, entre
otras. Sin embargo, estas varian en cuanto al origen botanico, la especie de abeja por
la que es producido, la regién y condicién climatica de donde es recolectado (de Oliveira
et al., 2022). Se ha demostrado la existencia de diferencias significativas entre muestras
recolectadas en un mismo pais, pero provenientes de diferentes ecosistemas
(Rodriguez et al., 2012).

En lo que respecta a propéleos ecuatorianos, estos ya han sido analizados
anteriormente, en un estudio se realiz6 la caracterizacién quimica de 19 muestras de
propéleos, donde se lograron identificar 68 compuestos, de los cuales 59 se identificaron
por primera vez en propodleos ecuatorianos. De estos compuestos destacaron los
flavonoides, diterpenos, triterpenos, derivados de acidos organicos y alquilresorcinoles
(Cuesta et al., 2022).

En otro estudio, se analizaron tres muestras de propoéleos de diferentes regiones: Quito,
Guayaquil y Cotacachi. La muestra de Cotacachi resulto ser rica en flavonoides, y las
muestras de Quito y Guayaquil contenian, principalmente, alcoholes triterpénicos y
acetil triterpenos como constituyentes. Los tres extractos de propdleos demostraron
capacidad para inhibir el crecimiento de Leishmania amazonensis, pero la muestra rica

en flavonoides result6 ser la mas activa (Cuesta et al., 2017).



En nuestro pais ha crecido la demanda de fitofArmacos basados en extractos naturales,
como terapia complementaria a los medicamentos sintéticos. Sin embargo, aunque un
medicamento sea de origen natural, esto no garantiza que cumpla con la accién
terapéutica de interés. Es necesario hacer un estudio exhaustivo de los extractos y su
composicion quimica con el objetivo de corroborar si a través de la misma se puede

llegar a cumplir esa accion terapéutica (Guaraca & Palomino, 2018).

Al aplicar métodos cromatograficos como la cromatografia liquida se pueden separar e
identificar los componentes de la compleja mezcla que es el propéleos. Mientras que,
aplicar técnicas espectroscopicas a las fracciones o productos aislados permite dilucidar
la estructura de los componentes mayoritarios 0 de interés investigativo. De esta
manera, se puede correlacionar la composicion quimica de los extractos de propdleos

con sus propiedades bioldgicas (Gallignani et al., 2008).

Ecuador posee una notable rigueza botanica, que influye de forma determinante en la
composicion quimica del propéleos. Resulta conveniente utilizar las mejores materias
primas para garantizar, en la mayor medida posible, la eficacia y seguridad de los
productos que consume la poblacion. En ese sentido, el control de la composicion

guimica juega un rol fundamental (Verdugo & Tola, 2017)

Al tener en cuenta los sefialamientos anteriores se proponen las siguientes

consideraciones para el desarrollo de esta investigacion:
Problema cientifico

Necesidad de identificar la composicién quimica y capacidad antioxidante de la muestra
de propoleos ecuatoriano EP12.

Hipotesis

La composicion quimica y la capacidad antioxidante de la muestra de propoleos EP12
difiere respecto a muestras de propdleos ecuatorianos previamente estudiadas.

Objetivo general

Identificar los componentes quimicos mayoritarios y la capacidad antioxidante de la
muestra de propoleos ecuatoriano EP12 mediante la aplicacion de métodos
cromatogréaficos y espectroscopicos para la determinacion de sus caracteristicas

guimicas y potencial antioxidante.



Objetivos especificos

e Aplicar métodos cromatogréficos al extracto seco de propdleos para el
fraccionamiento de sus componentes.

e Caracterizar estructuralmente extractos, fracciones y productos aislados
mediante la aplicacién de métodos espectroscépicos

e Comparar el potencial antioxidante equivalente a Trolox del extracto seco de

propdleos con sus fracciones mediante el ensayo del DPPH.



1. MARCO TEORICO

1.1 Generalidades

El propdleos es un producto resinoso elaborado por las abejas, principalmente Apis
mellifera, a partir de exudados o partes de diferentes plantas que se encuentran
cercanas a la colmena (Rodriguez et al., 2020). El material vegetal se mezcla con cera
y saliva, y es utilizado para sellar partes de la colmena que se encuentran vulnerables
a la entrada de agentes externos. Ademas, constituye una barrera que provee
proteccién ante el ataque de posibles intrusos (Delgado et al., 2018).

La composicion quimica del propéleos varia apreciablemente ya que depende de su
origen geogréfico. Entre los componentes quimicos mas comunes se encuentran:
flavonoides, terpenoides, acidos fendlicos y sus ésteres (Mufioz et al., 2011).

Este producto resinoso procedente de las abejas ya era conocido antiguamente. En
Egipto lo utilizaban los sacerdotes en procedimientos para embalsamar, luego en Grecia
que es de donde proviene su nombre “propdleos”: siendo -pro-, “delante de” y -polis-
que significa “ciudad”, lo que se llegd a traducir como defensor de la ciudad. En el
pasado, el propéleos era considerado como un remedio que mitigaba infecciones de tipo
cutaneas como llagas en la piel (Grosso et al., 2004).

1.2 Antecedentes

Debido a una gran cantidad de investigaciones realizadas a lo largo de las Ultimas
décadas, se conoce que el propéleos contiene compuestos con actividad biol6gica.
Estos compuestos de origen vegetal son utilizados por las plantas con diferentes fines
y las abejas los emplean para su beneficio. Por lo antes mencionado, ha crecido el
interés en el estudio de los propdleos para demostrar su uso terapéutico y cosmético.
Por tal motivo, se requieren procesos estandarizados que permitan identificar y
cuantificar compuestos bioactivos (Bankova et al., 2018).

El trabajo con productos naturales ha mostrado un cambio de paradigma en los Gltimos
afos. Los metabolitos especializados presentes en la materia vegetal eran analizados
bajo técnicas especificas con fines particulares hasta inicios del siglo XXI, entre estos
procesos destaca la cuantificacion de compuestos bioactivos en el material de interés.
Sin embargo, en los Ultimos afios se han estandarizados procesos que involucran
métodos mas efectivos con el uso de equipos automatizados, lo que permite la
obtencion de valores quimiométricos en mezclas complejas de extractos naturales,
haciendo uso de huellas dactilares y perfiles metabdlicos (Pefia, 2008).

En un estudio anterior se realiz6 la caracterizacion quimica por CLAE-DAD-EM asistida

por un andlisis de CG-EM de 19 muestras de propdleos y se lograron identificar 68
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compuestos, de los cuales 59 se identificaron por primera vez en propéleos
ecuatorianos. Entre estos compuestos destacaron los flavonoides, diterpenos,
triterpenos, derivados de acidos organicos y alquilresorcinoles. La actividad antioxidante
y la cuantificacién de fenoles totales se determindé mediante el método del DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo) y Folin-Ciocalteu, respectivamente (Cuesta et al., 2022).

En otro estudio, se consideraron tres muestras de propdleos de diferentes regiones:
Quito, Guayaquil y Cotacachi. Se prepararon sus extractos metanolicos y se analizaron
aplicando métodos cromatograficos y espectroscopicos que indicaron lo siguiente: la
muestra de Cotacachi (CPS), resulté ser rica en flavonoides, y las muestras de Quito
(QPS) y Guayaquil (GPS), contenian, principalmente, alcoholes triterpénicos y acetil
triterpenos como constituyentes. Los tres extractos de propdleos demostraron
capacidad para inhibir el crecimiento de Leishmania amazonensis, pero la muestra rica
en flavonoides result6 ser la mas activa. Este estudio constituye la primera investigacion

sobre composicién quimica de propdleos ecuatorianos (Cuesta et al., 2017).
1.3 Métodos de colecta

1.3.1 Raspado de la colmena La ventaja de este método esta en su facil ejecucioén,
bajos costos y optimizacién del tiempo para la recoleccion del propéleos. Se basa en
raspar las paredes internas de la colmena haciendo uso de una espatula, obteniendo
asi el propoéleos en pequefios trozos. Aunque es importante considerar que al hacer uso
de este método no se puede conocer la edad exacta del propéleos, ya que en las
paredes de la colmena pueden quedar remanentes de recolecciones anteriores, y esto
podria alterar la composicion quimica del mismo. Ademas, al momento de realizar el
raspado, el propdéleos trae consigo impurezas propias de la colmena por lo que requiere

de un tratamiento posterior (Sotolongo, 2021).

1.3.2 Rejillas o mallas plasticas Las rejillas son laminas o mallas hechas de plastico
gue poseen aberturas para que las abejas depositen el prop6leos, esto facilita retirar y
recolectar el material de interés. La ventaja de este método es que el propdleos tiene
una mejor calidad comparada con el método de raspado de la colmena.

La técnica se fundamenta en que las abejas cubren los espacios vacios en la colmena
por su instinto natural de mantener cubiertas las paredes internas y crear de esta
manera un piso natural. Las laminas se ubican entre la tapa y la cabeza de los cuadros.
Las abejas también cubren las ranuras u orificios con el fin de impedir el enfriamiento

de la cria o nido (Aranguena, 2019).



1.3.3 Colector de propdleos inteligente (CPI) Es un dispositivo que tiene el tamafio de
una colmena original y forma de cajon, que a diferencia de otros recolectores de
propdleos no es de madera en sus paredes laterales, sino que presenta una serie de
listones de ese mismo material con espacios para la entrada del propoleos. El propdleos
se recoge haciendo uso de un punzoén, y segun se vaya llenando pasa la trampa antes
mencionada.

El CPI podria reemplazar a la cdmara de cria, sin embargo, en la experiencia se han
evidenciado efectos adversos cuando las condiciones no son las adecuadas. Al ser un
dispositivo automatico se espera obtener grandes cantidades de propdleos, pero las
cosechas generalmente son bajas y en ocasiones se llega a perder una colmena
completa. Para que la recoleccion sea abundante se requiere contar con las abejas
apropiadas, en zonas geograficas especiales donde se asegure que las abejas puedan
producir propoleos (Castro, 2006).

1.4 Métodos de extraccion

1.4.1 Procedimiento de extraccion general Para extraer los compuestos quimicos del
propdleos se puede aplicar una extraccion sdlido - liquido, especificamente la
maceracion de la muestra. El disolvente, generalmente, es una mezcla hidroalcohdlica,
este se deja reposar junto con la muestra que debe estar pulverizada o en trozos para
acelerar la velocidad de extraccion. El tiempo de maceracion va de 4 a 10 dias, aunque
esto varia segun la muestra y la técnica.

El proceso de maceracion se debe realizar en un envase cerrado para evitar la entrada
de contaminantes, en una zona libre de humedad, a temperatura ambiente y agitando
regularmente para lograr una mejor extraccion. Una vez haya transcurrido el tiempo
necesario se filtra el disolvente, esta parte es la que contiene los metabolitos de interés
(Chilan & Consuegra, 2020).

Los disolventes mas utilizados para la extraccion de los metabolitos presentes en el
propoleos son los alcoholes. La ventaja de este método es que se obtienen la mayoria
de los compuestos solubles en disolventes de mediana y alta polaridad, ademas se
obtiene un extracto bajo en cera y otras sustancias que no son de interés biolégico
(Guanche, 2022).

Al ser un extracto metandlico o etandlico impide su uso en especialidades como
pediatria, oftalmologia, otorrinolaringologia y en pacientes con intolerancia al alcohol. Si
el interés de estudio es la fraccion lipidica del propdleos, se puede aplicar el método de
Soxhlet, el cual se basa en la solubilidad de los lipidos en disolventes apolares como el

hexano, cloroformo y éter de petroleo. De esta manera se pueden separar los



componentes apolares de aquellos de mediana y alta polaridad, siendo este un proceso

de extraccion sélido-liquido (Kubiliene et al., 2015).

1.4.2 Extraccion de compuestos volatiles La extraccion de los compuestos volatiles
se puede realizar aplicando métodos como la hidrodestilacién o la destilacion por
arrastre de vapor. En la actualidad también hay métodos automatizados y eficientes
como la hidrodestilacion asistida por microondas (MWHD) o la extraccion con fluidos
supercriticos haciendo uso de dioxido de carbono como disolvente (Le6n et al., 2015).
Es importante destacar que los compuestos volatiles presentes en el propdéleos son los
gue le brindan su olor caracteristico y entre estos se encuentran los aceites esenciales,
gue también tienen importantes actividades bioldgicas. Al elegir un correcto método de
extraccion se garantiza que estos compuestos no se pierdan o se degraden (Carrasco
& Cepeda, 2020).

1.5 Métodos de analisis utilizados en el estudio de propéleos

1.5.1 Cromatografia en capa delgada (CCD) Estéa técnica cromatografica consta de
una fase movil y una fase estacionaria. La fase movil es la que permite el movimiento y
recorrido de la sustancia a cierta distancia y velocidad, siendo este recorrido
inversamente proporcional a su afinidad por la fase estacionaria. La fase estacionaria
es la que logra la retencién de los analitos de interés (Corzo, 2019).

La separacion ocurre, primordialmente, por el fendmeno de la adsorcién, de esa manera
el compuesto que esta en la fase liquida se une con el sélido adsorbente y se procede
a fijar con la superficie del mismo a través de una fuerza fisica, pudiendo volver a su
condiciéon anterior. Al utilizar esta técnica se pueden comparar varias muestras, ya que
los compuestos migran de distinta manera y se pueden diferenciar empleando
reveladores fisicos y quimicos. Es un método de facil realizacién, bajo costo y permite
separaciones en un lapso de tiempo corto (Vallejo et al., 2021).

Las fases estacionarias mas usadas son: alumina, silice y celulosa, y se seleccionan
teniendo en cuenta el tipo de sustancia que se quiera separar. La fase movil se compone
de un disolvente puro o una mezcla de ellos, siendo el hexano, cloroformo, metanol o
etanol los de mayor uso. El soporte de la fase estacionaria puede ser una placa de
aluminio, vidrio o plastico. La seleccion de la fase movil influye en la calidad de la
separacion y la velocidad del proceso (Corzo, 2019; Vallejo et al., 2021).

En un estudio realizado a 70 muestras de propdleos cubanos, entre ellas propdleos
pardos (Tipo ), propéleos rojos (Tipo Il) y propéleos amarillos (Tipo Ill) se realiz6 el
andlisis cualitativo mediante la técnica de Cromatografia en Capa Delgada (CCD). La

fase estacionaria empleada fue Silica gel G60Fxs y se desarrollaron corridas
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ascendentes utilizando como fase movil las mezclas: hexano-acetato de etilo (7:3) y
hexano-acetato de etilo (9:1), logrando identificar y diferenciar los tres tipos de propéleos

cubanos (Campo et al., 2008).

1.5.2 Cromatografia en columna convencional (CC) La cromatografia en columna es
otra técnica que permite separar o purificar los componentes de una muestra. Se
comprende de una fase movil en estado liquido y una fase estacionaria generalmente
sélida. Ambas se colocan en un tubo cilindrico de vidrio en posicion vertical, que incluye
una llave que permite regular la salida de la fase movil que se emplea.

El fundamento de esta técnica se basa en que, al descender la fase movil por la fase
estacionaria empieza la separacion de los compuestos segun su afinidad por alguna de
las fases. Los compuestos originan bandas horizontales que se colectan como
fracciones. En cromatografia de fase normal los componentes mas polares son los que
mas se retienen, mientras que las menos polares son los primeros en eluir (Zamora,
2017).

1.5.3 Cromatografia liquida de alta eficacia acoplada a espectrometria de masas
(CLAE/EM) Es una de las técnicas cromatograficas de mayor uso en el andlisis de
productos naturales, debido a su eficiente capacidad para la separacion de
componentes de mezclas complejas. En esta técnica intervienen la fase mévil y la
estacionaria, la primera se encuentra en estado liquido y pretende llevar a la muestra a
través de la fase estacionaria, la cual puede ser sélida o una pelicula liquida que es
sostenida por un sdélido inerte. Los analitos que tengan mayor afinidad por la fase
estacionaria se trasladan a una velocidad menor y por tanto muestran mayores tiempos
de retencién (Suarez & Morales, 2018).

Las condiciones cromatograficas de CLAE comprenden, principalmente, el uso de
detectores de arreglo de diodos (DAD UV-Vis) con datos espectrales para cada uno de
los picos. Estos se visualizan en un rango de 200 a 900 nm, siendo 280 nm la longitud
de onda donde suelen aparecer los compuestos fendélicos que existen en los propéleos
debido a su absorbancia alrededor de ese valor (Bankova et al., 2019).

CLAE posee una elevada precision en cuanto a sus resultados, también permite que los
compuestos se separen y puedan ser recolectados. Acoplada a espectrometria de
masas se convierte en una herramienta poderosa para la caracterizacion estructural y
cuantificacion de los analitos (de la Rosa et al., 2019).

El uso de la técnica CLAE/EM para lograr analisis de tipo cuantitativo y cualitativo de los
componentes presentes en propoleos se ha ido incrementando en los ultimos afios. La
separacion por CLAE depende en gran parte de las distintas afinidades que hay entre

los constituyentes de propdleos y la fase estacionaria. Por esto, en una aplicacion se
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deben tener en consideracion las propiedades fisicas de la columna con la que se llevara
a cabo el procedimiento (p.ej. las dimensiones de la columna y el tamafio de particula)
y las propiedades quimicas del relleno (Bankova et al., 2019).

CLAE/EM tiene diversas aplicaciones en el analisis de muestras que contienen
compuestos organicos (Romero et al., 2016). En la industria farmacéutica permite la
cuantificacién de principios activos para el control de calidad y el desarrollo de nuevos
farmacos (Samaniego et al., 2021). Dentro de la industria alimentaria se utiliza para la
identificacion y cuantificacion de suplementos nutricionales presentes en ciertos
alimentos, por ejemplo, la determinacion de acido folico en frutas como el melon (Vega
& Ramon, 2007). En lo que respecta a la fitoquimica, CLAE/EM resulta ser un método
efectivo para el estudio de especies vegetales, a través de la separacion, caracterizacion
y cuantificacion de sus componentes (Ringuelet & Vifia, 2013).

1.5.4 Cromatografia de gases (CG) La cromatografia de gases es un método de alta
resolucion que permite el analisis de la fraccion volatil de los propéleos, siempre y
cuando los compuestos presentes en el mismo sean termorresistentes. En la mayoria
de los casos va acoplada a un espectrometro de masas que aporta informacion
estructural. Los compuestos volatiles que conforman el prop6leos se hayan en bajas
concentraciones, por lo que se hace necesario un previo tratamiento de la muestra que
incluye su preconcentracion (De La Fuente, 2006; Melliou et al., 2007).

La cromatografia de gases se ha aplicado en la identificacién de triterpenos en
propoleos de Brasil, que incluyen a: lupenona, lupeol, B-amirina y a-amirina. También
se identificaron alcanoatos de triterpenos y un compuesto que no habia sido encontrado
en los propdleos hasta entonces, el 9,19-ciclolanosta-24-en-3-ol y su acetato (Bracho et
al., 2009).

Antes de analizar los componentes no volatiles del propdleos se debe realizar una
derivatizacion de los extractos, ya que contiene metabolitos que no son lo
suficientemente volatiles para aplicar directamente en cromatografia de gases. El
reactivo con mayor uso en cuanto a este tipo de método es la N,O-bis trimetilsilil
triflouroacetamida (BSTFA). Los derivados trimetilsililados obtenidos son menos polares
y mas volatiles que sus precursores, y se pueden analizar correctamente por CG
(Bankova et al., 2018).



1.5.5 Espectroscopia UV-VIS La espectroscopia ultravioleta-visible es una técnica que
se basa en la interaccion de la luz UV-Vis con la materia. Generalmente, se mide la luz
absorbida y la interaccidon se valora a través de la absorbancia o transmitancia, donde
se emplea una referencia o blanco. Este método requiere el uso de la luz, la cual posee
una energia que es inversamente proporcional a la longitud de onda. Por ello, se
considera que longitudes de onda cortas transportan mayor energia mientras que las
ondas largas son las que transportan menor energia (CSIC, 2014).

El espectrofotometro es el instrumento que se emplea en la obtencién de un espectro,
se compone por una fuente de radiacién UV vy visible, por lo general se usan lamparas
de wolframio, xendn y/o deuterio; un monocromador en el que intervienen un colimador
y un prisma de dispersion que permiten seleccionar la longitud de onda que incide sobre
la muestra. Para la deteccion se pueden utilizar uno o mas detectores que son los
encargados de medir la intensidad de la radiacion que refleja la sustancia (Cubas et al.,
2018).

1.5.6 Resonancia magnética nuclear (RMN) La resonancia magnética nuclear es otra
técnica eficaz que se utiliza para esclarecer las distintas estructuras de compuestos
organicos. Se fundamenta en las propiedades magnéticas de los nlcleos atomicos. Los
nucleos mas usados son el Hidrogeno y el Carbono, constituyentes principales de las
moléculas organicas (Laurella, 2020).

Esta técnica ha sido ampliamente usada para estudiar la estructura de las moléculas.
(Kwan & Huang, 2008). También es empleada en el andlisis de mezclas complejas de
extractos de plantas, alimentos, entre otros (Forseth & Schroeder, 2011). La cantidad
de informacién recolectada en un espectro de RMN vy la facilidad de preparacién de la
muestra, favorecen que esta técnica espectroscépica sea muy reconocida para evaluar
la calidad de un producto (Bankova et al., 2019).

Una gran ventaja de RMN sobre otro tipo de métodos es su amplia capacidad de
proporcionar informacioén estructural y detalles cualitativos de componentes quimicos en
un solo andlisis de RMN. Es compleja, pero altamente informativa.

Para analizar mezclas en RMN existen dos maneras principales: (1) separar los
constituyentes de la mezcla previo al analisis de RMN; y (2) examinar la mezcla como
tal. La primera manera se utiliza cuando el propésito del trabajo es caracterizar un
compuesto aislado y que no esté sujeto a disputa. La segunda manera permite obtener
una imagen universal de la mezcla en estudio, sin haber realizado ningin otro
pretratamiento de la muestra, excepto la solubilizacién ocasional en un disolvente

adecuado. Los espectros resultantes son considerados una huella quimica del producto
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investigado. El andlisis de los espectros de mezclas complejas puede apoyarse en la

aplicacion de métodos estadisticos multivariados (Papotti et al., 2010).

1.5.7 Potencial antioxidante basado en el secuestro de DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo) Este método consiste en la captacion de radicales libres y sugiere el
potencial antioxidante de la muestra objeto de estudio. Los radicales libres son capaces
de reaccionar con compuestos antioxidantes mediante la entrega de un atomo de
hidrégeno suministrado por el agente antioxidante. Este reactivo se puede solubilizar en

disolventes orgénicos (Guija et al., 2015).

La fundamentacién de usar DPPH como reactivo es que permite ceder electrones del
antioxidante hacia el radical DPPH y al realizarse este proceso ocurre un cambio de
color que se correlaciona con la capacidad del antioxidante (Shahidi & Zhong, 2015). A
lo largo de los afios se ha utilizado esta técnica descrita por Brand-Williams, pero varios
autores le han hecho modificaciones con diversos objetivos (Gruszycki et al., 2019; Guija
et al., 2015).

1.6 Composicién quimica

La variedad de fitoquimicos presentes en el propdleos se atribuye a que las abejas
recolectan exudados vegetales ricos en compuestos organicos de diversas especies de
plantas. De forma general, el prop6leos estd compuesto quimicamente por: acidos
organicos, flavonoides, fenoles, enzimas, minerales y vitaminas; responsables de sus
propiedades protectoras, conservantes y terapéuticas (Bankova et al., 2018).

Este material resinoso posee variedad de compuestos fenélicos, también conocidos
como polifenoles entre los que destacan los flavonoides cuyo esqueleto es CeCsCs,
donde los grupos Cs forman anillos bencénicos y la fraccibn C; pertenece a un
heterociclo (Campo, 2007).

Los compuestos fendlicos mencionados se obtienen de plantas en diferentes etapas de
desarrollo y tienen al menos un anillo aromético con uno o mas grupos hidroxilo. Los
flavonoides se subdividen en varias clases, incluyendo chalconas, flavonas, flavonoles,
flavanonas, isoflavonoides, antocianidinas y flavanoles. Ademas, hay otros compuestos
fendlicos presentes en el propéleos, como los acidos fendlicos, cumarinas, xantonas,
estilbenos, y lignanos. Los acidos fendlicos se dividen en derivados del acido benzoico
y del &cido cinamico, fundamentalmente. La composicion quimica del propéleos es muy
variable y puede contener una gran cantidad de compuestos fendlicos de diferentes
clases, incluyendo compuestos fendlicos glicosilados. El analisis de la composicion
quimica del propdleos puede ser desafiante debido a la gran cantidad de compuestos

presentes en él (Bankova et al.,, 2019). También se debe considerar que varia
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dependiendo del origen botanico y geografico del mismo, por ejemplo, se ha informado
que el propéleos cubano que proviene principalmente de Clusia rosea Jacg., contiene
benzofenonas poliisopreniladas que son distintas del propéleos europeo y brasilefio
(Hossain et al., 2022).

En unainvestigacion donde se aplicé la técnica de electroforesis capilar en tres extractos
diferentes de propdleos: etanol, etanol-acuoso y acuoso-acido glicélico, se identificaron
doce flavonoides, dos &cidos fendlicos y un derivado de estilbeno. Se encontr6 que el
extracto de propoleos acuoso-etandlico contenia una alta concentracion de acido
cafeico, galangina, quercetina y crisina, mientras que la preparacion de etanol tenia una
gran cantidad de resveratrol, crisina y &cido cafeico. Por otro lado, la preparacion
acuoso-glicélico estaba conformada, principalmente, por compuestos no identificados y
contenia una baja cantidad de flavonoides (Rodriguez et al., 2014).

Se ha reportado que existe una importante cantidad de terpenoides, esteroides,
azucares y alcaloides reportados en propéleos recolectados en 6 regiones de India
(Salleh et al., 2021). Siendo los alcaloides y sus derivados el descubrimiento mas
llamativo en los Gltimos afios respecto a la composicion quimica del propéleos (Sturm &
Ulrih, 2020).

El propdleos también contiene minerales como: hierro, magnesio, potasio, calcio, zinc,
sodio y yodo, asi como vitaminas B1, B2, B6, C y E y una variedad de acidos grasos y
enzimas como la deshidrogenasa succinica, la acido fosfatasa y la glucosa-6-fosfatasa.
Ademas, contiene cobre y manganeso en concentraciones de 26,5 mg/kg y 40 mg/kg,
respectivamente. También se encontraron residuos de ceniza que contenian hierro,
calcio, aluminio, vanadio, estroncio, manganeso Yy silicio (Adanero, 2017; Quifiones,
2020; J. Rodriguez et al., 2014).

Los terpenos identificados en propéleos son, principalmente, diterpenos y alcoholes
triterpénicos, mientras que las fracciones volatiles de varios tipos de propdleos
contienen monoterpenos y sesquiterpenos, aunque en concentraciones no muy altas.
Sin embargo, estos compuestos son importantes ya que influyen en el aroma
caracteristico de muchos tipos de propéleos (Verdugo & Tola, 2017).

Diferentes tipos de propéleos de distintas partes del mundo han sido analizados por
medio de cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE), y se han identificado varios
tipos de flavonoides. En muestras recolectadas de Argentina, Italia y Espafia, se
encontré una alta concentracion de pinocembrina, representando el 49%, 48% y 39%
del contenido total de flavonoides, respectivamente. Estas muestras también contenian
genisteina, kampferol, apigenina, crisina y acacetina. Por otro lado, una muestra de

propoleos recolectada en China presenté una concentracion alta de pinocembrina,
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representando el 63% del total de flavonoides, pero carecia de genisteina, kaempferol,

apigenina y crisina (Volpi & Bergonzini, 2006).
1.7 Actividad biologica

1.7.1 Actividad antioxidante Los radicales libres son especies quimicas muy reactivas
gue poseen al menos un electrdn sin pareja, y pueden afectar estructuras celulares. Los
antioxidantes contrarrestan los efectos negativos de los radicales libres a los que nos
vemos expuestos diariamente. Los habitos alimenticios, la inhalacion del humo de
cigarrillo, entre otros favorecen el incremento de los radicales en nuestro organismo
(Angulo, 2014).

Sin embargo, el organismo también produce radicales libres de forma natural al realizar
diversos procesos bioldgicos importantes como la sintesis de ATP, procesos
inmunolégicos como la fagocitosis, sefializacion intracelular, regulacion del crecimiento
celular, etc. Los radicales libres mas importantes son especies reactivas de oxigeno y
pueden modificar la estructura de lipidos de membranas celulares, proteinas,
carbohidratos e incluso el ADN, que pueden originar enfermedades (Revilla, 2021).
Debido a lo mencionado anteriormente, el sistema activa sus sistemas enddgenos y
exégenos antioxidantes. Este ultimo involucra a flavonoides y acidos fendlicos que se
adquieren en la dieta. La actividad antioxidante de los propo6leos se debe,
principalmente, a los compuestos fendlicos que posee, destacando de forma general a
la quercetina, naringenina, pinobanksina, kaempferol, galanina, crisina, entre otros
(Vargas et al., 2013).

1.7.2 Actividad antimicrobiana La actividad antibacteriana es una de las propiedades
basicas del propéleos, y su accidn bacteriostatica y bactericida se basa en la inhibicién
de los acidos nucleicos y la degradacién de las membranas citoplasmaticas, debido,
principalmente a flavonoides como acacetina, quercetina, naringenina, apigenina,
crisina, pinobanskina, galangina, pinocembrina y kaempferol. Las alteraciones de los
canales ionicos, como resultado de las reacciones de fosforilacion y desfosforilacion,
producen la inhibicion de la motilidad bacteriana, un factor clave en la virulencia
(Rodriguez et al., 2020).

Existen gran cantidad de flavonoides y compuestos fendélicos que integran la fraccién
resinosa del propéleos, estos son de gran interés terapéutico sobre todo cuando actdan
de forma sinérgica. Esta actividad es usada por las abejas para evitar la proliferacion de
microorganismos. Ademas, las personas utilizan extractos de prop6leos como

antimicrobianos en formas farmacéuticas o en los alimentos (Samara et al., 2011).
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Un estudio donde se evalla la actividad antimicrobiana de propéleos del desierto de
Sonora evidencia la inhibiciébn del crecimiento de Staphylococcus aureus. En esta
investigacion relacionan la actividad antibacteriana con la presencia de compuestos
como la acacetina, pinocembrina, éster feniletilico del acido cafeico, naringenina,
pinobanksina, crisina y galanina. Sin embargo, sobre otras cepas como la E. Coliy P.
aeruginosa no se observo efecto alguno del propéleos (Bucio & Martinez, 2016;
Velazquez et al., 2007).

La actividad antibacteriana del propdleos se puede relacionar con los compuestos
antioxidantes que posee, en un estudio se llegé a la conclusion de que la actividad
antimicrobiana se ve afectada por el tipo de antioxidante mas no a la cantidad presente
del mismo. También se observd que los extractos de propéleos tienen accion
Unicamente sobre bacterias Gram positivas, sin embargo, no presenta efecto inhibitorio
sobre bacterias Gram negativas (Checalla & Sanchez, 2021).

Esta actividad se relaciona con la presencia de ciertos compuestos como quercetina,
kaempferoll, pinocembrina, acido cinamico y crisina, que segun la literatura presentan
actividad antimicrobiana y antioxidante (Vargas et al., 2014).

En lo que respecta a la actividad antimicética, los extractos de propdleos tienen
capacidad fungistatica y fungicida frente a varios hongos filamentosos y levaduras, lo
que resulta una alternativa poco invasiva y econémica sobre todo frente a infecciones
micéticas leves. Compuestos como los ésteres fendlicos, flavonoides y acido cafeico
acttan inhibiendo el tubo germinativo de los hongos y modificando su pared celular con
la adicion de espacios irregulares de gemacion que impiden su reproduccion. Cabe
recalcar que la actividad antifingica se da por la presencia de los compuestos fendlicos,
si estos estan ausentes 0 en baja concentracion la actividad es escasa o0 nula
(Benavidez, 2018).

1.7.1 Actividad antiinflamatoria A gran cantidad de compuestos fendlicos se les
atribuye la capacidad antiinflamatoria que poseen los propdleos, los cuales actian de
forma sinérgica para lograr la actividad de interés. Esto se evidencia en estudios in vitro
e in vivo donde se puede evidenciar que los compuestos presentes en el propéleos
como: acido ferulico, galangina, pinocembrina, quercetina, kaempferol, entre otros,
estabilizan a los glébulos rojos, sobre todo, a temperaturas elevadas y en medios
hipoténicos (Portela et al., 2022).

La actividad antiinflamatoria de los propéleos es similar al efecto que tienen los
antiinflamatorios no esteroideos como el diclofenaco. Ejercen su efecto sobre los
macrofagos y como consecuencia se reduce la produccion de prostaglandinas vy

leucocitos, quienes provocan la vasodilatacion y de esta manera la inflamacion. Esto se
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evidencia en estudios in vivo e in vitro donde también se constata que el propéleos actia
inhibiendo la via de la lipooxigenasa del acido araquidénico, quien también interviene
en el proceso inflamatorio (Padrén et al., 2012).

En base a los mecanismos antes mencionados se reduciria la inflamacién aguda sobre
las lesiones tépicas debido a que el propdéleos posee polifenoles en grandes cantidades.
El tratamiento con propéleos protege al tejido epitelial, disminuye la congestién y
vasodilatacion de los vasos sanguineos. Ademas, disminuye la cantidad de liquido en
la zona de hinchazén (edema), por medio de la reduccion de la respuesta inflamatoria
que recibe el tejido afectado (Nufiez et al., 2018).

1.7.2 Actividad antitumoral La variedad botanica que circunda a la colmena garantiza
que el propoleos producido contenga una gran variedad de flavonoides y otros
compuestos fendlicos. Se ha demostrado que estos compuestos pueden contribuir a la
prevencion del cancer y enfermedades cardiacas. Los principales compuestos fendlicos
que se evidencian en el propdleos son: galangina, crisina, apigenina, crisina,
pinocembrina, galangina, pinocembrina, sakuranetina, kaempferol, entre otros. Los
cuales pueden ayudar en la reduccién y neutralizacibn de tumores y células
cancerigenas (Palomino et al., 2009; Vargas et al., 2013).

Se ha evidenciado que el propéleos tiene accion citotdxica, apoptotica y antiproliferativa
frente a células que derivan en la formacién de tumores, en distintas lineas celulares del
cancer. Desde el punto de vista molecular esta actividad se hace presente a través de
la reduccion del ciclo celular, activacién de la muerte celular o apoptosis ya sea por via
intrinseca o extrinseca y mediante la reduccion de la expresién de las ciclinas. Asi
también, los componentes presentes en el propdleos inhiben el crecimiento tumoral
impidiendo el desarrollo neoplasico y haciendo uso de mecanismos angiogénicos
(Torres, 2017).

La ingesta de ésteres del acido cafeico ayuda a disminuir, significativamente, la
posibilidad de desarrollar adenocarcinoma de colon, reduce el volumen tumoral de colon
hasta un 45%, reduce la accién de ciertas fosfolipasas en tumor y mucosas hasta en un

50%, dependiendo de la concentracion de los principios activos (Serrano, 2000).

1.7.3 Otras actividades biolégicas Trabajos de investigacion consultados demuestran
la accion de los propoleos sobre la inmunidad especifica e inespecifica, asi como
también sobre la inmunidad humoral y celular. Un estudio realizado en ratones de
laboratorio infectados con el virus de la influenza A, que fueron tratados con propdleos,
reflej6 un aumento de fagocitos y células T, lo que reducia la mortalidad frente a aquellos

ratones que no fueron tratados con propéleos. De esta manera se determind que el
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propdleos contribuye a liberar el factor que inhibe la migracion leucocitaria (Palomino et
al., 2009).

En lo que respecta a la actividad antiasmatica, es atribuida a los terpenos que se
encuentran en el propdéleos. Otros compuestos como los acidos grasos ayudan a reducir
el riesgo de trombosis ya que reducen el colesterol LDL en el organismo. De esta
manera se regula el metabolismo, y varios procesos del sistema endocrino. (Plana &
Perurena, 2011)

Ademas de las propiedades farmacol6gicas mencionadas anteriormente, el propoleos
puede ejercer accion analgésica y cicatrizante. En paises como Brasil se comercializa
la tintura de propéleos como fitofdrmaco para aliviar ciertas sintomatologias leves en
afecciones como el herpes, mucositis bucal, gastritis, entre otras (Carrasco & Cepeda,
2020; Suarez et al., 2013).
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2. METODOLOGIA

2.1 Tipo de estudio

El presente trabajo de investigacion es de tipo descriptivo y correlacional
2.2 Variables

2.2.1 Variables dependientes
e Composicidén quimica de la muestra de propdleos ecuatoriano EP12.

e Capacidad antioxidante de la muestra de propdleos ecuatoriano EP12.

2.2.2 Variable independiente Origen geografico de la muestra de propdleos

ecuatoriano EP12.

2.3 Extracto seco de propéleos

El extracto seco de propdleos que constituyo la base de este trabajo se obtuvo a partir
de la muestra EP12 (10 g), obtenida en San Pedro de Vilcabamba, Loja. El cual se
prepar6 por maceracion (3 x 24 h) con metanol (FISHER SCIENTIFIC) como disolvente.
El extracto se reunio y filtré a través de papel de filtro, y se concentré a sequedad en un
rotoevaporador (HEIDOLPH LABORATA 2001) a 40°C acoplado a una bomba de vacio
(VACUBRAND PC 600) y un criostato (LAUDA/ALPHA RA-8). El extracto seco se

conservo en viales de vidrio a 4°C protegidos de la luz.
2.4 Métodos de andlisis del propoleos
2.4.1 Métodos de separacion

e Cromatografia en columna (Sephadex LH-20)

Se peso alrededor de 2,5-3 g del extracto seco de propdleos (ESP) en una balanza
analitica (Weicnin sistems) con la ayuda de una espatula y un vaso de precipitado. El
residuo sdlido se disolvié con 9 mL de metanol grado CLAE, para favorecer la disolucién
se utilizé un bafo ultrasonico (ULTRASONIC BATH 5.7L Fisher Scientific). Se colocé la
misma cantidad de disolucion en dos tubos de ensayo de igual tamafio para luego
centrifugar la muestra durante 5 min a 50000 rpm en una centrifuga (Clay Adams), a fin
de separar la parte solida de la liquida.

La muestra liquida se deposité en la cabeza de la columna SR-25 (1000 x 25 mm),
cargada con Sephadex LH-20, con la ayuda de una pipeta Pasteur. El metanol fue usado
como fase movil a una velocidad de flujo de 1 mL/min. Las fracciones (10 mL) se

recogieron en tubos de ensayo previamente rotulados.
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e Cromatografia en columna (Silica gel)

Como muestra de analisis se utilizd la fraccion EP12 1/4 (0,4 g) obtenida de la
cromatografia en columna de Sephadex. La columna se rellené con 30 g de Silica (Fluka
Analytical) y se monté por la via himeda empleando hexano. La fraccion se adsorbi6
sobre una cantidad suficiente de la misma silica y se aplic6 con una espatula por el
extremo superior de la columna. Las fases moviles se prepararon empleando como
disolventes hexano (Fisher Chemical, cloroformo (Sigma-Aldrich) y metanol (Fisher

Chemical), incrementando la polaridad paulatinamente.

e Cromatografia en columna (Silica gel RP18)

Se trabaj6 en el modo de fase reversa utilizando 20 g de Silica gel RP18. Se empleé la
via himeda para el montaje de la misma, utilizando una disolucion de agua-metanol
(50:50). Para preparar las fases moviles se utilizaron los disolventes: agua y metanol,
disminuyendo la polaridad de forma paulatina durante el fraccionamiento de la muestra

seleccionada, fraccion EP12 3/8.

e Cromatografia en capa delgada

Se emplearon placas de Silica gel G60F2s4 con soporte de aluminio y la corrida se
desarrollé en una cdmara cromatografica de vidrio (21,5cm de altura, 23cm x 6¢cm en la
base y 28cm x 13cm la cara superior). La aplicacion de las muestras se realizé con
capilares. Previo a la corrida se acondicioné la camara cromatografica por alrededor de
5 min con la fase movil (cloroformo-metanol (9:1)) en el analisis de las fracciones
obtenidas en la primera y segunda Sephadex. Mientras que para las fracciones
obtenidas en la columna de Silica se utilizé (hexano-cloroformo (6:4)) para la fase
normal y (metanol-agua (8:2)) para el analisis en fase reversa, en esta Ultima se utilizé
como fase estacionaria placas de Silica gel RP18.

El revelado fisico se ejecuté con una lampara (MiniMAXTM UV-5NF) a longitudes de
onda de 254 nm y 365 nm. El revelado quimico se realizé con 50 % &cido sulfarico en
etanol (v/v) y 1% vainillina en etanol (m/v). Después de nebulizar la placa con los
reactivos mencionados, esta se calentd a 75°C sobre una cocineta (Electric Life) hasta

la aparicion de las manchas.
2.4.2 Métodos de caracterizacién quimica

e Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (CLAE)

El extracto seco de la muestra EP12 y sus fracciones obtenidas por los diferentes

métodos se separacion utilizados se disolvieron en metanol grado HPLC (10 mg/mL) y

18



se filtraron utilizando un filtro de membrana de 0,2 um. El analisis se realizé en un
sistema Dionex Ultimate 3000 UPLC (Thermo Scientific, San Jose, CA, USA)
debidamente equipado con un detector de masas y un detector de arreglo de diodos. Se
empled una columna Accucore RP-MS (100 mm x 2.1mm, 2.6 um) y la temperatura se
ajusto a 35 °C. La fase mavil fue: acetonitrilo con 0,1% de 4cido formico y se utilizo el
modo gradiente. La velocidad de flujo fue de 0,4 mL/min y el volumen de inyeccién 2
pL.

La deteccidon UV se realizé a 200, 250, 280 y 330 nm. Para la deteccion de masas se
empleod un espectrometro de masas de trampa lineal de iones dotado con una fuente de
ionizacion por electronebulizacion. Se empled nitrégeno como gas principal, de barrido

y auxiliar.

e Resonancia magnética nuclear (RMN)

El andlisis se realiz6 en un equipo de resonancia magnética nuclear de la marca
BRUKER (Magnet System 50054 Ascend ULH) de serie MSC 1020, con una
radiofrecuencia de resonancia de 500 MHz para 'H y 125 MHz para *C. Se realizaron
los experimentos RMN Hy RMN 3C. Se empleé cloroformo deuterado como disolvente
y tretrametilsilano como referencia interna. La muestra analizada fue la fraccion 4/18

(1,8 mq), la cual se introdujo en un tubo de vidrio de 3 mm de diametro y 10 cm de altura.

2.5 Andlisis de la capacidad antioxidante equivalente a Trolox por el método
DPPH

Preparacion de las muestras: Se pesaron alrededor de 15 mg del extracto seco y de
cada fraccion obtenida de la primera Sephadex, los que se disolvieron con 1,5 mL de
etanol (FISHER SCIENTIFIC) con la ayuda de un Vortex (Fisher Scientific mini vortex).

Ensayo: El ensayo se realiz6 por triplicado para cada una de las muestras
mencionadas. Los resultados se expresaron como la capacidad antioxidante
equivalente a Trolox (TEAC) por gramo de extracto seco. Para ello se realiz6 una curva
de calibracibn donde se prepararon disoluciones etanolicas por triplicado, a
concentraciones de 0,027; 0,077; 0,127; 0,177; 0,227 y 0,277 mg/mL de Trolox. Para

medir la concentracion equivalente a Trolox se utilizé la siguiente formula:

Concentracion = (%Inh+3,6507) / 308,13 Q)

De cada una de las muestras se tomaron 200 uL y se mezclaron con 3,8 mL de la

disolucion etandlica de DPPH (0,1 mM), manteniendo las disoluciones a temperatura
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ambiente y oscuridad por un lapso de 30 min. Del mismo modo se prepar6 la muestra
control incorporando 200 L de etanol y 3,8 mL de DPPH (0,1 mM).

Se utilizé el espectrofotémetro UV-VIS (Thermo Scientific) y se procedi6 a leer a 517 nm
empleando microcuvetas de 2 mL y como blanco etanol absoluto. En base a la absorcion

de cada muestra se calculé el porcentaje de inhibiciéon haciendo uso de la ecuacion:

%DPPH = (A control — A muestra) / A control *100 (2

2.6 Analisis estadistico

El analisis estadistico se ejecut6 en el programa Microsoft Excel 2016. Se utilizo en la
medicion de la capacidad antioxidante equivalente a Trolox mediante el método DPPH,
donde se calcul6 la media y la desviacion estandar de los resultados obtenidos en base
al factor de dilucion. También se realiz6 el andlisis de regresion lineal de la curva de

calibracion.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Métodos de separacion

e Cromatografia en columna (Sephadex LH-20)

La cromatografia en columna con soporte de Sephadex LH-20 se realiz6 con el objetivo
de fraccionar el extracto de propoéleos, separando los compuestos en base al tamafio
molecular, logrando asi la obtencién de fracciones menos complejas respecto al extracto
inicial. La técnica se aplico por duplicado a la muestra EP12, obteniendo 10 fracciones
en la primera corrida cromatogréfica y 9 fracciones en la segunda. En la figura 1 se
muestran los resultados de la cromatografia en capa delgada al comparar las fracciones,
donde se ejemplifica con las fracciones de la primera Sephadex LH-20 (1/1 — 1/10). Esta
metodologia es ampliamente utilizada en el fraccionamiento de extractos de productos
naturales desde hace décadas, ya que se puede realizar con una sola fase movil, se
recupera la fase estacionaria y los resultados son reproducibles (Hostettmann et al.,
1986).

Figura 1. CCD de las fracciones de la primera Sephadex. FM: CHCIs/ MeOH (9:1), y
FE: Silica gel G60F2ss. P = Precipitado de la fraccion 1/8

A. Revelado fisico: Luz UV 254 nm B. Revelado quimico: H2SO4y calor

C. Revelado quimico: H,SO,y calor mas vainillina
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Las placas cromatogréficas evidenciaron la separacion favorecida por la columna de
Sephadex LH-20. De forma general, se visualizaron manchas cuyos valores de Rf y
coloraciones variaron. Al revelar las placas con luz UV a 254 nm (A), se observaron
manchas en las fracciones 1/3, 1/4, 1/6, 1/7, 1/8, 1/10 y P, indicando la presencia de
compuestos con cromoforos conjugados que absorben a esa longitud de onda. Mientras
que el revelado quimico (B y C), sugiere que las fracciones 1/4,1/6, 1/7, 1/8 y 1/10
presentaron mayor diversidad de componentes. Las 3 ultimas fracciones se caracterizan
por la presencia de compuestos quimicos con coloracion amarilla y alto valor de Rf.

La separacion en columna se repitié una vez mas y las fracciones de ambos procesos

se unieron segun su similitud cromatogréfica en capa delgada y CLAE/EM.

¢ Cromatografia en columna (Silica gel)

Las fracciones obtenidas de la cromatografia en columna con Sephadex LH-20, se
compararon tanto por CCD como por CLAE/EM con el objetivo de definir la fraccion con
la que se continuaria el estudio. La fraccion EP 12 1/4 mostr6 menor complejidad
cromatogréfica (figura 2) y por lo tanto fue seleccionada para realizar un proceso de

separacion por cromatografia en columna con Silica gel como fase estacionaria.

Figura 2. CCD FM: CHCIs y FE: placa de Silica gel G60F2s4 y cromatograma de masas
de la corriente i6nica total de la fraccion 1/4.
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Figura 2. (Continuacion)
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D. Cromatograma de masas de la corriente i6nica total (32-42 min) y [M-HJ

correspondiente al pico cromatografico en 40,7 min.

El analisis por CCD de la fraccion 1/4 mostro que en ella existia la posibilidad de aislar
al menos un componente al continuar su purificacion mediante cromatografia en
columna de Silica, debido a que se visualizaron manchas resueltas en la placa. Por otro
lado, el cromatograma de masas confirmé que esta era la fraccion idénea para continuar
con su analisis ya que presentd baja complejidad respecto a la cantidad de picos mas
intensos, presentando estos un mayor tiempo de retencién con posibilidad de separarlos
del resto de sefiales menos intensas.

Durante el proceso de la columna de Silica se fue variando de fase mdévil segun el
comportamiento de las fracciones en CCD, usando diferentes disolventes y

proporciones segun se especifica en la Tabla.1

Tabla 1. Proporcién y frecuencia de las fases moviles utilizadas.

Mezcla de Proporcién - Frecuencia
disolventes
Hexano — Cloroformo  (50:50) - 4; (45:55) - 1; (40:60) - 1, (35:65) - 1; (30:70)
- 1; (25:75) - 1; (20:80) - 1; (15:85) - 1; (10:90) - 1
Cloroformo — Metanol  (95:5) — 4; (90:10) — 1; (80:20) — 3; (70:30) — 1; (60:40)
—1; (50:50) — 1; (40:60) — 1; (30:70) — 1

A partir de la separacion que se realiz0, se lograron obtener 10 fracciones reunidas (3/1-
3/10). En las figuras 3 y 4 se muestran los resultados de la cromatografia en capa

delgada al comparar las fracciones.
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Figura 3. CCD de las fracciones 3/2-3/7, FM: CsH14 / CHCI3 (6:4) y FE: Silica gel

G60F254.

A. Revelado fisico: Luz UV 254 nm
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C. Revelado quimico: H>SO.y calor mas vainillina

Para realizar el andlisis en CCD de las fracciones obtenidas, se utilizé una fase mévil de

baja polaridad a fin de mantener los compuestos un poco mas retenidos a la fase

estacionaria, al usarse el modo de fase normal. En base a lo observado en las placas,

se logré identificar que las primeras fracciones aun presentaban una elevada

complejidad por las manchas que se evidenciaron. Las Ultimas fracciones fueron menos

complejas y en ellas se visualizaron menor cantidad de manchas ante los métodos de

revelado utilizados. En fracciones como la 3/2 y 3/3 se evidenciaron un mayor nimero

de manchas, de Rf bajo e intermedio lo que indicé la presencia de compuestos de baja

y mediana polaridad.
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Adicionalmente, las fracciones obtenidas se analizaron por cromatografia en capa
delgada de fase reversa con el objetivo de evaluar la posibilidad de continuar el proceso

de separacion con una columna de fase reversa.

Figura 4. CCD en Fase reversa de las fracciones 3/2 — 3/10, FM: CHs;OH / H,0O (8:2) y
FE: Silica gel RP18

"RP 3Siliéa  MeDH:H20  RP 3Silica | MeOH:H20
& ‘82 8:2

b

A. Revelado fisico: Luz UV 254 nm B. Revelado quimico: H.SOs y

calor mas Vainillina

Al revelar las placas con H,SO, /Vainillina (figura 4), se pudo observar que ciertos
compuestos quedaron retenidos cerca al punto de aplicacion, sobre todo en las
fracciones 3/3 y 3/4, estas manchas representan compuestos poco polares ya que se
utilizé una fase estacionaria apolar. Mientras que otro grupo de compuestos presentaron
mayor Rf, es decir, ascendieron mas en la placa, siendo estos mas polares. De forma
preliminar se determin6 que las fracciones 3/7 y 3/8 presentaron una mejor separacion
respecto a las demas fracciones obtenidas, debido a que se observé una sola mancha
de bajo Rf.

Por otro lado, el anélisis en CLAE/EM de las fracciones obtenidas permitié caracterizar
los picos mas representativos, los cuales son presentados en la Tabla 2.
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Tabla 2. Informacién deducida a partir de los cromatogramas de masas de las fracciones

obtenidas de la columna de Silica gel, correspondiente con los picos cromatogréaficos

mas intensos.

3 PRINCIPALES
TR [M-H] MS2 FRACCION .
PERDIDAS
13,92 413 395 (10), 341 (100) 317 -18 Da (H20)
284 (27), 283 (47), 269 (26),
30,61 299 3/6 -15 Da (CHs)
228 (27), 227 (100)
30,83 473 429 (40), 385 (100) 3/9 -44 Da (COO))
32,28 379 321 (14), 307 (100) 317 -15 Da (CHs)
-18 Da (H20)
33,31 313 295 (100), 299 (1) 3/5
-15 Da (CHs)
377 (100), 351 (20), 337
-18 Da (H20)
33,33 395  (32), 324 (83), 323 (65), 319 33
-44 Da (COO))
(67), 281 (79), 144 (31)
3515 487 443 (35), 411 (100), 367 (38) 3/9 -44 Da (COO)
377 (35), 367 (24), 337
36,69 395 Ya -18 Da (H20)
(100), 323 (10)
37,66 301 283 (22), 220 (100), 205 (23) 3/7 .18 Da (H:0)
345 (17), 319 (99), 285 .18 Da (H:0)
37,70 363 33
(100), 217 (36), 294 (20) -44 Da (COO)
38,50 425 381 (100), 366 (24) 3/8 —3/9 -44 Da (COO)
40,20 439 395 (100), 380 (62), 148 (20) 3/8 -44 Da (COO)

Muchos de los componentes incluidos en la tabla 2 mostraron pérdidas de H.O y/o COO"

. La primera es tipica de alcoholes y la segunda de &cidos carboxilicos. En la fraccion

3/8 se concentraron los compuestos que caracterizan a la fraccion 1/4.

Las masas moleculares inferidas de la Tabla 2 se incluyen en el rango de 300 a 440 Da,

el cual es comin en muestras de propéleos de diferentes origenes geograficos

(Bankova et al., 2019). Sin embargo, la comparacién de los datos de espectrometria de

masas obtenidos con la informacién disponible en la literatura no permitié la

identificacion de algin componente. Este resultado confirma la novedad de los

componentes quimicos de EP12 y la necesidad de continuar con el fraccionamiento para

purificarlos y realizar experimentos de RMN que permitan su caracterizacion quimica.

26



¢ Cromatografia en columna (Silica gel RP18)

La cromatografia en columna de Silica RP18 se realizé con el fin de continuar la
purificacion de la muestra de propoleos EP12, la cual ya habia pasado por el proceso
de fraccionamiento por cromatografia en columna de Sephadex LH-20 y Silica en fase
normal. A partir de esta Ultima se seleccioné la fraccion 3/8, la cual presentdé menor
complejidad respecto a las demas fracciones, evidenciado en el cromatograma de
masas de la figura 5.

Figura 5. Cromatograma de masas de la corriente idnica total de la fraccion 3/8.

38.50 40.24

36.27

El cromatograma de masas evidenci6 una buena separacion, ya que en él se
visualizaron dos picos intensos con tiempos de retencion de alrededor de 2 min de
diferencia, lo que dio pie a continuar con su analisis con el fin de aislar alguno de esos
componentes mediante la cromatografia en columna de Silica RP18.

La cromatografia permitid obtener 66 fracciones totales que se reunieron en 19 (4/1-
4/19), las cuales eluyeron segun su afinidad con cada fase mdvil, siendo las primeras
fracciones las mas polares hasta terminar con las menos polares. En la figura 6 se
muestran las fracciones reunidas en las que se observé menor complejidad

cromatogréfica.
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Figura 6. CCD fracciones 4/14-4/20. FM: CHCI3 / CH3OH (9:1) y FE: Silica gel
G60F254

CHCI3 : MeOH 9:1

114 4/20 4/15 417 4/18 4/16 4/19

Revelado quimico: H2SO4y calor mas vainillina

Las fracciones 4/14 — 4/19 fueron las que presentaron mejor separacion, ya que en cada
una de ellas se observdé una mancha mas intensa. Sin embargo, sus Rf mostraron
ligeras diferencias y por lo tanto se compararon por CLAE/EM para estimar de mejor
forma su complejidad.

En el cromatograma de la fraccion 4/18 se apreciaron las sefiales mas intensas con
tiempos de retencion 38,5 y 40,2 min, que podrian ser compuestos relacionados
estructuralmente, ya que ambos mostraron la pérdida de 44 Da (-COO") como pico base
en sus espectros EM?2. Ademas, sus iones pseudomoleculares difieren en 14 Da, una
diferencia légica que puede atribuirse a un grupo CH: propiamente o al cambio de OH
por OCHs. El compuesto de mayor tiempo de retencion produjo una sefial mas intensa
en el cromatograma UV y esto sugiere su posible caracter mayoritario si posee un
croméforo similar al de los otros compuestos que lo acompafian en la misma fraccion.
La absorcion a 250 y 280 nm sugirié un posible cromo6foro aromético en la estructura del
compuesto con tiempo de retencion 40,2 min.

En la figura 7 se muestra el cromatograma de masas y UV de la fraccion 4/18, junto a
los espectros correspondientes, la cual fue seleccionada para el analisis en RMN con el

fin de caracterizar al menos uno de sus picos mas intensos.
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Figura 7. Cromatogramas de la fraccion 4/18, espectros de masas y UV.

40.2

A. Cromatograma UV 250 nm

40.2

40.2

8.5

B. Cromatograma UV 280 nm

C. Cromatograma de masas de la corriente iénica total

30 226.00

298.00

o g R UALAL L s a
200 210 220 230 240 250 260 270 280 200 300 310

D. Espectro UV del compuesto con

tiempo de retencién en 40,2 min.

=
320

439.53

39559 47125

? 28943 32544 35362 | | 42765 || , | 49651 539.48 !

T T e e e A
300 350 400 450 500 550

E. [M-H] del compuesto con tiempo de

retencion en 40,3 min.

A pesar de que se observaron varios picos, es decir, aun se trataba de una mezcla de

compuestos, la fraccién 4/18 fue la seleccionada para su analisis por RMN con el

objetivo de inferir otras particularidades estructurales del compuesto mayoritario.

Los procesos cromatograficos descritos han permitido el fraccionamiento del extracto

de EP-12, uno de los objetivos que persigue este estudio. La combinacion de técnicas
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que consideran diferentes mecanismos de separacion favorecié este resultado. Es
importante sefialar que las afectaciones ocurridas en el laboratorio por el terremoto de
marzo de 2023, perjudicaron la repeticiébn de procesos y por tanto la obtencién de
fracciones de mayor masa. Estas a su vez repercuten en la calidad de los espectros de

RMN que se pueden obtener.

3.2 Caracterizacién mediante resonancia magnética nuclear (RMN)

Los espectros de RMN realizados se muestran en las figuras 8 y 9.

Figura 8. Espectro de RMN (*H) de la fraccién 4/18.
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El espectro RMN H mostré sefiales tipicas de protones alifaticos y aromaticos. Las
sefales entre 1,2 y 2,1 ppm, donde se aprecian las sefiales mas intensas, son tipicas
de protones unidos a Csp3 y permiten inferir la existencia de una cadena alifatica
saturada, que debe ser larga si se tiene en cuenta la intensidad de las sefiales de esta
zona respecto a las restantes. La sefial mas desblindada en 2,6 ppm no se corresponde
con el valor base de grupos hidrocarbonados saturados y su posicion indica la cercania
de un agrupamiento que origine desblindaje (carbonilo, enlace doble carbono-carbono,
anillo aromatico, etc). La presencia de grupos alquilicos unidos a oxigeno, al menos
para un compuesto mayoritario, fue descartada ya que no se aprecian sefiales que lo
evidencien (3-5 ppm). En particular, un grupo metoxilo de un compuesto mayoritario no
se evidencia.

En la regién de mayor de corrimiento quimico se apreciaron 3 sefiales en 5,11; 6,03 y

6,36 ppm, respectivamente. La posicion de la primera sugiere un residuo olefinico y las
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otras dos se asocian con protones aromaticos. La apariencia de las mismas sugiere
acoplamientos pequefios o0 superposicion de sefiales, y no se pudo obtener informacion
adicional a partir de sus multiplicidades.

Por otra parte, se intent6 estimar el nUmero de protones a través de la comparacion de
las integrales, pero no se obtuvieron resultados satisfactorios, debido probablemente al
hecho que se analiza una mezcla de compuestos. La relaciéon entre las sefiales de

protones sobre Csp2 parece ser 1:1,4: 3,4 (6,3: 6,01: 5,11 ppm), respectivamente.

Figura 9. Espectro de RMN *C de la fraccién 4/18.
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El espectro RMN 3C permiti6é corroborar que el compuesto mayoritario posee una zona
alifatica saturada (0-40 ppm), donde se aprecian las sefiales mas intensas. En
correspondencia con el espectro RMN 1H, también se apreciaron sefiales en la zona de
Csp2 (por encima de 100 ppm), aunque estas son mas débiles, indicando la posible
presencia de carbonos olefinicos y aromaticos (Hesse et al., 1997). Las sefiales de
mayor corrimiento quimico (145 ppm) podrian originarse por carbonos aroméaticos
sustituidos. No se aprecio la sefial tipica de carboxilo (175 ppm), aunque su caracter de
carbono cuaternario y la poca cantidad de muestra empleada pueden justificar este
hecho.

De forma general, el compuesto mayoritario parece contener un residuo aromatico

sustituido por una o mas cadenas alquilicas.
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En propdleos de diferentes origenes geogréficos se han identificado derivados de
alquilresorcinoles conocidos como acidos anacardicos, cardoles y cardanoles (Morais
etal., 2017; Popova et al., 2013). Sin embargo, una comparacion detallada con los datos
disponibles de RMN de dichos compuestos, sugieren incongruencias sobre todo con el
corrimiento quimico de los protones aromaticos. Al menos un protén de estos sistemas
de espines aromaticos resuena por encima de 7 ppm, y en el espectro RMN *H realizado
no se detecto dicha sefial.

Los resultados parciales obtenidos parecen confirmar la posible presencia de
compuestos con estructura quimica novedosa en la muestra objeto de estudio. Es
necesario aumentar la masa de la muestra que contiene al compuesto analizado y

mejorar su pureza para realizar otros experimentos de RMN.

3.3 Identificacion de flavonoides
El andlisis por CLAE-DAD-EM (figura 10), permiti6é deducir la presencia de dos

flavonoides en la muestra objeto de estudio por comparacion con la literatura.

Figura 10. Cromatogramas y espectros correspondientes a la fraccion EP12 1/8
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Figura 10. (Continuacion)
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D. Espectros MS? de los compuestos con tiempo de retencién en 16,7 min (1) y
17,2 min (2)

La fraccion EP12 1/8 presentd dos picos con tiempo de retencién en 16,7 y 17,2 min,
respectivamente, cuyos [M-H]" en m/z 283 coinciden con lo esperado para dos
flavonoides aislados de propdleos: Acacetina y Genkwanina. Segun Cuesta et al. (2022)
en las muestras de propoleos ecuatorianos EP17-19, la Genkwanina y la Acacetina
fueron detectadas con tiempos de retencién de 16,78 miny 16,27 min, respectivamente,
usando condiciones cromatograficas similares. Ambas flavonas O-metiladas son
isdbmeros constitucionales de posicién, ya que comparten la misma férmula molecular,
pero difieren en la posicién del grupo metoxilo. La Genkwanina posee un grupo metoxilo

en el C-7 y la Acacetina en el C-4", seglin se muestra en la figura 11.
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Figura 11. Estructura quimica de la Genkwanina y Acacetina

Genkwanina Acacetina

Ambos flavonoides muestran el ion fragmento m/z 268 como pico base en su espectro
EM2, originado por la pérdida de un grupo metilo. Este comportamiento no permite
diferenciar ambos compuestos. Las flavonas pueden fragmentar a través de una ruptura
tipo rDA, que permite diferenciar los sustituyentes del anillo A y B facilmente. Sin
embargo, en este caso se favorece la pérdida del grupo metilo y no la ruptura rDa, por
lo tanto, no es posible diferenciarlos con la informacion disponible. Los espectros de
masas y UV-Vis se muestran en la figura 10. Los espectros UV-Vis son compatibles con
un nudcleo de flavona ya que muestran maximos de absorcion en 269 y 334 nm (Cuesta
et al.,, 2015). Con la informacién disponible no es posible realizar una asignacion

inequivoca.

3.4 Capacidad antioxidante equivalente a Trolox por el método DPPH
La curva de calibracién (figura 12) se realizd con el fin de expresar los resultados en

eguivalencia a Trolox.

Figura 12. Curva de calibracion para la determinacién de la capacidad antioxidante
equivalente a Trolox por el método del DPPH.
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El coeficiente de determinacién (R?) obtenido a partir de la curva de calibracion fue de
0,9912, lo que indic6é que existe una buena relacién entre la concentracién de Trolox y
el porcentaje de inhibicién que se obtuvo.

Para el andlisis de la capacidad antioxidante del extracto seco y sus fracciones se realizd
el analisis de regresion lineal de la curva de calibracion, dando como resultado la ec.
(1), a partir de la cual se logré expresar el potencial antioxidante equivalente a Trolox
por cada mL de extracto seco (en base al factor de dilucién), como se observa en la
tabla 3.

Tabla 3. Capacidad antioxidante equivalente a Trolox..

Muestra Masa (mg) X(ug/mL)+S
EP12 1/1 15 0,084 + 0,007
EP12 1/2 15 0,120 £ 0,005
EP12 1/3 18 0,125 + 0,002
EP12 1/4 14 1,523 + 0,057
EP12 1/5 16 1,434+ 0,134
EP12 1/6 15 1,682 + 0,066
EP12 1/7 17 0,979 + 0,039
EP12 1/8 15 0,943 £ 0,075
EP12 1/9 15 2,042 £ 0,032
EP12 1/10 14 0,027 £ 0,001
ESP-EP12 16 0,609 £ 0,129

El ensayo mostré que la fraccion EP12 1/9 posee mayor capacidad antioxidante
equivalente a Trolox en comparacion a las demas fracciones y al extracto seco total de
la muestra EP12. Este resultado sugiere que esta fraccién agrupa a los metabolitos con
mayor capacidad de secuestrar al radical DPPH o0 que estos se encuentran en mayor
concentracion en la misma. Por lo tanto, el fraccionamiento del extracto favorecio la
obtencién de una fracciébn con mayor actividad, que podria emplearse para producir
formulaciones farmacéuticas mas eficaces. Por otro lado, la muestra de menor
capacidad antioxidante fue la fraccion EP12 1/10, la cual es una fraccién que se obtuvo
en forma de precipitado y tiene la caracteristica de que es poco soluble en disolventes
de alta polaridad como el metanol.

Resultados similares se obtuvieron en un estudio realizado por Aguilar et al. (2021), en
el cual se analizo la capacidad antioxidante de un extracto metandlico de hojas de S.
rufescens, y sus fracciones obtenidas en cromatografia en columna de Silica gel, donde

usaron como disolventes: n-hexano, diclorometano, acetato de etilo y metanol. En este
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caso, la fraccibn metandlica fue la que mayor capacidad antioxidante presentd respecto
a las otras fracciones y al extracto total. Esto se justifica en que los metabolitos activos
con capacidad antioxidante eluyeron en esa fase movil.

En lo que respecta a los propdéleos ecuatorianos, en un trabajo experimental de Carrasco
y Cepeda (2020) se analizan tres extractos secos de propoleos de diferentes zonas
geograficas del pais, mostrando resultados diferentes entre asi. La muestra de
Pichincha mostr6 una mayor capacidad antioxidante (60,49 TEAC/g) respecto a las
muestras de Imbabura y Los Rios (24,34; 24,78 TEAC/g, respectivamente).
Comprobando la hipétesis de que la capacidad antioxidante del propoleos esta ligada al
origen geografico del mismo.
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4. CONCLUSIONES

La aplicacion de métodos cromatogréficos permitié el fraccionamiento de la
muestra de propéleos EP12.

La muestra de propdleos EP12 exhibe una composicién quimica diferente
respecto a los principales tipos de propéleos conocidos y contiene un compuesto
caracterizado por una cadena alifatica larga y un residuo aromético.

El extracto total y sus fracciones secuestran el radical DPPH, pero se observan

diferencias entre ellas.
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5. RECOMENDACIONES

Continuar con la caracterizacion quimica de los componentes de la muestra
EP12.

Evaluar la capacidad antioxidante del extracto y sus fracciones mediante otros
métodos como ABTS o FRAP.
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