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RESUMEN

El propoleos es una sustancia resinosa colectada por las abejas de diferentes arboles
y plantas. El objetivo de la investigacion fue establecer la relacion existente entre la
capacidad antioxidante y la composicion quimica de varios extractos de propoleos para
su aplicacion en la industria cosmética, colectados en diferentes lugares de la provincia
del Azuay, Ecuador. En cuanto al contenido total de fenoles PE-19 mostro los valores
mas elevados de polifenoles (mgEAG) por cada gramo de muestra analizada, con un
valor de 70,07, seguido de la PE-14 con 68,93 y con el menor valor, 63,00 el extracto
PE-17.

Los extractos de propoleos (EP) mostraron variable actividad antioxidante
determinada con el radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH-) Los resultados
obtenidos mostraron que todos los extractos lograron reducir el 50% de la concentracion
de DPPH a concentraciones inferiores a los 0,2 mg/mL. La muestra PE-14 con un valor
de 0,070, logra la mayor eficiencia como antioxidante, dado que presenta el menor valor
de dicho pardmetro. Le continua la PE-17 con 0,097 y con la menor eficiencia se
presenta la muestra PE-19 con un EC50 de 0,131. La presencia de compuestos fendlicos,
sin embargo, apreciando los resultados del estudio de CG-EM, son pocos los
metabolitos de tal naturaleza y, ademas, estan en bajas concentraciones. En términos
generales, las muestras en estudio se destacan por presentar una composicion quimica
muy diversa, en tal sentido no se pudo encontrar una relaciéon entre la actividad
antioxidante y la composicion quimica de las muestras de propoleos.

Palabras claves: propoleos, polifenoles, actividad antioxidante, composicion quimica.
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ABSTRACT

Propolis is a resinous substance collected by bees from different trees and plants. The
objective of this research was to establish the relationship between the antioxidant
capacity and the chemical composition of several extracts of propolis for its application
in the cosmetic industry, collected in different places of the province of Azuay,
Ecuador. In respect to the total content of PE-19 phenols, the highest values of
polyphenols (mgEAG) were recorded for each gram of sample analyzed, with a value
of 70.07, followed by PE-14 with 68.93 and with the lowest value, 63.00 the PE-17
extract.

The results showed that all the extracts were able to reduce 50% of the concentration
of DPPH at concentrations lower than 50%. The results obtained showed that all the
extracts were able to reduce 50% of the concentration of DPPH in concentrations
inferior to 0.2 mg / mL. The sample PE-14 with a value of 0.070 achieves the highest
efficiency as an antioxidant, since it has the lowest value of this parameter. It is
followed by PE-17 with 0.097 and with the lowest efficiency the PE-19 sample is
presented with an EC 50 of 0.131. The presence of phenolic compounds, however,
considering the results of the CG-EM study, there are few metabolites of this
nature and, in addition, are in low concentrations. In general terms, the samples under
study are characterized by a very diverse chemical composition. In this sense, it was
not possible to find a relation between the antioxidant activity and the chemical
composition of propolis samples.

Key words: propolis, polyphenols, antioxidant activity, chemical compositi
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CAPITULO |

INTRODUCCION

1.1. Presentacion y planteamiento del problema

En el Ecuador existe una gran cantidad de apicultores que no aprovechan los
beneficios que ofrece el propdleos como un producto antioxidante, porque, no existen
estudios sobre la composicion de ellos en el pais. La composicion quimica del propoleos
es cualitativa y cuantitativamente variable dependiendo de la diversidad fitogeografica
del area donde se produce y que podrian tener una influencia en sus propiedades
biologicas.

1.2. Antecedentes tedricos relacionados con el problema

Ecuador tuvo su apogeo apicola en la década de los noventa, pero, decayo6 en los
afios posteriores, luego de esta etapa hay una cierta proliferacion bajo condiciones muy
precarias donde los apicultores han logrado capturar los enjambres y ponerlos en
cajones rusticos.

La realidad de la Apicultura ecuatoriana es restringida, a pesar de la "exuberante
vegetacion de las regiones del pais." Tradicionalmente, los apicultores del Ecuador han
producido solamente miel, esencialmente por la falta de tecnologia y asistencia técnica,
lo que ha impedido aprovechar la produccion de los derivados de diferente tipo (Burgos,
2012), sin embargo, se han desarrollado productos con mayor valor agregado como:
cremas, shampoo y pomadas; que contienen elementos derivados de la colmena (polen,
propoleos, cera, jalea real).

Desde el 2015, la produccion promedio de miel es de 10,2 kilogramos por colmena
al afo, no obstante, con la estrategia que desarrolla el MAGAP, (Ministerio de
Agricultura Ganaderia y Pesca) se busca que el pais aumente su promedio nacional a
15,2 kilogramos por colmena en el afio. De la misma manera, en un estudio del Fondo
Internacional de Desarrollo Agricola (FIDA), elaborado en el 2015, se indica que
Ecuador consume 601 toneladas por afio, pero, apenas produce 200 toneladas. Debido
a esto, seguin datos del Banco Central del Ecuador (BCE), entre el afio 2000 y 2011 se



importaron 1.615 toneladas métricas de miel, con precios que oscilaron entre $ 4.500 y
$ 5.030 por tonelada.

A nivel mundial existen grandes investigaciones sobre las multiples propiedades de
los activos procedentes de la colmena. La apicosmética aprovecha cada fase de la
produccién de la miel para fabricar productos de belleza para: la hidratacion,
rejuvenecimiento de la piel facial y la belleza de nuestro cuerpo. Asi mismo emplea
naturalmente elementos generados por las abejas, es decir, para productos de belleza
natural, que son generosos en principios activos con el aroma natural de la miel, la cera
y los propdleos que por sus propiedades antifungica, antimicética, antibacteriana,
antiinflamatoria, analgésica y cicatrizante que se utiliza en el tratamiento de algunos
hongos y alivio de la psoriasis. Cabe recalcar, que por su poder antioxidante se utiliza
como ingrediente cosmético asi como purificante.

Es necesario recalcar que, Ecuador es un pais considerado en vias de desarrollo, por
lo que no cuenta investigaciones claras referentes a la expansion de la apicultura, mucho
menos estudios referentes a los productos que se derivan de ella. Sin embargo, los
estudios que existen son mas bien en relacion a la medicina naturista sin profundizar en
la parte quimica misma de cada uno de ellos.

1.3. Justificacion

El mercado mundial de los preservantes y antioxidantes cosméticos ha
experimentado un importante vuelco hacia los productos naturales. De esta manera, en
los tltimos afios se ha incrementado el interés en la busqueda de antioxidantes naturales,
generalmente constituidos por mezclas de compuestos con elevada diversidad molecular
y funcionalidad bioldgica y en esta incesante biisqueda, el propdleos se ha constituido
en una fuente inagotable de exploracion, siendo uno de los recursos potenciales de
dichos compuestos. Ademas, se ha demostrado que los extractos tienen grandes
propiedades tales como antivirales, antiinflamatorias y antiparasitarias. Pues, de
acuerdo con las recientes investigaciones de Daraban y Olah (2015), se encuentra que
son fuentes de sustancias con estructuras novedosas y diferentes actividades bioldgicas.
El analisis quimico del prop6leos muestra la presencia de: resinas, ceras, aceite esencial,
aminoacidos, vitaminas, sales minerales, polen e impurezas sélidas.

De acuerdo a Veloz (2015), el propdleos producido en América representa una
importante fuente de diversos compuestos bioactivos, benzofenonas, terpenos,
flavonoides, lignanos, entre otros. Asi mismo, Alday (2016) considera que los
metabolitos secundarios se biosintetizan por diferentes plantas presentes en diversas
regiones ecologicas en todo el continente. Pues, poseen particularidades en su



composicion, de acuerdo a las zonas templadas y tropicales, lo que resulta en una gran
diversidad de propoéleos.

Cabe recalcar que, nuestro pais tiene una gran biodiversidad; con flora variada de
acuerdo con la region y el clima, por lo tanto, la composicion quimica del propdleos es
variable y compleja, dependiendo del lugar de asentamiento de la colmena. Asi, sus
caracteristicas morfologicas varian atendiendo a las condiciones que la rodean. Por ello,
su color puede variar facilmente desde el verde, verde-castafio, marron, amarillento
hasta el negro.

Por lo anterior, es necesario mencionar que la investigacion sobre estos productos
es escasa en nuestro pais y no es actual, entonces, el presente trabajo esta orientado a
dar alternativas para el desarrollo de nuevos productos naturales con alto contenido de
antioxidantes que pueden generar ingresos para nuestra zona, y por ende repercutira en
la industria cosmética como en la calidad de vida de los apicultores que son los
principales productores. Los trabajos realizados en otros paises han demostrado que el
propoleos tiene un factor antioxidante muy por encima de los conocidos.

Es, por lo tanto, necesario realizar el analisis y valoracion de la composicidon quimica
y actividad antioxidante del propdleos de la zona sur del pais, con el fin de valorar sus
propiedades con miras a utilizarlo en la industria cosmética.

1.4.  Objetivo general

Establecer la relacion existente entre la capacidad antioxidante y la composicion
quimica de varios extractos de propdleos para su aplicacion en la industria cosmética.

1.5. Objetivos especificos

- Determinar los rendimientos de los extractos de propdleos que son extraidos a
través de percolacion estableciendo que la procedencia influye en su rendimiento.

- Realizar estudios quimicos basados en cromatografia de los extractos de propoleos
objeto de este estudio determinando los componentes presentes.

- Comparar la capacidad antioxidante de los extractos de propdleos recolectados, a
través de la técnica de DPPH. (2,2-Diphenyl-1-(2,4,6-trinitrophenyl)hydrazyl)



- Correlacionar la composicion quimica de las muestras de propoleos con su
capacidad antioxidante ensayada a través de una regresion buscando la relacion entre
los componentes activos presentes.

1.6. Hipotesis

Establecer la relacion existente entre la capacidad antioxidante y la composicion
quimica de varios extractos de propdleos para su aplicacion en la industria cosmética.



CAPITULO 2

MARCO-TEORICO

2.1. Estado del arte

La presente investigacion surge como una respuesta a la necesidad de evaluar la
capacidad antioxidante de propoleos ecuatorianos y la relacion con su composicion
quimica. De tal manera que, estos propodleos puedan ser utilizados como un ingrediente
natural en la industria cosmética, tomando en cuenta sus ventajas quimicas y biologicas
asi como su origen natural. Ademads, se pretende impulsar la microempresa apicola y el
cambio de la matriz productiva, empleando éstos propdleos caracterizados y no
productos importados de origen sintético. Es necesario recalcar que, existen muchos
estudios sobre las diferentes propiedades del propodleos llevadas a cabo en diferentes
paises como: Cuba, Brasil, Colombia, Argentina, Rusia, Rumania, Chile, Peru, etc.,
paises que han logrado caracterizar quimicamente sus propoleos y darles diferentes usos
sobre todo en la industria farmacéutica y cosmética como ingredientes antioxidantes,
antimicrobianos, antifungicos, entre otros, siendo este hecho un motivo adicional para
emprender la presente investigacion. Igualmente, se ha considerado a Penning, A.
(2013) ya que, menciona la contribucion importante de un ingrediente natural “verde”
en la elaboracion de cosméticos, pues, en la actualidad esta caracteristica significa un
plus para la industria y consumidores con consciencia ambiental, asi lo demuestra el
creciente mercado de productos cosméticos con ingredientes naturales.

Es importante mencionar que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha
estimado que aproximadamente un 80% de los habitantes a nivel mundial ha utilizado
la medicina tradicional en sus cuidados de salud. De igual manera, a Castillo Espinoza,
J. C. (2014) quien da a conocer su punto de vista en cuanto al efecto vasodilatador de
planta y propdleos en referencia a lo anterior.

De esta manera, se espera un incremento en la demanda de $7600 millones
pertenecientes al afio 2012 a 13.200 millones que podrian resultar en el 2018. Pues, con
base en investigaciones de mercado cosmético se conoce que los tres segmentos
principales de este son los productos para el cuidado de: la piel y el cabello; asi como,
los productos de higiene bucal. Entonces, el propodleos con su potencial actividad
antioxidante y antiséptica seria un gran aporte como un ingrediente importante en estos
segmentos de productos del mercado cosmético nacional.



Actualmente, es posible encontrar desde alimentos como dulces hasta productos de
limpieza como jabones que contienen propoleos. Sin embargo, también se ha
identificado, otra clase de productos que se desarrollan a base del propoleos, como son
los protectores solares topicos, de acuerdo a investigaciones; las cuales han demostrado
la accion fotoprotectora de los metabolitos secundarios de las plantas; sobre todo los
flavonoides. Muchos estudiosos han considerado que la clave para la proteccion es la
concentracion de electrones deslocalizados en los anillos bencénicos de las estructuras
quimicas de esas sustancias, lo que facilita el traslado de energia; citando a Valadao,
A. F. Reis, De Lima, y Moreira. (2009).

2.2. Enfoque tedrico

2.2.1. El propoleos

Considerando el aporte investigativo de Ramos y Miranda (2007); se conoce que
propoleos etimoldgicamente proviene del griego pro que significa defensa (delante) y
polis que significa ciudad, por la tanto el propdleos protege a la colmena de las
condiciones fisicas externas y de los microorganismos e insectos invasores. Peia,
(2008) ha contribuido con lo siguiente, en cuanto al propdleos con ntimero CAS
(Chemical Abstracts Service registry number) 9000-62-5, dando a conocer que es una
resina de composicion compleja, elaborada por las abejas meliferas, Apis mellifera y
con diversas caracteristicas fisicas y organolépticas.

Cabe resaltar el aporte de Lopez (2015), quien encontrd en su estudio referente a la
actividad antimicrobiana y antioxidante del propoleos; que ademas de ser un material
pegajoso, gomoso, resinoso, de color variable marron verdoso, marron oscuro, verde
oscuro, amarillo verdoso, castafio, rojizo e incluso negro dependiendo de su origen. De
igual forma, tiene un aroma placentero, a yemas de especies arboreas, miel, ceras y
vainilla, no obstante también, puede tener sabor amargo. Este solo se obtiene de la
recoleccion de las exudaciones o secreciones de origen vegetal (yemas, corteza, ramas,
frutos jovenes, etc.) realizada por la abeja (Apis mellifera). Y de acuerdo con el mismo
autor, estas exudaciones se mezclan con otros agentes como polen y enzimas dando
lugar a una modificacion fisica y quimica; posteriormente el producto es transportado
al interior de la colmena.

Ahondando en el mismo aspecto del propoleos, se toma de referente a Sohaimy y
Masry (2014); quienes reconocen que las abejas lo obtienen de exudados y brotes de las
plantas del alrededor de la colmena y lo mezclan con sus secreciones y cera. Dandose
todo este proceso, generalmente a temperatura ambiente; resultando pegajoso, duro y
quebradizo a bajas temperaturas, asi mismo su color puede variar de pardo oscuro a



pardo claro, o bien pueden ser rojos, amarillos y verdes, de consistencia friable y dura,
también gomosa y elastica.

Para la presente investigacion es necesario hacer referencia a un estudio de relevante
importancia, como lo es el de los propoleos rojos cubanos de Fernandez, Rubio y Pérez
(2012), quienes explican que “Las abejas aplican el propoleos en capas finas en las
paredes internas de la colmena o en otra cavidad interna. Este es usado para bloquear
agujeros y grietas, para reparar y fortalecer los bordes del panal y para proteger la
entrada de la colmena”. Es importante también mencionar que ha sido usado como
sustancia embalsamadora, para cubrir a los invasores de la colmena que las abejas han
matado y que no pueden transportar fuera de la misma. Y finalmente explican que “las
abejas utilizan las propiedades quimicas y bioldgicas del propodleos, evitando la
putrefaccion de los habitantes extrafios a la colmena y también de esta manera evita la
incidencia de bacterias y hongos”.

Como es de gran importancia para esta investigacion se ha recurrido nuevamente a
Daraban, Olah y Campean (2015) y estudiosos que hacen referencia a la caracteristica
de antibidtico que tiene el propdleos, pues, es ademas, muy poderoso, debido a la
presencia de polifenoles. Sin olvidar que el aceite esencial le imparte propiedades como
antimicrobiano, antifiingico, antitumoral, antiinflamatorio, hepatoprotector,
antidiabético, cardioprotector, antiangiogénico y propiedades inmunomoduladoras.

Ademas, los estudiosos han logrado comprobar que el propdleos contiene
compuestos que regeneran los tejidos dafiados, mejoran la funcion del higado y
pancreas, gracias a la presencia de propiedades epitelizantes, anti-edematoso, efectos
radioprotectores y antiasmaticos. El propdleos brasilefio es apreciado en todo el mundo,
desde 2010 a 2012 el precio de un kilogramo de propdleos brasilefio crudo Aumento
mas del 50% en el mercado internacional; segiin Schmidt, Stock, Chada, Finger, y
Torres, (2014).

En cuanto a las propiedades mencionadas; la revista de quimica de la Universidad
Pablo de Olavide de Espafia (2012) da a conocer que el ser humano ya conocia las
propiedades de esta maravillosa sustancia desde tiempos remotos. Pues, se ha
reconocido de acuerdo a las respectivas investigaciones que en el Antiguo Egipto los
sacerdotes lo utilizaban como parte integrante de los ungiientos y cremas de
embalsamar; mas tarde lo utilizaron los griegos, a quienes debemos el nombre de
“propdlis”, que como ya se menciond, esta palabra que hace referencia a la proteccion
de la ciudad (“pro”: delante de; y “propo6lis”: ciudad). Igualmente, Aristoteles hace
referencia a esta sustancia llamandola “remedio para las infecciones de la piel, llagas y
supuraciones”. Esto, incluso aparece citado en el Coran y se tiene constancia de que los
incas lo utilizaban para tratar enfermedades febriles.



2.2.2. Composicién quimica del prop6leos

En cuanto a la composicion quimica del propodleos, se ha podido verificar, gracias a
la colaboracion de Jain, Marchioro, Batista y Araujo (2014), que depende de las
diferentes regiones geograficas o de estaciones del afio debido al cambio en la
vegetacion. Las propiedades medicinales y biologicas de un tipo particular de propdleos
dependen de su composiciéon quimica, que a su vez depende del componente quimico
de la resina recogida por las abejas. Por lo que cabe mencionar el siguiente analisis:

Un analisis primario de cualquier muestra de propdleos permitird determinar, en
lineas generales, la presencia de cera, intimamente mezclada en proporciones de entre
20-30 %. Ciertas muestras obtenidas por raspado de cuadros presentan cantidades de
cera algo superiores, entre 25-35%, la presencia de resinas y balsamos aromaticos
constituye del 40 al 55%, la presencia de aceites esenciales es entre el 5y el 10%, el
polen representa entre el 4 y 5% del peso de una muestra y por ultimo las sustancias
organicas y minerales constituyen un 5 % (Del Cueto, 1994); (Campos, 1987; Asis,
1989 (citado por Chaillou, 2005)). También se identificaron aminoacidos, acidos
alifaticos y sus esteres, acidos aromadticos y sus esteres, alcoholes, aldehidos,
flavonoides, agliconas, hidrocarburos, cetonas, terpenos y vitaminas. Lopez, (2015).

Citando a Bankova, Christov, Kujumgiev, Marcucci, y Popov (1995); pues, se ha
considerado de alta importancia su aporte al dar a conocer que: “De las mas de 300
sustancias en el propdleos, tres grupos quimicos merecen la prominencia debido a las
actividades biologicas que ejercen: los flavonoides, derivados de acido cindmico y
terpenos. Los flavonoides han sido considerados los principales compuestos biologicos
activos del propoleos”. Completando lo anterior con Salamanca, Carvajal, y Principal
(2007), quienes resaltan que los polifenoles de origen botanico que han sido usados
como los marcadores de la calidad del propdleos. De la misma forma, Valadao, Reis,
Lima, y Moreira (2009), consideran que estos son producidos en las plantas y poseen la
funcion de atraccion para los polinizadores, pues varian de colores como del amarillo al
rojo de pétalos de flores.

Daraban (2015) en su estudio recalca que el propoleos europeo, chino y argentino se
caracteriza por la presencia de acidos fendlicos y flavonoides, siendo el mas abundante
Crisina (2-4%). Contribuyendo, de la misma forma, Schmidt, Stock, Chada, Finger, y
Torres (2014) habla de que los flavonoides y los acidos fendlicos o sus ésteres suelen
formar hasta el 50% de todos los constituyentes de propdleos. Sin olvidar que, los
principales componentes bioactivos de los propoleos son los compuestos fenodlicos,
flavonoides y terpenos Ramnath, Venkataramegowda, y Singh (2015).



2.2.2.1. Flavonoides

Los flavonoides, junto con los acidos fendlicos y sus ésteres, genéricamente
denominados “compuestos fenolicos”, son actualmente considerados los principales
componentes bioactivos del propoleos. Cabe mencionar que, ambos absorben radiacion
en la region UV del espectro electromagnético protegiendo de la radiacion solar a los
tejidos vegetales mas sensibles. Los compuestos fenolicos estan formados por un anillo
aromatico unido por lo menos a un grupo oxhidrilo, como el acido cafeico, fertlico,
cumarico y cinamico, comunes en los vegetales y en el propoleos.

Los flavonoides son productos de gran importancia para este proyecto por lo que es
necesario citar a Angulo Vaca quien hace referencia a estos como:

“Productos naturales ampliamente distribuidos en el reino vegetal. Esta pudiera ser
una de las razones que justifica su abundancia en propoéleos fundamentalmente de zonas
templadas, aunque no son exclusivos de esta localizacion. Los flavonoides,
pertenecientes al grupo de los polifenoles, son fitonutrientes presentes en diversas
plantas que constituyen una parte integrante de la alimentacion humana. Poseen
caracteristicas antioxidantes, propiedades quelantes y estan asociados a la prevencion
de patologias crénicas y enfermedades relacionadas con la edad. La actividad mas
conocida de los flavonoides es su proteccion contra el estrés oxidativo. Los flavonoides
pueden eliminar los radicales peroxilo, ser eficaces inhibidores de la peroxidacion
lipidica y ser quelantes de los metales redox-activos, evitando la ruptura catalitica del
peroxido de hidrogeno. Angulo Vaca, J. B. (2014).

Los flavonoides, de acuerdo con Robbers (1996) presentan un esqueleto carbonado
C6-C3-C6, donde los grupos C6 se corresponden con agrupamientos bencénicos y la
porcion C3 se presenta formando parte de un heterociclo generalmente. Y nuevamente
haciendo referencia al estudio de los propdleos rojos de Fernandez, Rubio y Pérez
(2012) se considera que las diferentes categorias estructurales se observan en la figura
1, siendo més abundantes las correspondientes a flavonas, flavanonas, flavonoles,
antocianidinas e isoflavonas. Y de acuerdo Robbers, (1996) en algunos casos el anillo
heterociclico de seis miembros no se presenta y en su lugar se aprecia una cadena abierta
(chalconas).

Cabe recalcar que, estos compuestos tienen importantes propiedades antioxidantes,
ya que, minimizan la peroxidacion lipidica y el efecto de los radicales libres,
contribuyendo de esta manera a reducir el riesgo de enfermedades cardiovasculares,
segtn el estudio de Bedascarrasbure, Maldonado, Alvarez, Rodriguez (2004).

De la misma forma, Edreva y Kostoff (2005) mencionan que la concentracion de los
flavonoides en las plantas varia de acuerdo con la estacion en que fue producido, asi
como con la vegetacion, clima y relieve en los cuales estan los colmenares y de qué
partes de las plantas las abejas (Apis mellifera) recolectaron el propoéleos.



2.2.2.2.  Acidos fenélicos

En cuanto a los acidos fenodlicos, Jorge Ringuelet (2013) sefiala que las funciones
biologicas de los compuestos fendlicos vegetales son muchas y muy variadas,
entendiendo desde sustancias odoriferas y pigmentos que atraen a los agentes
polinizadores, venenos y disuasorios alimentarios (algunos son toxicos para mamiferos
e insectos), compuestos alelopaticos, componentes estructurales y agentes antifungicos
y antimicrobianos. Asi, varios fenolicos cumplen funciones especificas para la planta,
como inhibidores de la germinacidn, protectores contra la radiacion ultravioleta (UV),
moléculas de sefializacidn, entre otros roles.

Asi mismo, Bedascarrasbure, Maldonado, Alvarez, y Rodriguez, (2004) indican que:
“Los acidos fenolicos como el cafeico, ferulico, cumarico y cindmico, son comunes en
los vegetales y en el propdleos. Dicha composicion les proporciona propiedades
bactericidas, fungicidas y antivirales”. Y en cuanto, a los acidos fendlicos, CAPE,
cafeico, p-cumarico y ferulico se encuentran en todas las muestras analizadas de
propoleos chilenos, los &cidos clorogénico y galico dependen del afio de recoleccion de
la muestra segiin Veloz, Saavedra, Lillo, Alvear, Barrientos, Salazar (2015).

Asi, los compuestos fenolicos naturales son:
- Acido cafeico.

- Acido cindmico.

- Acido p-cumarico.

- Acido fertlico.
- Ester fenetilico del acido cafeico. (CAPE)
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Ester fenetilico del acido cafeico (CAPE)

Figura 1. Acidos fendlicos més frecuentes

Fuente. Vargas-Sanchez, Torrescano-Urrutia, Mendoza-Wilson, Vallejo-Galland, Acedo, Sanchez y
Sanchez-Escalante (2014). Mecanismos Involucrados en la Actividad Antioxidante y Antibacteriana del
Propdleos. (Pags. 32-37).

2.2.2.3.  Antraquinonas

Las antraquinonas constituyen el grupo mas numeroso de las quinonas
naturales, son compuestos aromaticos polihidroxilados metilados y
suelen tener sustituyentes en C2 y C3 formando grupos mas complejos,
pudiendo ser esta estructura, la responsable de la accion antioxidante,
observada en las muestras estudiadas.
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2.3. Radicales libres

Enreferencia a los radicales libres, se habla de las reacciones oxido-reductoras, pues,
constituyen una parte esencial del metabolismo aerobico en los organismos vivos y
ocurren principalmente entre moléculas organicas. Asi, se cita a Vargas, Torrescano,
Mendoza, Vallejo, Acedo, Sanchez, (2014) quienes mencionan que:

“Durante el desarrollo de este tipo de reacciones en sistemas bioldgicos normales,
como la produccion de energia, fagocitosis, regulacion del crecimiento celular,
sefalizacion intercelular y sintesis de compuestos bioldgicos importantes como el ATP
(Adenosin Trifosfato), es comtn que se formen sustancias reactivas al oxigeno (ROS)
a manera de intermediarios: oxigeno (O2) y peréxido de hidrogeno (H202). Sin
embargo, el organismo puede sufrir ciertos desequilibrios que conducen a la formacion
de ROS con actividad de radicales libres por la transferencia de electrones
desapareados, atacando los lipidos de las membranas celulares, modificando proteinas
estructurales, asi como carbohidratos y ADN”.

Los radicales libres son atomos o grupos de atomos que tienen un electron
desapareado o libre, por lo que son muy reactivos ya que tienden a captar un electron
de moléculas estables con el fin de alcanzar su estabilidad electroquimica. Una vez que
el radical libre ha conseguido sustraer el electron que necesita, la molécula estable que
se lo cede se convierte a su vez en un radical libre por quedar con un electron
desapareado, iniciandose asi una verdadera reaccion en cadena que destruye nuestras
células. La vida media biologica del radical libre es de microsegundos, pero tiene la
capacidad de reaccionar con todo lo que esté a su alrededor provocando un gran dafio a
moléculas, membranas celulares y tejidos.

En cuanto a los radicales libres, Avello y Suwalsky (2006) en su estudio de la Gltima
década, consideran que se han acumulado evidencias que permiten afirmar que los
radicales libres y el conjunto de especies reactivas que se les asocian juegan un papel
central en nuestro equilibrio homeostatico. Las reacciones quimicas de los radicales
libres se dan constantemente en las células de nuestro cuerpo y son necesarias para la
salud, pero el proceso debe ser controlado con una adecuada proteccion antioxidante.
Para, una correcta descripcion de este tema se cita a Martinez, y otros estudiosos
quienes explican que:

Los flavonoides retiran oxigeno reactivo especialmente en forma de aniones
superoxidos, radicales hidroxilos, peroxidos lipidicos o hidroperdxidos. De esta
manera, bloquean la accion deletérea de dichas sustancias sobre las células. Sus efectos
citoprotectores son, por ejemplo, bien patentes en fibroblastos de la piel humana,
queratinocitos, células endoteliales y ganglios sensoriales cultivados en presencia de
sulfoxina- butionina, un inhibidor irreversible de la glutation sintetasa. Diversos
flavonoides han mostrado su eficiencia para eliminar los procesos de peroxidacion
lipidica del acido linoleico o de los fosfolipidos de las membranas, la peroxidacion de

12



los glébulos rojos o la autooxidacion de los homogeneizados de cerebro. Asimismo, se
ha comprobado su potente capacidad de inhibir in vitro la oxidacion de las lipoproteinas
de baja densidad (LDL) por los macrofagos y reducir la citotoxicidad de las LDL
oxidadas. De hecho, las poblaciones que consumen productos ricos en flavonoides
estadisticamente presentan menores riesgos de afecciones cardiovasculares. Martinez,
Gonzalez, Culebras, y Tuiidén (2002)

Cabe recalcar que cuando el aumento del contenido intracelular de ERO (Especies
reactivas de oxigeno) sobrepasa las defensas antioxidantes de la célula se produce el
estrés oxidativo, a través del cual se induce dafio a moléculas biologicas como lipidos,
proteinas y acidos nucleicos. Es decir, que el estrés oxidativo se presenta en diversos
estados patologicos en los cuales se altera la funcionalidad celular, contribuyendo o
retroalimentando el desarrollo de enfermedades degenerativas como la aterosclerosis,
cardiomiopatias, enfermedades neuroldgicas y cancer (Gutteridge y Halliwell, 1999).

Como es de conocimiento, sus propiedades anti-radicales libres se dirigen
fundamentalmente hacia los radicales hidroxilo y superdxido, especies altamente
reactivas implicadas en el inicio de la cadena de peroxidacion lipidica y se ha descrito
su capacidad de modificar la sintesis de eicosanoides (con respuestas anti-prostanoide
y anti-inflamatoria), de prevenir la agregacion plaquetaria (efectos antitromboticos) y
de proteger a las lipoproteinas de baja densidad de la oxidacion. Martinez, Gonzalez,
Culebras, y Tufion, (2002). Asi mismo, La alta actividad antioxidante del propoleos
hace que sea un buen antioxidante natural que se puede utilizar como conservante
natural y / o aditivos de alimentos para ayudar a protegerlos contra el deterioro de
acuerdo con los estudios que han realizado Stoia, Cotinghiu, Budin, y Oancea, (2015).

2.4. Actividad antioxidante

Como ya se ha comentado con anterioridad, la composicion quimica del propoleos
es muy compleja y depende de la flora en el 4rea donde es recolectado (Salamanca et
al., 2000), esta composicion también depende de fendmenos locales, vinculados con la
temperatura, las precipitaciones, el tipo de suelo, la humedad relativa, insolaciéon y la
evapotranspiracion. En ese sentido, es necesario considerar la similitud en algunos
componentes basicos de algunos vegetales, cuyas caracteristicas particulares vendran
dadas por las diversas combinaciones de los elementos que las constituyen. (Osorio y
Salamanca, 2002).

De esta manera, los flavonoides y acidos fenolicos son considerados los principales
compuestos bio-activos del propoleos. Los mas comunes en las plantas y en el propoleos
son: apigenina, kaaempferol, pinocembrina, galangina, quercetina y hesperidina. Dichos
compuestos poseen importantes propiedades antioxidantes, que reducen el riesgo de
afecciones cardiovasculares (Hertog et al., 1993) y el envejecimiento en humanos.
También se ha encontrado un significativo numero de diferentes azflicares,
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hidrocarburos y monoésteres (Bankova et al., 1998, Negri et al., 1998). Los compuestos
fendlicos constituyen mas del 50 % del peso total del propdleos. La literatura existente
sefala que la actividad principal es debida a los flavonoides, cerca de 4000 sustancias
diferentes han sido registradas (Menezes, 2005), por eso la relacion flavonoides-efecto
biologico de los propdleos revela el interés de cuantificar estos constituyentes (Bruschi
et al., 2003).

Asi, de acuerdo con varios investigadores se considera que el propoleos por sus
propiedades fisico-quimicas es un antioxidante que arrastra radicales libres (Banskota
et al., 2000; Banskota et al., 2001; Merino et al., 1996; Paulino et al., 2001; Pefia, 2008).
Kumazawa et al., (2004) determinaron que los propdleos procedentes de Argentina,
Australia, Brasil, Bulgaria, Chile, China (Hebei, Hubei, and Zhejiang), Hungria, Nueva
Zelanda, Sud Africa, Tailandia, Ucrania, Uruguay, Estados Unidos y Uzbekistan se
caracterizaban por presentar una alta actividad antioxidante. Se menciona también que
el radical DPPH ha sido ampliamente utilizado para evaluar la captura de radicales
libres.

Tabla 1. Mecanismos Antioxidantes

Compuesto Actividad antioxidante Referencias
Apigeninay Naringenina Hidroxilacion en los grupos 5, 7 y 4', Dasy Poereira, 1990
Kaempferol y presentan  propiedades antiradi  -cales,

Quercetina hidroxilacién en carbono 3, presenta mayor
actividad que en los sustituyentes 5,7 y 4°
hidroxilacion.

4cidos cafeicoy feralico  La presencia de grupos -CH=CH-COOH en Kumar-Maurya D, y
ambos compuestos, pueden ser responsables  Asir-Devasagayam TP,
de la actividad antioxidante. La presencia de  2010; Ergun et al.,2011;
grupos donadores de electrones en el anillo de  Kanaski et al., 2002
benceno (3-metoxi y en mayor importancia 4-
hidroxil), inhibe la formacion de radicvales
libres; el grupo carboxilo con una insaturacion
adyacente (C-C), provee un sitio para ataque
de radicales y posee cierta proteccion contra la
per -oxidacion lipidica.

Fuente: Vargas, Torrescano, Mendoza, Vallejo, Acedo, Sanchez Escalante, (2014). Mecanismos
Involucrados en la Actividad Antioxidante y Antibacteriana del Propoleos. (Pags. 32-37).
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2.5. Plantas apicolas

Estas, son plantas visitadas por abejas para obtener polen, resinas o néctar, con lo
que producen miel o propdleos. Torre recalca que esta categoria se ha separado de
“alimento de invertebrados” por la importancia que tiene la apicultura en paises en
desarrollo, como el Ecuador. Pues, la actividad apicola comercial se inici6 en 1870, con
las primeras colmenas de la abeja mielera europea (Apis mellifera var. Lingiiistica)
traidas por religiosos desde Francia hacia Cuenca, y desde este lugar se distribuy6 a
otras ciudades del pais. Torre, (2008).

En cuanto a datos porcentuales se considera que; a nivel mundial, las principales
familias nectariferas y poliniferas son: Fabaceae, Lamiaceae, Brassicaceae, Poaceae y
Asteraceae. De acuerdo con Carpio y Barragan quienes indican que las plantas de estas
familias tienen plena aceptacion por parte de las abejas por la notable cantidad de néctar
y su elevada concentracion de azucares, que esta por encima del 50% (Philippe 1990).
Las Poaceae proveen gran cantidad de polen. En nuestro pais existen muy pocos trabajos
sobre plantas meliferas. En la zona de la Argelia de la provincia de Loja se reportan 59
especies (Camacho 2000) y en la microcuenca del rio Uchima en la misma provincia se
identificaron 27 especies de arboles y arbustos con potencialidad apicola. Carpio y
Barragan (2008).

De esta manera es imprescindible destacar las siguientes especies; ya que, cuentan
con mayor nimero de registros con uso apicola.

Tabla 2. Especies apicolas mas frecuentes.

Familia Especie Nimero de registros
Fabaceae Acacia macracantha 5
Solanaceae Acnistus arborescens 5
Asteraceae Baccharis latifolia 5
Asteraceae Bidens pilosa 4
Polemoniaceae Cantua quercifolia 4
Rubiaceae Coffea arabica 4
Lythraceae Cuphea ciliata L
Asteraceae Liabum eggersii L
Anacardiaceae Mauria heterophylia 4
Asteraceae Verbesina sp. 4
Asteraceae Vernonanthura patens 4

Fuente: Carpio y Barragan (2008), Enciclopedia de las Plantas Utiles del Ecuador. Quito- Ecuador.

Como se observo, ademads, se reconoce que en el catadlogo de Carpio y Barragéan se
reportan 197 especies de plantas con uso apicola, la mayoria de ellas nativas, lo que
representa un gran potencial que podria contribuir a que el uso tradicional de pocas
especies muy bien conocidas por los apicultores por su gran valor melifero, y en su
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mayoria introducidas, como el eucalipto (Eucalyptus sp.), la alfalfa (Medicago sativa),
el trébol (Trifolium sp.) y los citricos (Citrus reticulata, C. maxima), se amplie a una
mayor diversidad de especies que incluya sobre todo plantas autoctonas.
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CAPITULO 3
METODOLOGIA, RESULTADOS Y

DISCUSION

3.1. Recoleccion de muestras

De acuerdo, a los resultados obtenidos en el estudio de Lopez, Marti, Subovsky, y
Castillo. (2016), se encontré que son relevantes tres métodos de recoleccién de
propdleos versus su rendimiento se concluye que el método de recoleccion de los
propoleos no influye en el rendimiento. De esta manera, es necesario que las muestras
que se recolectaron por el método mas sencillo y tradicional, el cual consiste en el
raspado de los marcos de madera de la colmena con la ayuda de una espatula metalica,
sirvan de base para otros métodos que se relacionan con la recoleccion utilizando mallas
mosquiteras y utilizando cufas separadoras.

Las muestras de prop6leos objeto de estudio se identificaron como PE-14; PE-17 y
PE-19. Los datos de cada una de ellas se resumen en la tabla 3. Los propoleos estudiados
fueron producidos por abejas de la especie Apis mellifera.

Tabla 3: Datos de las muestras de prop6leos colectadas.

Muestra Apicultor Fecha de Localizacion
recoleccion
PE 14 Diana Palomino octubre/16 Sayausi
PE 17 Naum Zumba noviembre/16 Gualaceo
PE 19 Natim Zumba noviembre/16 Chiquintad

Fuente: Autores
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3.2. Preparacion del extracto

Las muestras PE-14 (27,6129 g), PE-17 (48,1568 g) y PE-19 (45,8105 g), se
sometieron a un proceso de maceracion en un erlenmeyer, utilizando como disolvente
metanol absoluto (Sigma Aldrich,) cantidad suficiente para sumergir completamente las
muestras. El proceso se realiz6 durante siete dias con recambio de disolvente al tercer y
quinto dia. Los extractos metanolicos se filtraron con algodon desengrasado, se
reunieron y se concentraron a sequedad en un rotaecvaporador Biichi a 40°C a presion
reducida. Los extractos secos de propoleos se almacenaron en frascos de vidrio color
ambar conservandose a 6 — 8°C hasta sus analisis.

3.2.1. Resultados y discusion del rendimiento de los extractos de
propdleos

Los rendimientos obtenidos en el proceso de extraccion de las muestras de propdleos
se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Rendimiento de extractos de propéleos.

MUESTRAS PESO DEL PESO DEL RENDIMIENTO
PROPOLEOS EXTRACTO (g) %
CRUDO (g)
PE-14 27,6129 10,7904 39.08
PE-17 48,1568 20,5562 42,69
PE-19 45,8105 17,4006 37.98

Fuente: autores

Como se constata los rendimientos oscilaron entre 37 y 42 %. Esta variabilidad
obedece a la propia naturaleza de los propoéleos, los cuales resultan de una mezcla
mecanica que realiza la abeja. También estd condicionado por la disponibilidad de las
resinas vegetales a las que tenga acceso el insecto, la cantidad de ceras que le incorpore
al propoleos y el tipo de disolvente utilizado. Los resultados por tanto son l6gicos. Otros
autores también han informado variabilidades similares argumentando las razones
anteriormente expuestas. Por ejemplo en propoleos colombianos se obtuvieron
rendimientos entre 2,72 a 9,17%; en propdleos marrones brasilefios entre 2,6 y 27,6%,
en propoleos chilenos alrededor de 18,6%; en los casos de Nueva Zelanda y Bélgica
13,2 y 21,1% respectivamente. En propoleos cubanos Cuesta y col. (2001) compararon
los rendimientos de 21 muestras de propdleos y pudieron constatar también la diferencia
de rendimiento, inclusive en muestras de propdleos provenientes de una misma
provincia y con igual componente mayoritario.

Con vistas a agotar la muestra y minimizar los efectos de la selectividad del
disolvente con respecto a la polaridad de los compuestos, el proceso de extraccion se
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desarrollé recambiando tres veces el disolvente durante los siete dias. Este factor
también puede influir en la variabilidad de los rendimientos que se obtienen para
propoleos.

3.3.  Andlisis por cromatografia en capa delgada (CCD)

La CCD se desarrolld utilizando placas de Silica gel GF254 (0,20 mm) con
dimensiones de 5 x 10 cm. Estas se encontraban sobre soporte de aluminio. Las muestras
se aplicaron con el uso de capilares de vidrio, dejando secar al ambiente las aplicaciones.

Se utilizé una camara cromatografica de vidrio de 21,5 cm de alturay de 23 cm x 6
cm el area de la base. La corrida cromatografica se realizo bajo una camara extractora
de gases en el laboratorio y se trabajo a temperatura ambiente (25-29°C). El tiempo de
saturacion de la camara fue de 15 minutos.

La fase moévil utilizada en las corridas cromatograficas fue una mezcla de
cloroformo: metanol en proporciones 9:1. Todos los disolventes fueron quimicamente
puros. Después de la corrida, el secado de la placa se efectud a temperatura ambiente
bajo la corriente de aire de la campana.

Se realizaron dos tipos de revelado, fisico y quimico. El revelado fisico se desarrolld
al someter la placa bajo la luz ultravioleta, a longitudes de onda de 254nm y 365nm. El
revelado quimico se llevd a cabo con vainillina, dcido sulftrico y calor; y disolucion al
0, 2% en metanol del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). Para el primer
revelador, después de rociar la placa con la ayuda de un nebulizador se calent6 la misma
en una a una plancha de calentamiento a una temperatura entre 105y 110°C de 3 a 5
minutos, hasta que se modificé la apariencia de la misma. En el caso del DPPH, una vez
rociada la placa, se observo la modificacion del color de la misma, en tiempo cero y a
los treinta minutos posteriores a la nebulizacion con el reactivo.
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3.3.1. Resultadosy discusion

Analisis por cromatografia en capa delgada

a): FM: cloroformo: metanol (9:1) b) FM: cloroformo: metanol (9:1)
Revelado con vainillina al 1% en medio acido Revelado con luz UV a 365 nm
De izquierda a derecha: muestra 14, 17y 19
Figura 2.1 De izquierda a derecha: muestra 14, 17y 19

c¢) FM: cloroformo: metanol. 9:1

d)

FM: cloroformo: metanol. 9:1

Revelado con luz UV a 254 nm Revelado con dls,olumon de DPPH (30 minutos
después de la exposicion)
De izquierda a derecha: muestra 14, 17y 19

Figura 2.3 De izquierda a derecha: muestra 14, 17 y 19; Q:

quercetina Figura 2.4

Figura 2. Andlisis cromatografico por CCD de los extractos de las muestras de propdleos. Fuente: autores.
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Las tres muestras de propdleos objeto de estudio fueron analizadas por CCD con el
objetivo de establecer una comparacion preliminar entre ellas. La combinacion de
diferentes reveladores permite inferir informacion general sobre los compuestos
quimicos presentes en dichas muestras.

Los cromatogramas obtenidos para las muestras, utilizando como fase movil
cloroformo: metanol (9:1) y diferentes reveladores, se muestran en la figura 2.

Como se observa, las tres muestras objeto de estudio, presentaron un
comportamiento similar en cuanto a la existencia de componentes de polaridad diversa
cuando se revela con vainillina al 1% en medio acido (Figura 2a). Esta aseveracion se
sustenta en la existencia de manchas desde el punto de aplicacion hasta el frente del
disolvente. También se evidencia similitud entre ellas al analizar las coloraciones
tomadas frente a este revelador, que sugiere la presencia de compuestos de naturaleza
fenodlica (coloraciones rojizas) y de naturaleza triterpénica (coloraciones violdceas
oscuras que alcanzan el frente del disolvente) en las tres. Los resultados en cuanto a la
definicion de las manchas no fueron buenos, ya que no se aprecia resolucion entre ellas.
Este comportamiento se puede justificar teniendo en cuenta que el revelador empleado
es de caracter general y el hecho que los propoleos generalmente estan constituidos por
mezclas complejas y variadas de compuestos quimicos.

Tabla 5: Relacion entre el color observado y la posible estructura de los compuestos quimicos. (Wagner
& Bladt, 1996)

Color Metabolito sugerido

Amarillo fluorescente intenso Antronas y antranoles

Naranja, verde y azul Glicosidos de flavonoides

Azul intenso, azul verdoso Cumarinas

Azul Acidos fendlicos (ejemplo caféico)
Amarillo anaranjado, amarillo Flavonoles

verdoso

Naranja, amarillo verdoso Flavonas

Fuente:(Wagner & Bladt, 1996)

Los cromatogramas obtenidos revelando bajo luz UV (365 nm y 254 nm),
demostraron la existencia de compuestos quimicos con valores de Rf de medios a altos,
que deben poseer en su estructura cromoforos conjugados (Figura 2.b). El
comportamiento de estas muestras bajo luz UV 365 nm resulté muy interesante sobre
todo por la presencia de manchas de color café, amarillo y azul. (Figura 2.c) La literatura
(Wagner & Bladt, 1996) sugiere posibles relaciones entre el color observado y la
estructura de los compuestos analizados (Tabla 5)
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La presencia de muchas de las familias de compuestos organicos resumidas en la
Tabla 5, ha sido ampliamente sustentada a nivel internacional para los propoleos. Los
acidos fenolicos y flavonoides son constituyentes frecuentes en muestras de propdleos
de diferentes origenes geograficos. En propdleos de zonas templadas, en particular del
continente europeo, se ha reportado la presencia de 4cidos organicos y sus ésteres entre
los que se incluyen: &cido cafeico y su fenetil éster (Marcucci, 1995; de Groot, 2013;
Elnager et al., 2017). Asimismo, los propodleos verdes de Brasil son ricos en artepillicina
C, un derivado prenilado del acido cafeico (Veiga et al., 2017; Nishikawa et al., 2016).
Un gran ntimero de flavonoides, fundamentalmente flavanonas, flavonas y flavonoles,
se han identificado como constituyentes de propdleos de diversos origenes geograficos
(de Groot, 2013; Alaribe et al., 2016; Segueni et al., 2016). Ademas, la presencia de
antraquinonas también ha sido establecida en algunas muestras de propoleos (Wali et
al., 2017; Soltani et al., 2017). Tomando esta informaciéon como punto de partida, se
podria sugerir la presencia de estos metabolitos en las tres muestras objeto de estudio.

Los resultados obtenidos al revelar con disolucion de DPPH, (Figura 2.4) evidencian
la existencia de componentes con capacidad secuestradora de radicales libres en las
muestras objeto de estudio. En este caso se constata que los mismos corresponden tanto
con manchas de bajos como de altos valores de Rf, incluyendo compuestos que se
mantuvieron en el punto de aplicacion. La similitud del comportamiento cromatografico
observado con los reveladores anteriores se repite en estas condiciones para las tres
muestras. A través de este ensayo, ademas, se podria aseverar que la quercetina no se
encuentra presente en ninguna de las muestras que se estudian ya que no se aprecia
coincidencia entre el Rf de este compuesto y alguna mancha correspondiente a las
muestras estudiadas.

La actividad de muestras de propoleos frente al radical estable DPPH ha sido
ampliamente estudiada a nivel mundial, reportandose una gran variabilidad en cuanto
al poder secuestrante ante dicho radical. Las muestras de propoleos ricas en compuestos
fenodlicos como flavonoides y derivados de fenil propanoides parecen ser
particularmente activas frente al DPPH (Oliveira et al., 2016; Talla et al., 2017; Zhang
et al., 2017; Sanpa et al., 2017; Calegari et al., 2017; Ferreira et al. 2017).

El analisis combinado de los resultados obtenidos a partir de esta técnica
cromatografica permitié sugerir una composicion quimica semejante para las tres
muestras objeto de estudio. Ademas, indico la posible presencia de compuestos con
cromoforos conjugados como antraquinonas, cumarinas, flavonoides y 4cidos fenolicos.
Sin embargo, para confirmar estas suposiciones se requerira de la implementacion de
técnicas que permitan identificar de forma precisa la estructura de los compuestos
quimicos.

Las similitudes apreciadas en los perfiles cromatograficos demuestran, a pesar de
que las muestras no fueron colectadas en los mismos lugares, que su composicion
quimica parece ser similar. Esto podria ser explicado por la posibilidad que tuvo el
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insecto de visitar especies botanicas iguales o similares. Al tener en cuenta que las
muestras proceden de regiones cercanas, es logico suponer el planteamiento anterior. Se
conoce que la composicion quimica del propdleos depende esencialmente de su origen
botanico (de Groot, 2013; Roberto et al., 2016; Duke et al., 2017; Veiga et al., 2017).
Se ha demostrado que existen similitudes entre muestras de propoleos de diferentes
origenes geograficos, incluyendo diferentes paises. Las especies de plantas del género
Populus son frecuentes en paises de zonas templadas y en aquellos casos donde la abeja
vista dichas especies, se ha confirmado la similitud incluso entre paises de diferentes
continentes (Greenaway et al., 1988, Greenaway et al., 1990; Popova 2017 et al.,
Bankova et al., 2000; Popova et al., 2017).

Todas las sugerencias realizadas deben ser confirmadas con estudios posteriores,
solo deben ser consideradas como evidencias preliminares. La CCD es un método
sencillo, econdmico y rapido que permite orientar el trabajo posterior.

Aunque no se propuso como objetivo para este trabajo de investigacion, se considera
importante la realizacion de una investigacion dirigida a la identificacion de la flora que
rodea las colmenas productoras de los propoleos usados en este trabajo. De esta forma
se podria identificar la o las especies vegetales responsables de esta composicion
quimica.

Todo lo expuesto anteriormente, despertd el interés por identificar los componentes
quimicos presentes en los extracto y evaluar la capacidad secuestradora de radicales
libres de los mismos. Ambas determinaciones se presentan en acapites posteriores.

3.4. Cromatografia Gaseosa-Espectrometria de masas

10 mg del extracto de propoleos se disolvieron en 1 ml de etanol al 90%. Se tomaron
100uL de Ia disolucion y se evaporaron a sequedad bajo una corriente de nitrogeno. El
residuo se derivatiz6 con 50ul de N-metil-N-trimetilsililtrifluoruroacetamidea
(MSTFA) a 100°C por 30 minutos.

Se utilizd6 un cromatografo de gases Agilent modelo GC 6890 acoplado a un
espectrometro de masas cuadrupolar HP 5973N. La inyeccion de la muestra se realizo
por el modo “split” con una relacion de 1:10, siendo la temperatura del inyector 280 °C.
Se trabajo con una temperatura inicial de 80 °C y el cromatdgrafo se programo a 60°C
por 2 min, incrementandose hasta 310°C con una relacion de 3°C min-1, seguido de un
proceso isotérmico de 20min. El volumen final de inyeccion fue de 1 pL. Los
componentes de la muestra se fraccionaron en la columna HP-5MS (30m x 0,25mm x
0,25 um). El tiempo total de corrida fue de 100 min, operando por ionizacion electronica
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a 70 eV con un rango de masas de 35 - 700 uma. Como gas portador se utiliz6 helio a
un flujo de 0,8 mL/min.

Las estructuras identificadas fueron propuestas a partir de la comparacion con la base
de datos del equipo (NIST 98) y sobre la base del proceso de fragmentacion general.

La cuantificacion relativa de los compuestos se realizé por normalizacion interna del
area bajo la curva de cada pico cromatografico.

3.4.1. Resultados y discusion Cromatografia Gaseosa Espectrometria de
masas

A partir de las sugerencias obtenidas de los estudios de CCD y la deteccion de
posibles compuestos fenolicos, se decidio realizar un estudio de cromatografia gaseosa
acoplada a espectrometria masas (CG-EM).

La CG-EM ha jugado un papel importante en los estudios de clasificacion de
propoleos. La informacion estructural que brinda esta técnica es superior a la obtenida
por CLAR, pues con la ayuda de bases de datos se puede determinar cualitativamente
la composicion quimica de un extracto total. La separacion previa que se logra a través
del paso de la muestra por la columna también da la posibilidad de cuantificar los
metabolitos de interés.

Este estudio se desarrollo para las tres muestras. La descripcion y discusion de los
resultados obtenidos se realizara primeramente para la muestra 14. Seguidamente se
analizaran comparativamente con la muestra 14, las dos restantes (17 y 19). Los
extractos se trataron con MSTFA para formar los trimetilsilil derivados volatiles, por
lo que los compuestos con grupos hidroxilos presentaron un M+ con 72 unidades de
masa por encima de su masa molecular, por cada agrupamiento de este tipo; lo mismo
sucedid con las masas de los fragmentos que los poseian.

El cromatograma de gases de la muestra 14 (Figura 3), mostr6 un total de 34 picos
fundamentales y se realizo a cada uno de ellos, el espectro de masas por impacto
electronico.
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Figura 3. Cromatograma gaseoso obtenido para la muestra PE14.

Fuente: Autores

El analisis de los espectros de masas de los compuestos relacionados con los
principales picos cromatograficos y las propuestas dadas a partir de la comparacion con
la base de datos (NIST 98), permitié proponer estructuras quimicas o realizar algunas
sugerencias estructurales para 20 de ellos. Estos datos se resumen en la Tabla 6.

Tabla 6: Compuestos identificados a partir del analisis por CG-EM

No. Tr (min) Compuestos Quimicos %
1 6,434 Glicerina 2,426
2 11,925 2,3,4-trihidroxi butanal 1,278
3 18,381 D-fructosa 4,364
4 18,539 Isémero de la D-fructosa 5,290
5 19,750 5-desoximioinositol 1,027
6 20,050 D-galactosa 2,570
7 21,935 Glucosa 2,206
8 22,244 Acido hexadecanoico 0,932
9 24,052 Acido cafeico (acido 3,4-dihidroxicinamico) 0,563
10 25,207 Acido oleico (4cido 9- octadecenoico) 1,234
11 28,002 Desconocido 2,001
12 28,892 Acido eicosanoico 0,887
13 29,362 Desconocido 0,833
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No. Tr (min) Compuestos Quimicos %

14 29,649 Desconocido 1,194
15 29,720 Desconocido 0,924
16 30,311 Desconocido 3,341

17 31,286 Desconocido 0,914
18 32,210 Desconocido 0,472
19 32,653 1-octadecilglicerol 0,694
20 32,893 Desconocido 0,571

21 33,538 1,3,8-trihidroxi-6-metilanthraquinona 0,984
22 34,027 Desconocido 0,843

23 34,637 Acido tetracosanoico 240 0,566
24 35,314 eicosilglicerol 0,809
25 37,152 Desconocido 1,262
26 40,152 Isdbmero de lupenona 14,674
27 40,342 Desconocido 6,661

28 40,627 Isémero del lupeol 4,030
29 40,828 Lup-20(29)-en-3-ona (lupenona) 20,635
30 41,305 Lupeol 3,828
31 41,452 Cicloartenol 1,574
32 43,547 Desconocido 3,423

33 43,739 Desconocido 4,291

34 45,046 Desconocido 2,699

Fuente: Autores

Como se observa en la Figura 3. y la Tabla 6. hasta los 21,9 minutos se detectan
azucares y polioles en general. Estos compuestos forman parte de la composicion
quimica de los propodleos recolectados en cualquier zona geografica (Bankova et al.,
2000; de Groot, 2013). La presencia de polioles en general y de azlicares en particular,
es una caracteristica inherente a los propdleos de cualquier origen geografico. Aunque
los azucares no son constituyentes fundamentales de la mayoria de los exudados
vegetales que recolectan las abejas para producir propoleos, si se encuentran de forma
mayoritaria en el néctar que el insecto recolecta para producir miel. Por esta razon, las
muestras de propodleos siempre presentan azicares. Es importante destacar que la
manipulacion que desarrolla el hombre al recolectar los productos de la colmena (miel
y propdleos), también puede influir en este resultado. El porcentaje relativo que
mostraron estos componentes con respecto al total de los compuestos detectado fue de
19,16 %.
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A partir de los 22,2 min y hasta alrededor de los 37 min, se detectaron compuestos
con caracteristicas acidas, éteres derivados de la glicerina, una antraquinona y otros
compuestos que no pudieron ser identificados partir de la comparacion con la base de
datos (picos cromatograficos desde el 8 hasta 25).

Entre los compuestos acidos, se identificaron acidos carboxilicos de cadena larga
como el acido palmitico (hexadecanoico), el acido eicosanoico, el acido tetracosanoico
y el acido oleico (acido alifatico insaturado), los cuales correspondieron con las sefiales
8, 12,23 y 10, respectivamente. Se detecté ademas al acido caféico (derivado del acido
cinamico) al que le correspondio la sefial 9. Los espectros de masas de todos estos acidos
se pueden consultar en los anexos 1, 2, 3,4 y 5. La presencia de acidos grasos saturados,
insaturados, aromaticos y derivados de fenilpropanoides ha sido ampliamente
demostrada en muestras de propdleos de diferentes origenes geograficos (Markham et
al., 1996; Mirzoeva et al., 1996; Park et al., 2002; Rebiai et al., 2017).

Las sefiales que caracterizaron los espectros de masas de estos acidos estuvieron en
total correspondencia con lo reportado en la literatura (Charalampos et al., 2013). Se
observd un patrén de fragmentacion semejante para los acidos palmitico, oleico,
eicosanoico y tetracosanoico que responden a los iones M+, [M-15] + y a los iones
fragmento m/z 145, 132, 117 y 73, respectivamente

La Tabla 7 muestra las estructuras identificadas y los iones fragmentos que
caracterizan sus rupturas fundamentales.

Tabla 7: Estructura de los éacidos carboxilicos identificados e interpretacion de los fragmentos
fundamentales obtenidos.

Namer Estructura del lones
ode compuesto fragmento Interpretacion
sefial P m/z
328 M*
313 [M-15]*
8 CH3-(CH2)14-COOH 145 [CH-CHo-
COOSi(CH3)3]"
132 Reordenamiento de
McLafferty
117 [-COOSi(CH3)31*
73 TMS
396 M*
381 [M-15]*
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Namer lones
Estructura del

ode fragmento Interpretacion
~ compuesto

sefial m/z
9 ~__CO 219 M-177T

(caracteristico de acido
cinamicos y derivados)

OH 73 T™S
OH
364 M*
145 [CH2-CH2-
COOSi(CH3)3]"
10 COOH-(CH,);-CH=CH- 132 Reordenamiento de
(CHa)-CHs McLafferty
117 [-COOSi(CH3)3]*
73 ™S
384 M*
369 [M-15]"
145 [CH2-CH2-
12 CH3-(CH2)15-COOH COOSi(CH3)3]*
132 Reordenamiento de
McLafferty
117 [-COOSi(CH3)s]*
73 T™S
440 M*
425 [M-15]*
145 [CH2-CHa-
23 CH3-(CH2)22-COOH COOSi(CH3)3]"
132 Reordenamiento de
McLafferty
117 [-COOSi(CH3)31"
73 ™S

Fuente: Autores

Como se mencion6 con anterioridad también se sugirio, a partir de la comparacion
con la base de datos, la estructura de dos éteres de glicerilo. Estos correspondieron con
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las sefiales nimeros 19 y 24; sus espectros de masas se encuentran en los anexos 6 y 7.
Se identificaron como el éter octadecilglicerol y su homdlogo superior de 20 atomos de
carbono, respectivamente. La fragmentacion por impacto electronico que sufren los 1-
0-alquil-2,3-di-OTMS gliceroles, estd muy bien detallada en la literatura (Mangold y
Paltauf, 1983). Implica la casi inexistencia del ion M+ y la presencia de iones
provocados por pérdidas de 15, 90, 103, 147 uma (para los derivados con 16 — 18 atomos
de carbono, fundamentalmente), entre otras. El pico base del espectro de estos
compuestos es m/z 205 y se constatan iones que derivan de ese fragmento. La
identificacion que se desarrollo para ambos compuestos se resume en la Tabla 8.

Tabla 8: Interpretacion del espectro correspondiente a los éteres de glicerilo identificados.

NUmero Estructura del compuesto lones Interpretacion
de sefial fragmento
m/z
OH 488 M*
Jx 473 [M-15]*
HO 0 398 M- 90 (-OH, -
TMS)
385 [M-103]" (-CH2-
OTMS)
341 [M-147]* (TMSO-
19 CH,-CH(OH)-
CH>)
205 [TMSO-CHa-CH-
OTMS]*
147 [TMSO-CHo-
CH(OH)-CHa] *
133
130
117
516 M*
501 [M-15]* (-CH3)
426 M*- 90 (-OH, -

TMS)
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OH 369 [M-147]" (TMSO-

CH2-CH(OH)-
A
24 HO 0

205 [TMSO-CH>-CH-
OTMS]*
147 [TMSO-CHa-
CH(OH)-CH:]*
133
130
117

Fuente: Autores

La presencia de éteres de glicerilo ha sido referida en muestras de propdleos. Dos
ejemplos recientes lo constituyen los reportes realizados en muestras de propdleos de
Camerun y Argelia, donde se encontraron monogliceril éteres al igual que en este
estudio (Talla et al., 2017; Soltani et al. 2017)

El pico 21 se propuso que fuese la 1,6,8-trihidroxi-3-metilantraquinona. Su espectro
de masas se encuentra en el anexo 8. Este se caracterizd por poseer basicamente un
fragmento con m/z 471, que resulta el pico base del espectro. Estas caracteristicas
apoyan la sugerencia de la base de datos, dado que las antraquinonas fragmentan
unicamente a partir de la pérdida de los sustituyentes de los anillos, manteniéndose el
ntcleo practicamente integro. Las pérdidas mas comunes resultan: pérdida de metilos,
de hidroxilos, de H2CO y de carbonilo y metilo al unisono, dependiendo de sus
sustituyentes (Bick y Rhee, 1966). El fragmento m/z 471 corresponde entonces con el
[M -15]+. Tomando esto como premisa, la interpretacion dada a ese espectro es la
siguiente (Tabla 9):

Tabla 9: Interpretacion del espectro correspondiente a la 1,6,8-trihidroxi-3-metilantraquinona.

Estructura del compuesto m/z Interpretacion
OH O OH 486 M*
471 [M-15]* (-CH3)
O‘O 443 [M-15-28]" (-CH3, -CO)
CH, OH 399 [M-15-72]* (-CHs, -TMS)
© 73 ™S

Fuente: Autores
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La presencia de quinonas en propdleos, en comparacion con otros componentes
como los flavonoides y los derivados del acido cinamico, fue reportada recientemente
y son mds escasas las muestras donde se han identificado estos componentes. La
antraquinona detectada en nuestro estudio fue identificada inicialmente en propdleos de
Egipto, Dubai, Grecia y Chipre (Said et al., 2006; Kalogeropoulos et al., 2009).

En el tiempo de elucién enmarcado, hubo 9 sefiales que no pudieron ser identificadas
a partir de la comparacion con la base de datos. Esto conlleva necesariamente a realizar
estudios posteriores que permitan, probablemente a partir de un proceso de separacion
previo, elucidar las estructuras combinando varios métodos espectroscopicos. La
imposibilidad de la base de datos para identificar este elevado numero de compuestos,
permite suponer la existencia de compuestos que no estan de manera habitual en
muestras vegetales o en los propios propdleos. No obstante, el analisis de los espectros
de masas de estos compuestos, permiti6é detectar algunas caracteristicas que se resumen
a continuacion:

- Los compuestos detectados como los picos cromatograficos 11, 13 y 14
presentaron como fragmentos comunes m/z 177, 109, 69 y 43. Esto sugiere la
posibilidad de que se encuentren relacionados estructuralmente. Incluso los
picos 13 y 14 muestran aparentemente el mimo ion molecular por lo que debe
tratarse de isdmeros. Todo esto es apoyado por la similitud de los tiempos de
retencion de los mismos.

- Para los picos 17 y 18 se observd algo semejante, por lo que también se sugiere
que ambos compuestos se encuentren relacionados estructuralmente. En estos
casos los fragmentos comunes que presentaron fueron: m/z 192, 73 y 44.

El porcentaje relativo que mostraron los componentes de esta segunda etapa del
cromatograma, con respecto al total de los detectados a partir de este método, fue de
19,02 %.

En los ultimos minutos del cromatograma, a partir de los 40 min, eluyeron los
compuestos mayoritarios de la muestra, los cuales constituyeron aproximadamente el
61,81 % del total. El cromatograma ampliado correspondiente a esa zona, se presenta
en la Figura 4.
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Figura 4. Zona ampliada del cromatograma obtenido a partir de los 35 min de la corrida cromatografica

Esta zona se caracterizo por presentar 9 sefales cromatograficas designadas desde la
26 hasta la 34. Todas pertenecen a sefiales de compuestos triterpénicos. La comparacion
con la base de datos favoreci6 la identificacion de dos compuestos. El andlisis de las
fragmentaciones de los espectros de masas permitié6 comprobar lo anterior, sugerir la
estructura de otro y establecer caracteristicas estructurales de otros tres.
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Figura 5. Fragmentaciones a partir de las cuales se dedujeron, ejemplificadas para el lupeol.

Los compuestos identificados fueron la lupenona, el lupeol y el cicloartenol,
correspondientes a las sefiales 29, 30 y 31 del cromatograma.
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Figura 6. Fragmentaciones

El lupeol y la lupenona son triterpenos pentaciclicos derivados del lupano (Anexos
9y 10). El espectro de masas de esta serie se caracteriza por presentar como fragmentos
mas abundantes aquellos productos de la ruptura del anillo C. Se observaron, ademas,
los fragmentos correspondientes a las pérdidas de metilo e isopropilo, esta ultima
caracteristica de este tipo de nticleo (Budzikiewics y col., 1963; Heinzen y col., 1996).

El cicloartenol (Anexo 11), por su parte, es un lanostano y sus fragmentaciones
estuvieron relacionadas con la pérdida de la cadena lateral de la posicion 17, la pérdida
del sustituyente sobre la posicion 3 y fragmentaciones que involucraron pérdidas de
CH3 y C3H7. Se presentaron ademas sefiales relacionadas con la pérdida del
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ciclopropano (Audier y col., 1966; Fernandez-Ferreira y col., 1990). La discusion de
este espectro se presenta en la Figura 6.

El andlisis de los espectros de masas del resto de las sefiales permitio realizar una
serie de determinaciones estructurales:

- El pico cromatografico 26, mostrd sefiales en sus espectros de masas que se
encuentran muy relacionadas con la lupenona. El ion correspondiente al M+ (m/z
424) presenta la misma masa, por lo que presumiblemente se trate de un isémero
de la misma. Los iones fragmentos responden también a los mecanismos de
fragmentacion de los lupanos, mostrando al ion fragmento m/z 205 como el mas
intenso del espectro, al igual que la lupenona, asi como los fragmentos que se
obtienen de los anillos A y B. Por tanto, se sugiere que se trate de un isdémero de
la lupenona, que presumiblemente difiera de la misma en los anillos D o E. El
espectro de este compuesto se muestra en el Anexo 12.

- La sefial 28 muestra en su espectro de masas (Anexo 13) fragmentos
coincidentes con los detectados para el lupeol (m/z 498, 393, 279, 218, 203 y
198 como pico base). Esto permite sugerir que se trate de un isomero del mismo
ya que ademas posee igual masa molecular.

- La senal 32, presenta algunos iones fragmentos coincidentes con el 9,19-ciclo-
lanostan-33-0l-24-metileno y podria tal vez tratarse de un compuesto
estructuralmente relacionado con este triterpeno (Anexo 14).

Los triterpenos poseen una amplia distribucidén en especies vegetales de diferentes
familias, que a su vez crecen en los mas diversos origenes geograficos. Por tal motivo,
la presencia de triterpenos es muy comun en muestras de propéleos e incluso llegan a
ser los constituyentes mayoritarios de las mismas. En Cuba se identificd un tipo de
propdleos donde los triterpenos, tanto como alcoholes como acetatos, constituyen los
compuestos principales (Marquez et al., 2010). En diferentes paises de practicamente
todos los continentes se han reportado triterpenos ya sea como constituyentes
minoritarios o mayoritarios. Las diferencias fundamentales, asociadas al origen
geografico, parecen estar mas relacionadas al tipo particular de triterpenos. Sin
embargo, algunos triterpenos como la amirina y el lupeol se encuentran ampliamente
representados en propdleos (Bankova et al., 2000; Park et al., 2002; de Groot, 2013).

Los datos obtenidos durante el procesamiento de las muestras 17 y 19 se detallan en
la siguiente Tabla:

Tabla 10. Compuestos identificados para las muestras 17 y 19, a partir del analisis por CG-EM

Muestra 17 Muestra 19
No. Tr Compuestos % Tr Compuestos %
(min) Quimicos (min) Quimicos
1 6,433 Glicerina 2,79  6.431 glicerina 3,186
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Muestra 17 Muestra 19
2 11,260 Acido hidroxi 0,20  6.670 L-prolina 0,167
butano dioico
(acido malico)
3 11,757 2,3,4-trihidroxi 0,11 11.257 Acido hidroxi 0,236
butanal butano dioico (4cido
malico)
4 11,924 2,3,4- 2,93  11.755 2,3,4- 0,381
trihidroxibutanol trihidroxibutanol
5 12,713 (4-Hidroxi fenil) 0,29  11.923 2,3,4-trihidroxi 5,636
etanol butanal
6 16,660 Xilitol 0,99 12.706 Acido 2,3,4- 0,390
trihidroxibutirico
7 18.118 Desconocido 0,88 14.162 D-xilosa 0,143
8 18.381 D fructosa 2,63  16.659 Ribitol 3,004
9 18.540 Isémero D 5,18 18.118 Desconocido 0,895
fructosa
10 19.747 5-desoxi 0,52 18.380 D fructosa 4,422
mioinositol
11 20.047 D galactosa 3,07 18.537 Isomero de la D 8,072
fructosa
12 21.251 inositol 0,35 19.742  5-desoxi mioinositol 1,072
13 21.935 D glucosa 2,96  20.046 D galactosa 5,695
14 22.168 Acido 2,3,4,5,6- 0,43  21.937 D glucosa 5,633
pentahidroxi D-
Gluconico
15 22.240 Acido 0,84 22.165 Acido 2,3,4,5,6- 0,515
hexadecanoico pentahidroxi D-
Gluconico
16  23.118  Acido 3-hidroxi- 0,43  22.238 Acido 0,599
4-metoxi hexadecanoico
cindmico (acido
felurico)
17 24.047  Acido cafeico 1,55 24.043 Acido cafeico 1,240
18  25.204 Acido oleico 1,81  25.201 Acido oleico 1,244
19  26.049 Desconocido 1,33 26.043 Desconocido 0,999
20  27.623 Desconocido 1,52 27.614 Desconocido 0,888
21 28.017 Desconocido 7,73 28.007 Desconocido 6,384
22 28.487 Isémero de 20 1,06 28.884 Acido eicosanoico 0,658
23 28.896 Acido 1,57 29.355 Desconocido 2,028
eicosanoico
24  29.368 Desconocido 3,22 29.654 Desconocido 3,223
25  29.665 Desconocido 5,05 29.720 Desconocido 2,215
26 29.729 Desconocido 3,00 30.315 Desconocido 5,992
27  30.312 Desconocido 454  30.669 Desconocido 1,514
28  30.317 Desconocido 4,69 31.282 Desconocido 1,297
29  30.679 Desconocido 2,31 32214 Desconocido 1,143
30 31.189 Desconocido 1,46 32.461 Desconocido 2,647
31 31.292 Desconocido 2,27  32.647 Desconocido 0,421
32  32.218 Desconocido 1,54 32.898 a D glucopiranosa 3,133
33  32.477 Desconocido 4,11  33.046 Desconocido 1,515
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Muestra 17 Muestra 19

34 33.180 1,6-dihidroxi-3- 4,26  33.156 1,6-Dihidroxi-3- 1,678
metil methilantraquinona
antraquinona
35 33542  1,6,8-trihidroxi-3- 3,51  33.530 1,6,8-trihidroxi-3- 1,730
metil metil antraquinona
antraquinona
36 34.029 Desconocido 1,71  34.023 Desconocido 1,404
37 34404 Desconocido 1,19 34.623 Acido 0,545
tetracosanoico
38  34.631 Acido 0,76  35.307 eicosilglicerol 0,555
tetracosanoico
39 35.108 Desconocido 0,79  37.153 Desconocido 1,987
40 35313 eicosilglicerol 0,89  37.407 Desconocido 0,870
(¢antraquinona?
41 36.296 Desconocido 0,98 40.137 Isomero de la 3,564
lupenona
42  37.160 Desconocido 2,98 40.326 Desconocido 1,682

43 37420 1,6-dihidroxi-8- 1,04 40.613 Isémero del lupeol 1,004
metoxy-3-metil

anthraquinona
44 40.136 Isomero de la 2,55 40.806  Lupan-20(29)-en-3- 4,738
lupenona ona (lupenona)
45  40.332 Desconocido 1,01  41.290 Lupeol 0,857
46  40.806 Lupan-20(29)-en- 3,13  43.533 Desconocido 1,058
3-ona (lupenona)
47  45.057 Desconocido 1,82  45.036 Desconocido 1,743

Fuente: Autores

El andlisis de la Tabla 10 permitio constatar las elevadas semejanzas que presentan
estas muestras respecto a la anteriormente discutida (14), por lo que el analisis de ambas
se desarrollara de manera comparativa a partir de los resultados obtenidos en la muestra
14. La fragmentacion y las sugerencias estructurales de los compuestos coincidentes
no se repetiran dado que ya fueron discutidas para la muestra 14.

A partir de estos procesos se pudo establecer que:

- Las muestras 17 y 19 presentan el mismo niimero de componentes identificados
a partir de este método analitico, sin embargo, estos resultan superiores a los
detectados para la muestra 14

- Al igual que lo detectado para esta ultima, durante los primeros 21,9 minutos
aproximadamente, se apreciaron azucares y polioles en general. Sin embargo, se
constataron compuestos adicionales a los determinados para la primera muestra.
A continuacion se detallan cuéles son:

37



- En ambas muestras (17 y 19): acido hidroxi butanodioico (acido
malico), 2,3,4-trihidroxibutanol, un compuesto desconocido con un
tiempo de retencion de alrededor del8,11 minutos y el acido 2,3,4,5,6-
pentahidroxi D-Glucénico

- Enla muestra 17 ademas: 4-hidroxi feniletanol, xilitol e inositol

- Enlamuestra 19 ademas: L-prolina, acido 2,3,4-trihidroxibutirico y la
D-xilosa

A partir de los 22,2 minutos y hasta alrededor de los 37, se detectaron
compuestos con caracteristicas acidas, éteres derivados de la glicerina,
antraquinonas y otros compuestos que no pudieron ser identificados a partir de
la comparacion con la base de datos. Este comportamiento fue muy similar al
descrito para la muestra 14

Las diferencias fundamentales en este rango de tiempos de retencion radicaron,
al igual que en el lapsus de tiempo analizado con anterioridad, en la existencia
de un mayor numero de componentes detectados en ambas muestras con
respecto a la 14. Estos, en la mayoria de los casos coincidieron con compuestos
donde no fue posible su elucidacion estructural por lo que no es posible llegar a
conclusiones mds concretas

Al comparar los compuestos que se lograron identificar en este rango parar la
muestra 14 y las dos restantes, se observo coincidencia para la mayoria de ellos,
con la excepcion de la deteccion adicional de la 1,6-dihidroxi-3-metil
antraquinona (33,18 minutos) y la 1,6-dihidroxi-8-metoxy-3-metil antraquinona
(37,42 minutos). La muestra 17 presentd ademas acido 3-hidroxi-4-metoxi
cinamico (&cido feltrico) alos 23,11 min. Se constata que a pesar de la deteccion
de otros compuestos en las muestras 17 y 19, los mismos se encuentran
relacionados estructuralmente con los compuestos identificados en la muestra
que inicialmente se discutio. Cabe destacar que en las muestras 17 y 19 no se
detecto al 1-octadecil glicerol

La zona final de los cromatogramas de 17 y 19 (a partir de los 40 minutos de
elucion), al igual que la muestra 14, se caracterizaron por la presencia
presumiblemente de triterpenos. En este rango de tiempo se pudo sugerir la
existencia de lupanona en ambas muestras y su posible isémero para la muestra
17 asi como lupeol en la 19. También existieron sefiales que no pudieron ser
identificadas.

A diferencia de lo que sucedi6 en la muestra 14, en las muestras 17 y 19 no
resultan los triterpenos los compuestos mayoritarios. El porcentaje relativo que
mostraron estos componentes con respecto al total de los detectados a partir de
este método fue de 8,51 % para la muestra 17 y 14, 64 % para la 19.

El porcentaje relativo que mostraron los compuestos que eluyeron en los
primeros minutos para la muestra 17 fue de 23, 33 %, mientras que para la 19
fue de 38,93 %. En el caso del segundo momento de elucion (entre los 22,2
minutos y los 40 minutos) los porcientos fueron 68,14 % y 52,6 %
respectivamente.
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A continuacién se muestran los fragmentos fundamentales obtenidos para los
espectros de masas de aquellos compuestos identificados para las muestras 17 y 19 y
que no se encontraron en la 14. La siguiente tabla muestra los fragmentos fundamentales
que caracterizaron los espectros de masas del acido felurico, de la 1,6-dihidroxi-3-metil
antraquinona , la 1,6-dihidroxi-8-metoxy-3-metil antraquinona Yy su interpretacion
(Charalampos et al., 2013; Bick y Rhee, 1966). Estos espectros de masas se pueden
revisar en los Anexos 15, 16y 17.

Tabla 11: Estructura de otros compuestos identificados en las muestras 17 y 19 e interpretacion de los
fragmentos fundamentales obtenidos.

Estructura lones Fragmentos Interpretacion
(m/z)
™
323 [M-15]"
HO
144 [M-177]" (caracteristico de acido

cinamicos y derivados)

73 TMS
oH O 398 M
O‘O 383 [M-15] (-CHs)
CH; OH N
I 355 [M-15-28]" (-CHs, -CO)
311 [M-15-72]° (-CHs, -TMS)
73 TMS
OH O  OCH, 428 M*
413 [M-15]" (-CHs)
CH; OH
5 341 [M-15-72]* (-CHs, -TMS)
73 T™S

Fuente: Autores

Realizando un resumen de los principales resultados obtenidos por espectrometria
de masas se tiene:

- Las tres muestras se caracterizaron por poseer tres momentos fundamentales de
elucion: el primero hasta alrededor de los primeros 22 minutos, el segundo desde
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los 22,2 minutos hasta alrededor de los 40 minutos y el tercero por encima de
este valor

- Durante la primera etapa de elucion se presentaron azucares y polioles en
general, en la segunda se detectaron compuestos con caracteristicas acidas,
éteres derivados de la glicerina, antraquinonas y otros compuestos que no
pudieron ser identificados y en la tercera presumiblemente triterpenos

- Laglicerina, el 2,3 .4 trihidroxi butanal, D-fructosa, un isémero de la misma, 5-
desoximioinositol, , D-galactosa, D-glucosa, acido hexadecanoico, acido
cafeico, acido oleico, acido eicosanoico, 1,6,8-trihidroxi-3-metil antraquinona, ,
acido tetracosanoico, eicosilglicerol y la lupenona estuvieron presentes en las
muestras objeto de estudio, ademés de alrededor de 12 compuestos que no
pudieron ser identificados a partir de la comparacion con la base de datos

- Lamuestra 14 presenté como compuestos mayoritarios triterpenos mientras que
las dos restantes tiene como mayoritarios los compuestos que eluyen en la zona
central de los cromatogramas, los cuales en su mayoria no pudieron ser
identificados por el método de estudio empleado.

Los cromatogramas de las muestras 17 y 19 se pueden revisar en los anexos 18 y 19

3.5. Cuantificacion de compuestos fendlicos mediante Folin-
Ciocalteu

“Los compuestos fendlicos son metabolitos de interés no solo en el campo de la
terapéutica, sino también en la formulacién de cosmecéuticos, debido a su actividad
antioxidante” (Pokorny, J. (2001). De la misma manera, de acuerdo con Bray “la
cuantificacion de tales productos naturales se realizdo mediante el método de Folin-
Ciocalteu, uno de los mas antiguos métodos disefiados para determinar el contenido
total de fenoles. Dicho reactivo es capaz de reaccionar con fenoles y sustancias
reductoras no fendlicas, para formar cromédgenos que se pueden detectar
espectrofotométricamente” (1954).

En cuanto al sistema de ensayo, considera a Singleton que “es una mezcla de
tungstato y molibdato en un medio altamente basico (5-10 % Na2CO3). Los fenoles son
energéticamente oxidados en medio basico, promoviendo la formacion del anion
superoxido, que a su vez, reacciona con el molibdato con la formacién de 6xido de
molibdeno, quien tiene una absorbancia intensa a una longitud de 760 nm”.

El célculo del contenido de fenoles totales de los tres extractos etandlicos de
propdleos, se realizo a partir de una curva de calibracidon obtenida mediante el analisis
de concentraciones crecientes de acido galico. El analisis de regresion lineal mostro la
recta que se presenta en la figura 7, asi como la ecuacion de mejor ajuste. Dado que el
valor de probabilidad P es inferior a 0,01, se puede plantear una relacion
estadisticamente significativa entre la absorbancia y la concentracion, con un nivel de
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confianza del 99%. El coeficiente de correlacion es igual a 0,9948, indicando una
relacion relativamente fuerte entre las variables (Statgraphics Plus version 5.0).

Curva de calibracion (Abs =0,0621 + 1,80767*Con)
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Figura 7. Curva de calibracion obtenida para la cuantificacion de fenoles totales por el método de Folin-
Ciocalteu.

Fuente: Autores

Los resultados obtenidos (media de tres repeticiones/desviacion estandar),
evidenciaron que el extracto PE-19 mostré los valores mas elevados de polifenoles
(mgEAG) por cada gramo de muestra analizada, con un valor de 70,07/3,19, seguido de
la PE-14 con 68,93/2,71 y con el menor valor, 63,00/3,20, el extracto PE-17.

Con los datos obtenidos se procedid a determinar si los mismos tienen un
comportamiento normal mediante la prueba de shapiro will con la cual se alcanzé un
valor de p > 0,076 estableciendo que si se cumple el supuesto de normalidad. Con los
mismos datos se aplico el disefio completamente al azar a través de cual estableceremos
si los propoéleos tienen un comportamiento en fenoles totales similares. Como se puede
apreciar en el grafico de cajas vemos que todos tienen una misma dispersiéon y en sus
medias se puede apreciar que las muestras 14 y 19 son similares. Existe un traslape
entre la 14 y 17 mientras que la 17 y 19 un traslape minimo quiere decir que existe un
comportamiento similar de los tres propdleos el mismo que se valida con los resultados
del ANOVA que se obtuvo un valor p > 0,059
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Figura 8. Gréafico de cajas que relaciona la muestra con el porcentaje de fenoles totales

Fuente: Autores

Las tres muestras de extractos estudiadas presentan en su composicion quimica
acidos fenolicos tales como los derivados del acido cinamico (4cido cafeico y el acido
3-hidroxi-4-metoxi cinamico), los que no se presentan en concentraciones muy
elevadas, segun los resultados obtenidos por CG-EM. Otro de los metabolitos de
naturaleza fenodlica identificados, son las antraquinonas, las que, si bien son poco
frecuentes en propoleos, tampoco resultan ser compuestos mayoritarios en ningunos de
los extractos estudiados.

Tabla 12. Cuantificacion de compuestos fendlicos totales en muestra de propéleos de diferentes
localizaciones geograéficas.

Propdleos estudiados mg EAG/g de Bibliografia
propoéleos
Propdleos rojo brasilefio 91,32/0,49 Andrade, J. K. S., Denadai, M., de Oliveira, C.
Propdleos verde brasilefio 90,55/ 1,52 S., Nunes, M. L., & Narain, N. (2017).
Propoleos pardo brasileiio 55,74 /0,48
Piura (Pert) 70,1/0,10 Soto-Vasquez, M. R. (2016).
Ayacucho (Pert) 78,6/0,20
Pucallpa (Pert) 60,5/0,10
Iran 30,8/0,02 - 84,6/0,03 Mohammadzadeh, S., Sharriatpanahi, M.,
(2007).

Fuente: (Lopez 2014)

Ahora, como menciona Lopez y se observa en la Tabla 12 se presentan algunos
estudios realizados en muestras de propoleos de otras regiones geograficas. Como se
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puede apreciar la concentracion de compuestos fenolicos difiere considerablemente, lo
que puede estar justificado por el hecho de que la composicién quimica del propdleos
puede variar, significativamente, dependiendo de las diferentes regiones geograficas,
las condiciones climaticas, la vegetacion que crece alrededor de las colmenas, asi como
el momento de la recoleccion, diferencias que indudablemente pueden influir en la
actividad biologica (Lopez 2014).

Si bien la determinacidn de fenoles totales no estd directamente relacionada con la
medicion de la actividad antioxidante, puede ser til para tales estudios, en especial si
se combina con métodos que permiten cuantificar tal propiedad.

Haciendo referencia a los compuestos fenolicos, ha sido necesario considerar a
Popova, M.; Bankova, V.; Butovska, D.; Petkov, V.; Damyanova, B.; Sabatini, A.G.;
Marcazzan, G.L.; Bogdanov, S.; quienes dan a concoer que estos se constituyen como
el grupo mas numeroso de componentes identificados en el propoleos, tanto en cantidad
como en tipo. Pudiera citarse la presencia de acidos fenolicos, los aldehidos fendlicos,
cumarinas y otros compuestos, incluyendo: eugenol, anetol, quinona, etc. (2003).

“Los acidos fenolicos, entre ellos, acido cafeico, acido fertlico, acido p-cumarico,
acido isoferulico, acido 3,4 - dimetoxicinamico, acido o-cumarico, acido m-cumarico,
acido cumarinico, acido sinapico, acido hidrocafénico y acido cinamilidenoacético, han
sido identificados en propoleos de Europa, Asia occidental, China, Sudafrica, América
del Norte y Nueva Zelanda” Scheller, S.; Wilczok, T.; Imielski, S.; Krol, W.; Gabrys,
J.; Shani, J. (1990).

De esta manera, también, los acidos fendlicos estdn compuestos por un anillo de
benceno, grupos carboxilo e hidroxilo, dependiendo su actividad antioxidante de los
grupos hidroxilos presentes en la molécula y de los efectos estéricos Leja, M.;
Mareczek, G.; Wyzgolik, G.; Klepacz-Baniak, J.; Czekonska, K. (2007). Igualmente,
ice-Evans, C.A.; Miller, N.J.; Paganga, G., habla de que la posiciéon de los grupos
hidroxilo, asi como el tipo de sustitucion del anillo aromatico, también influyen en la
actividad antioxidante de estos compuestos.

Es importante dar cuenta sobre, los derivados monohidroxilados del acido benzoico,
pues,

“con un grupo hidroxilo en la posicion orto o para en el anillo, no exhiben actividad
antioxidante, contrario a lo que sucede con los derivados meta monohidroxilados. Los
monohidroxiacidos son eficaces secuestradores de radicales hidroxilos, aumentando su
actividad antioxidante en acidos que poseen, ademas de un grupo hidroxilo, un grupo
metoxilo en el anillo. La sustitucién por un grupo alquilo o metoxilo en la posicion orto,
aumenta la estabilidad asi como las propiedades antioxidantes de dichos productos
naturales” (1996).
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Por lo mencionadom anteriormente se entiende que: “con relacion a los derivados
dihidroxilados del acido benzoico presentan mayor capacidad antioxidante, cuando los
hidroxilos aparecen en las posiciones 3 y 5. Aquellos que contiene tres grupos hidroxilo
(posiciones 3, 4 v 5) como el acido gélico, se caracterizan por tener muy buenas
propiedades antioxidantes”

En resumen, el poder de la actividad antioxidante de los acidos fendlicos depende de
la ubicacion del grupo carboxilo, incluso, la presencia de un grupo etileno como cadena
lateral (&cidos hidroxicinamicos) brinda mejores propiedades antioxidantes, en
comparacion con los derivados del acido benzoico. (Leja, M.; Mareczek, G.; Wyzgolik,
G.; Klepacz-Baniak, J.; Czekonska, 2006).

Entonces, desde la investigacion realizada por la actividad antioxidante de los
acidos fendlicos puede desarrollarse al secuestrar los radicales libres (superoxido,
hidroxilo e hidroxil superdxido), iones quelantes de metales (hierro, cobre), o través del
cambio de la actividad enzimatica por inhibicion de las oxidasas. (Makarska, E.;
Michalak, M. Antioxidant activity of phenolic acids of spring barley. Annal. UMCS.
Sec. E 2005).

3.6. Actividad secuestradora del radical libre DPPH

En la actualidad, existe un creciente interés en los antioxidantes, sobre todo, los de
origen natural en lugar de los de fuentes sintéticas, debido a su aplicacién en medicina,
alimentos y cosméticos (Liu, R. H. 2003).

En relacién a los sistemas vivos, se ha visto la necesidad de recurrir a los estudios
de Grune, T., Shringarpure, R., Sitte, N., & Davies, K., quienes hablan acerca de:

“Los diversos procesos metabolicos asi como condiciones ambientales pueden
generar especies reactivas, principalmente especies reactivas de oxigeno (ERO). El
aumento del nivel de las ERO puede dafiar la estructura de las biomoléculas, modificar
sus funciones y conducir a la disfuncion celular e incluso a la muerte celular, ademas,
su acumulacion puede aumentar el estrés oxidativo a nivel sistémico, lo que se
manifiesta en variados problemas de salud como el cancer, enfermedades relacionadas
con la edad y las enfermedades cardiovasculares (2001).

Paralelamente, existe un aumento en el uso de métodos para estimar la eficiencia de
los productos naturales como antioxidantes; pues uno de de los métodos mas importante
y utilizados para determinar la actividad antioxidante en propdleos se basa en el uso del
radical libre estable difenilpicrilhidrazilo (DPPH); de acuerdo con Bankova, V.,
Bertelli, D., Borba, R., Conti, B. J., da Silva Cunha, 1. B., Danert, C.,.. & Papotti, G.
(2016).
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Como se puede observar en la figura 8. en la medida que se incrementa la
concentracion de cada uno de los extractos, se consigue un mayor porciento de
inhibicion del radical libre DPPH, lograndose en las muestras 14 y 17 valores que
superan discretamente el 90%, a concentraciones de 0,3 mg/mL.
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Figura 9. Actividad secuestradora de radicales libres de los tres extractos (PE-14, PE-17; PE-19) a
diferentes concentraciones. Fuente: Autores

El pardmetro que con mayor frecuencia se utiliza para la interpretacion de los
resultados del método de DPPH, es la "concentracion eficiente" o el valor de EC50
(también denominado valor IC50). Esto se define como la concentracion de sustrato que
causa una pérdida del 50% de la concentracion de DPPH.

Lo resultados obtenidos mostraron que todos los extractos lograron reducir el 50%
de la concentracion de DPPH a concentraciones inferiores a los 0,2 mg/mL. La muestra
PE-14 con un valor de 0,070, logra la mayor eficiencia como antioxidante, dado que
presenta el menor valor de dicho parametro. Le continta la PE-17 con 0,097 y con la
menor eficiencia se presenta la muestra PE-19 con un EC50 de 0,131. Debe hacerse
notar que un extracto o producto tendra mayor capacidad antioxidante, en la medida que
su EC50 sea mas baja.

Haciendo una comparacion estadistica aplicando el disefio experimental
completamente al azar para ver si hay diferencias significativas entre los valores
obtenidos como se aprecia en la figura 10.
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Con los datos obtenidos se procedid a determinar si los mismos tienen un
comportamiento normal mediante la prueba de shapiro will con la cual se alcanzé un
valor de p > 0,052 estableciendo que si se cumple el supuesto de normalidad. Con los
mismos datos se aplico el disefio completamente al azar a través de cual estableceremos
si los propoleos tienen un comportamiento en cuanto al EC50 similares. Como se puede
apreciar en el grafico de cajas vemos que todos tienen una misma dispersion y en sus
medias se puede apreciar que las muestras 17 y 19 son similares. Existe un traslape
entre la 14 y 17 mientras que la 17 y 19 un traslape minimo quiere decir que existe un
comportamiento similar de los tres propdleos el mismo que se valida con los resultados
del ANOVA que se obtuvo un valor p > 0,056.

Boxplot of EC50

0,175

0,150

0,125 /@
o
[Ts)
V)
w

0,075

o
0,050
PE-14 PE-17 PE-19

MUESTRA

Figura 10. Comparacion entre las muestras con la capacidad minima inhibitoria

Fuente: Autores

En la Figura 11 se puede apreciar un grafico que relaciona la concentracion de
polifenoles totales (mgEAG/g de muestra) con la EC50 de dichos extractos.
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Figura 11. Relacion entre el contenido de polifenoles totales y la ECso de las tres muestras de propéleos
(PE-14, 17 y 19). Fuente: Autores

Como se observa no existe una correspondencia directamente proporcional entre
dichos parametros. Haciendo un andlisis de los resultados obtenidos por CCD al revelar
con DPPH (Figura 2), son multiples las zonas donde se observa decoloracion, lo que
lleva a pensar que existen diversos metabolitos que actian de manera sinérgica en el
efecto secuestrador de radicales libres. La literatura plantea que la capacidad
secuestradora de radicales libres se asocia, fundamentalmente, con la presencia de
compuestos fendlicos, sin embargo, apreciando los resultados del estudio de CG-EM,
son pocos los metabolitos de tal naturaleza y, ademas, estan en bajas concentraciones.
Dentro de estos se pudo cuantificar la presencia de 4cido cafeico, acido 3-hidroxi-4-
metoxi cindmico y compuestos de la familia de las antraquinonas. De los dos primeros
existen articulos que avalan el efecto antioxidante como lo sefialan en su investigacion
Brand-Williams, W., Cuvelier, M. E., & Berset, C., sin embargo, de las antraquinonas,
aunque por su naturaleza fenolica podrian secuestrar radicales libres, no se encontraron
reportes al respecto, estos metabolitos son reconocidos, fundamentalmente, por el efecto
laxante; dando a conocer esta idea Evans en sus estudios.

En consecuencia de lo anterior y en términos generales, las muestras en estudio se
destacan por presentar una composicion quimica muy diversa, donde los compuestos
que prevalecen son de naturaleza triterpénica (muestra 14), quienes tampoco se
caracterizan por tener una actividad secuestradora de radicales libres.

Resulta interesante acotar que la técnica empleada para la caracterizacion quimica
(CG-EM), aunque es de alta sensibilidad, tiene el inconveniente que emplea
temperaturas bien elevadas, por lo que pudiera suceder que existan compuestos
antioxidantes que se desnaturalicen bajo dichas condiciones, por lo que pudieron ser
detectados cualitativamente por CCD, pero no identificados por CG-EM. Trabajos
futuros podrian encaminarse al estudio fitoquimico mediante otras técnicas tales como
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HPLC-EM o métodos cromatograficos preparativos que propicien el aislamiento y
caracterizacion de posibles compuestos termolabiles, los que, ademas, podrian ser
responsables del agradable olor que presentaron estas muestras recién colectadas de la
colmena y atn en forma de extracto seco. No se debe pasar por alto ademas el hecho de
que en el estudio desarrollado por CG-EM, qued6 un numero elevado de componentes
sin identificar. Podrian ser estos compuestos responsables de la actividad antioxidante
obtenida. Esto reafirma la necesidad de estudios posteriores, tal y como se coment6 con
anterioridad.

Es importante citar a Bloids, quien expone en sus estudios refieren que el DPPH no
solo puede ser decolorado por compuestos polifenolicos, sino también por la cisteina,
el glutation, el acido ascorbico, las aminas aromaticas, entre otros (1958). Por otra parte,
aunque muchos articulos cientificos relacionan el contenido de polifenoles con la
capacidad antioxidante, debe tenerse en cuenta que el método de Folin-Ciocalteu,
tampoco resulta totalmente especifico para compuestos fenolicos. Los extractos
naturales contienen una gran cantidad de metabolitos no polifenodlicos que pueden
interaccionar con el Folin-Ciocalteu, lo que puede repercutir en una sobreestimacion del
porcentaje obtenido. Algunos de los compuestos que pueden interferir son: azicares
reductores, aminoacidos y acido ascorbico; por lo que se ha investigado en Chemical
perspective and criticism on selected analytical methods used to estimate the total
content of phenolic compounds in food matrices; trata acerca de los fenodlicos y el
método analitico en cuanto a su presencia en los alimentos que han sido estudiados.

De esta manera, es relevante coincidir con Muifioz; el contenido de azicar en los
propoleos pudiera interferir en la cuantificacion de compuestos polifenolicos, sobre
todo, si la concentracion es muy alta o estd presente, sobre todo, la fructosa (Mufioz, 0.,
Torres, G., Nuiez, J., de la Rosa, L., Rodrigo, J., Ayala, J. F., & Alvarez, E. 2017). Los
resultados obtenidos sugieren la posibilidad de evaluar la actividad antioxidante
mediante otras técnicas que se fundamenten en mecanismos diferentes.

Los cosmecéuticos resultan ser un hibrido entre un producto cosmético y uno
farmacéutico, estan destinados a mejorar la salud y belleza de la piel. Algunos provienen
de fuente natural, mientras que otros son sintéticos, pero, todos contienen ingredientes
bioactivos que combaten afecciones propias de la piel. Dentro de esto metabolitos
naturales se encuentran los antioxidantes, moléculas capaces de reducir la presencia de
radicales libres, evitando el deterioro a nivel celular. Inhiben la inflamacioén, que
conduce al agotamiento del colageno, asi como ofrecen proteccion contra las
radiaciones ultravioletas y el cancer de piel (Wanjari N., Waghmare J. 2015).

Kurek-Gorecka, A., Rzepecka-Stojko, A., Gorecki, M., Stojko, J., Sosada, M., &
Swierczek-Zieba, G. dan a conocer que el propdleos es una fuente potencial de
antioxidantes naturales por la presencia, fundamentalmente, de acidos fendlicos y
flavonoides. Muchos de los estudios realizados sobre este producto apicola, van
encaminados a la busqueda de compuestos bioactivos de interés, sobre todo para la salud
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humana (2013. Del mismo modo, en sentido general Jong-Sung, P., & Kun-Suk, W.
resalta en su investigacion que el propoleos en cosmética es valorado por su actividad
antibacteriana, la hidratacion, la revitalizacion y la elasticidad que le proporciona a la
piel ( (1997).

Tomando en consideracion los resultados obtenidos, podria valorarse la posibilidad
de incorporar tales extractos apicolas como componentes activos de preparaciones
cosmecéuticas, aprovechando, entre otras bondades, su actividad antioxidante para el
usuario. Adicionalmente, por tal efecto, podria tomarse en consideracion como
excipiente capaz de inhibir la oxidaciéon de otros principios activos facilmente
oxidables, presentes en la formulacion. Ahora es importante, recalcar algunos datos que
son relevantes para el presente estudios, tomando en consideracion a Jong-Sung, P., &
Kun-Suk, W. quien menciona en su trabajo sobre el uso del en los cosméticos:

“En el mercado existen varias formulaciones que poseen propdleos en su
composicion, sin embargo, no todas han sido sujetas a estudios cientificos que avalen
su calidad. Por ejemplo, a partir de propoleos chilenos en Corea se han disefiado, con
muy buena aceptacion, una variedad de preparaciones como, crema (2% de propéleos)
de uso recomendable para pieles grasas propensas al acné. También se sugiere para
calmar pieles sensibles y mejorar tal situacion. Se han elaborado bases liquidas (3%)
que ayudan a equilibrar el pH de la piel y actian como protector solar para bloquear los
rayos UV, lo que incide en el envejecimiento. Adicionalmente, la crema para los ojos
con 1% de propoleos ayuda a absorber los nutrientes y prevenir el exceso de humedad,
ademas, aumenta la firmeza y elasticidad de la piel (1997).

Colateralmente, aunque las potencialidades del propdleos sugieren su uso como
componente bioactivo de cosmecéuticos, no debe dejar de evaluarse su posible
irritabilidad dérmica, ya que algunos articulos comentan las reacciones alérgicas que
este producto apicola produce, sobre todo, los propdleos derivados de los alamos
(Miinstedt, K., Hellner, M., Hackethal, A., Winter, D., & Von Georgi, R. (2007).

Finalmente se podra establecer si existe una relacion a través de regresion entre la
composicion quimica y la capacidad antioxidante de los tres propdleos analizados.

En la Figura 12 se puede apreciar un grafico que relaciona la EC50 de dichos
extractos con la composicion quimica del grupo de polioles que aparecen en la primera
zona cromatografica.
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Figura 12. Relacion entre la EC50 y el porcentaje de polioles en las muestras.

Fuente: Autores

En la Figura 13 se puede apreciar un grafico que relaciona la EC50 de dichos
extractos con el porcentaje de éteres, glicerina y antraquinonas del segundo fragmento
cromatografico.
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Figura 13. Relacion EC50 y porcentaje de éteres, glicerina y antraquinonas

Fuente: Autores
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En la Figura 14 se puede apreciar un grafico que relaciona la EC50 de dichos
extractos con el contenido triterpénico del tercer fragmento cromatografico
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Figura 14. Relacion entre EC50 y el porcentaje de triterpénicos

Fuente; Autores

Analizando los graficos anteriores el contenido de grupos terpénicos y antraquinonas
no tienen ninguna relacion con el capacidad antioxidante pues los valores obtenidos de
rson de 0y de 18, no sucede con el contenido de fenoles con la capacidad antioxidante
cuyo valor de r es de 58 por lo tanto podemos decir que a medida que el porcentaje de
grupos polioles y azucares aumenta la capacidad antioxidante disminuye.
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CAPITULO 4

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

Se observaron discretas diferencias en los rendimientos de sustancias extraibles en
las diferentes muestras trabajadas, a partir de la utilizacion de la maceracion en metanol

Los estudios por CCD utilizando placas de Silica gel GF254, como fase movil
cloroformo: metanol en proporciones 9:1 y como reveladores luz UV (254 y 365 nm) y
vainillina, acido sulfurico y calor; permitieron sugerir que las tres muestras presentan
compuestos de diversa polaridad, presumiblemente compuestos conjugados, fenoles,
quinonas y triterpenos. El revelado utilizando disolucion al 0, 2% en metanol del radical
libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) evidenci6é la existencia de componentes con
capacidad secuestradora de radicales libres en las muestras objeto de estudio

La CG-EM por su parte permitio establecer una gran similitud quimica para las tres
muestras estudiadas. Se pudieron detectar azucares, polioles, acidos, antraquinonas y
triterpenos de las familias de los lanstanos y de los lupanos. La cuantificacion relativa
llevada a cabo mediante este método evidencid un perfil triterpénico dominante para la
muestra 14 diferente al obtenido para las dos restantes, donde el dominio lo tienen
compuestos que no pudieron ser identificados

La cuantificacion de los compuestos fenolicos desarrollados mediante el método de
Folin-Ciocalteu, establecio que la muestra 19 presenta la mayor concentracion de estos
metabolitos (70,07 mgEAQG), seguida de la muestra 14 con 68,93 mgEAG y por tltimo
la 17 con 63,00 mgEAG

Los valores de EC50 obtenidos en Lo resultados obtenidos mostraron que todos los
extractos lograron reducir el 50% de la concentracion de DPPH a concentraciones
inferiores a los 0,2 mg/mL. La muestra PE-14 con un valor de 0,070, logra la mayor
eficiencia como antioxidante, dado que presenta el menor valor de dicho parametro. Le
contintia la PE-17 con 0,097 y con la menor eficiencia se presenta la muestra PE-19 con
un EC50 de 0,131. Debe hacerse notar que un extracto o producto tendrd mayor
capacidad antioxidante, en la medida que su EC50 sea mas baja.
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4.2 Recomendaciones

Realizar una investigacion dirigida a la identificacion de la flora que rodea las
colmenas productoras de los propoleos usados en este trabajo. De esta forma se podria
identificar la o las especies vegetales responsables de esta composicion quimica

Desarrollar estudios fotoquimicos mediante otras técnicas tales como HPLC-EM o
métodos cromatograficos preparativos y espectroscopicos que propicien el aislamiento
y caracterizacion de los componentes no identificados o posibles compuestos
termolabiles, los que, ademas, podrian ser responsables del agradable olor que
presentaron estas muestras recién colectadas de la colmena y aun en forma de extracto
seco.
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ANEXOS

ANEXo 1. Espectro de masas del acido palmitico
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ANEX0 2. Espectro de masas del &cido eicosanoico
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Anexo 3. Espectro de masas del 4cido tetracosanoico
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AnNexo 4. Espectro de masas del acido caféico
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Anexo 5. Espectro de masas del 4cido oleico

Abundance

Scan 2756 (25.213 min): PE14.D
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ANexo 6. Espectro de masas del 1-octadecil glicerol
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AnNexo 7. Espectro de masas del eicosylglicerol
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ANEXO0 8. Espectro de masas de 1, 6, 8-trihidroxi-3-metilanthraquinona
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AnNexo 9. Espectro de masas de la lupenona
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Anexo 10. Espectro de masas del lupeol
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Anexo 11. Espectro de masas del cicloartenol
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Anexo 12. Espectro de masas de la sefial rotulada con el ndmero 26
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Anexo 13. Espectro de masas de la sefial rotulada con el ndmero 28
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Anexo 14. Espectro de masas de la sefial rotulada con el nimero 32
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Anexo 15. Espectro de masas de la sefial rotulada con el nimero 16 para la muestra 17
Abundance
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ANexo 16. Espectro de masas de la sefial rotulada con el nimero 34 para las muestras 17 y
19
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Anexo 17. Espectro de masas de la sefial rotulada con el niimero 43 para la muestras 17 y 40
para la muestra 19

Abundance

Scan 4197 (37.415 min): PE17.D
220000 413

200000
180000
160000
140000
120000
100000

80000

60000

73
40000

370
200004, 199 -

0 1 \“ \\h 99 1§5\163‘ " \223 25ws I’ \‘\ L. \3‘tl\h ‘\ " b | \\44‘3 472 501 535559 600 627

S MAPRY ARSI el A B i R WSV SO WY WSS S0 S WL B A ML LA

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600

mlz-->

Anexo 18. Cromatograma gaseoso obtenido para la muestra 17
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Anexo 19. Cromatograma gaseoso obtenido para la muestra 19
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Anexo 20.

mgEAG/g PE-14 de las diferentes muestras Folin-Ciocalteu.

P14 P17 P19
mgenlos mgen mgde mgenlos mgen mgde mgenlos mgen mgde
200 los 0,1 fenolicos 200 los 0,1 fendlicos 200 los 0,1 fenodlicos
microlitro gque  porcada microlitro gque porcada microlitro gque  porcada
s tomados  se 1 gde s tomados  se 1 gde s tomados  se 1gde
peso extracto peso extracto peso extracto
para de para de para de
lograr  propoleo lograr  propoleo lograr  propdleo
10 ] 10,03 s 10,03 s
mg/m mg/m mg/m
L L L
0,1172 5,86 58,6 0,1074 5,37 53,7 0,1198 5,99 59,9
0,1364 6,82 68,2 0,1282 6,41 64,1 0,1334 6,67 66,7
0,1396 6,98 69,8 0,128 6,4 64 0,1388 6,94 69,4

Se decide repetir partiendo de muestras mas diluidas por salirse los valores de absorbancia de la
recta de la curva de calibracion. Por tanto los resultados que se tomaron fueron estos.

mg en los
200

microlitro
s tomados

0,0718
0,0686

0,0664

P14

mg en
los
0,05¢g
que se
peso
para
lograr
10
mg/m
L

3,59
343

3,32

mg de
fenolicos
por cada
1 gde
extracto
de
propoleo
]

71,8
68,6

66,4

mg en los
200

microlitro
s tomados

0,0598
0,063

0,0662

P17

mg en
los
0,05¢g
que se
peso
para
lograr
10
mg/m

mg de
fendlicos
por cada
1 gde
extracto
de
propoleo
]

59,8
63

66,2

mg en los
200

microlitro
s tomados

0,0664
0,0722

0,0716

P19

mg en
los
0,05¢g
que se
peso
para
lograr
10
mg/m
L

3,32
3,61

3,58

mg de
fendlicos
por cada
1 gde
extracto
de
propoleo
s

66,4
72,2

71,6

Fuente: Autores
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Anexo 21. % DPPH remanente a diferentes concentraciones.

P-14
% DPPH % DPPH % DPPH % DPPH
remananente remananente remananente remananente
(0,5 mg/mL) (0,3 mg/mL) (0,1 mg/mL) (0,05 mg/mL)
T=30 min 92,57 92,12 57,01 42,15
93,15 92,93 56,53 33,02
94,02 92,53 55,39 40,06
Media 93,24 92,53 56,31 38,41
P-17
% DPPH % DPPH % DPPH % DPPH
remananente remananente remananente remananente
(0,5 mg/mL) (0,3 mg/mL) (0,1 mg/mL) (0,05 mg/mL)
T=30 min 94,07 92,55 46,18 39,26
93,59 91,98 48,47 38,01
93,97 93,03 48,66 39,92
Media 93,88 92,52 47,77 39,06
P-19
% DPPH % DPPH % DPPH % DPPH
remananente remananente remananente remananente
(0,5 mg/mL) (0,3 mg/mL) (0,1 mg/mL) (0,05 mg/mL)
T=30 min 76,52 77,05 52,88 38,71
76,93 79,88 49,95 35,08
77,54 68,05 45,80 33,37
Media 77,00 74,99 49,54 35,72

Fuente: Autores
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CAPACIDAD ANTIOXIDANTE Y
COMPOSICION QUIMICA DE VARIOS
EXTRACTOS DE PROPOLEOS DE LA ZONA
SUR DEL ECUADOR

El propoleos es una sustancia resinosa colectada por las abejas de diferentes arboles y plantas.
El objetivo de la investigacion fue establecer la relacion existente entre la capacidad antioxidante y
la composicion quimica de varios extractos de propoleos para su aplicacion en la industria cosmética,
colectados en diferentes lugares de la provincia del Azuay, Ecuador.

En cuanto al contenido total de fenoles PE-19 mostrd los valores mas elevados de polifenoles
(mgEAG) por cada gramo de muestra analizada, seguido de la PE-14 y con el menor valor el extracto
PE-17. Los extractos de propdleos (EP) mostraron variable actividad antioxidante determinada con
el radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPHe) Los resultados obtenidos mostraron que todos los
extractos lograron reducir el 50% de la concentracion de DPPH a concentraciones inferiores a los 0,2
mg/mL. La muestra PE-14 logra la mayor eficiencia como antioxidante, dado que presenta el menor
valor de dicho parametro. Le continfia la PE-17 y con la menor eficiencia se presenta la muestra
PE-19. La presencia de compuestos fendlicos, sin embargo, apreciando los resultados del estudio de
CG-EM, son pocos los metabolitos de tal naturaleza y, ademas, estan en bajas concentraciones. En
términos generales, las muestras en estudio se destacan por presentar una composicion quimica muy
diversa, en tal sentido no se pudo encontrar una relacion entre la actividad antioxidante y la composi-

cion quimica de las muestras de propdleos.





