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RESUMEN

El propoleo es una resina de composicion compleja y consistencia viscosa que las
abejas elaboran a partir de exudaciones de diferentes vegetales para ser
empleado en la construccion, reparacion y proteccion de la colmena.

En esta investigacion se determind las caracteristicas fisico-quimicas vy
microbiologicas de los propoéleos colectados en tres regiones climatologicamente
diferentes del Departamento de Narifio, San Juan de Pasto (Granja Experimental
Botana), Buesaco y La Union. Las muestras, se presentaron en agregados
irregulares con brillo, estructura homogénea y plastica pegajosa, color marron
verdoso, olor resinoso aromatico y sabor astringente. Los porcentajes de
impurezas mecanicas, cera, resinas y solidos solubles les confieren un grado de
calidad, propio para aplicaciones agroindustriales.

A partir del contenido de compuestos fendlicos, se analizd6 las moléculas tipo
flavonoide e indice de oxidacion, condicionando la concentracién de flavonas,
flavanonas y flavonoles responsables de la actividad antibacteriana. El contenido
de flavonoides totales varid entre 20%, 30% y 73,69%; cuantificados con los
métodos colorimétricos del cloruro de aluminio y 2,4-Dinitrofenilhidracina. El indice
de oxidacion registrd un orden de 2,02 a 3,62 segundos segun la prueba del
permanganato de potasio, demostrandose asi la actividad antioxidante y la calidad
de los EEP. Dentro del analisis mineral, los promedios presentan una menor
variabilidad para sodio y potasio, siendo calcio y potasio los mas representativos,
el contenido de zinc fue el de menor concentracidbn en comparacién con el
reportado para muestras de otras zonas del pais, y concluyen el manganeso y
niquel.

En el andlisis por HPLC/MS se identificd la estructura, secuencia carbohidrato,
parte aglicona y enlaces glucosidicos de ocho compuestos de naturaleza fendlica,
un flavonol (Ramnetina) y seis flavonas (Luteolin-8C-glucosido, 6,8-
dimetoxigenkwanina, 6,8-dimetoxiluteolina, Crisina, Genkwuanina y Pinocembrin-
8C-glucasido).



La actividad biologica fue evaluada cualitativamente, aplicando los antibiogramas
de Kirby-Bauer y difusibn en pozos, midiendo los halos de inhibicion del
crecimiento de los agentes bacterianos Staphylococcus aureus y la Escherichia
coli. La bacteria Gram negativa E. coli fue menos sensible en la mayoria de los
tratamientos, sin embargo, la mayor susceptibilidad de las bacterias Gram
positivas como el S. aureus no depende de forma exclusiva de un tipo de
flavonoide, sino del efecto sinérgico de todos los compuestos fendlicos con
actividad antibidtica.

Palabras claves: propoleos, perfiles fisicoquimicos, compuestos fendlicos,
actividad antibacteriana.



ABSTRACT

Proplis is a cereus resin of complex composition and viscous consistence made by
honeybees from resinous exudations of different plants. It is used in construction,
fixing and protection of honeycomb.

In this research work were determined the microbiological and physicochemical
characteristics of propolis collected in three climatologically different zones from
Narifio Department, like San Juan de Pasto (Botana experimental farm), Buesaco
and La Union. Samples were presented as irregular brilliant aggregates with
homogeneous structure and plastic and sticky consistence. Its color was green
maroon, aromatic resinous odor and astringent flavor. The percentage values of
mechanical impurities, wax, resins and soluble solids confer to them a quality
degree, appropriated for agro industrial applications.

From the content of phenolic compounds it was pointed out in analysis of
flavonoid-type molecules and oxidation index, because it conditions in a great
extent the concentration of flavones, flavanones and flavonols responsible of
antibacterial activity. The total flavonoid content measured with aluminum chloride
and 2,4- dinitrophenyl hidrazin colorimetric methods ranged from 20% - 73.69%.
The oxidation index according to potassium permanganate test ranged from 2 to
3.6 seconds as a proof of antioxidant activity of ethanolic extracts of propolis from
the selected zones. The analysis of mineral contents showed a low variability in
sodium and potassium, presenting the higher values for calcium and potassium.
The zinc contents exhibited the lower concentration in contrast with samples from
other zones of the country. The samples evidenced the presence of some fractions
of manganese and nickel too.

HPLC/MS analysis identified the structure, carbohydrate sequence, aglicon moiety
and glucosidic bonds from eight compounds of phenolic nature, a flavonol
(ramnetin) and six flavones (luteolin-8C-glucoside, 6,8-dimethoxigenkwanin, 6,8-
dimethoxiluteolin, crisin, genkwuanin and pinocembrin-8C-glucoside).

Biological activity of ethanolic extracts of propolis was evaluated using the
antibiogram methods of Kirby-Bauer and well diffusion. It was measured the
inhibition growing halos of the Gram-positive bacteria Staphylococcus aureus and
the Gram-negative organism Escherichia coli. E. Coli was the less sensitive to the
tested treatments, and the higher susceptibility of Gram-positive bacteria do not
depended exclusively from the flavonoid kind, but the synergistic effect of all the
phenolic compounds exhibiting antibiotic activity.

Key Words: Propolis, physicochemical profiles, phenolic compounds, antibacterial
activity.



INTRODUCCION

El propdleo es un producto complejo derivado de la actividad de las abejas,
elaborado a partir de la colecta en el campo de las exudaciones de las plantas y
bajo condiciones climéticas establecidas. Conforme a su origen los propdleos
pueden ser elaborados a partir de resinas, balsamos y gomas, mientras que sus
modificaciones residen en la adicion de cera, polen y enzimas, entre otros
materiales. (ASIS, M., 1991)

Los estudios de la composicion quimica y de las propiedades de los propoleos
provienen principalmente del tipo de vegetacion en donde se colectaron los
materiales, la cual es diversa en cada zona biogeografica, hecho que determina
una composicion y propiedades diferentes para distintos propéleos.

Este producto apicola tiene un alto valor debido a las numerosas propiedades que
presenta como bactericida, antioxidante y antiinflamatorio, entre otras. Estas
propiedades, comprobadas en ensayos de laboratorio clinico, han transformado
este noble producto en el “Oro parpura de las abejas”, segun definicion del cubano
ASIS, M., 1991, y es por lo tanto, muy requerido por diferentes paises del mundo,
especialmente Alemania, Francia y Japon. Sin embargo, a pesar de ser muchos
y variados los campos en el que pueden ser aplicadas sus propiedades, en el
Departamento de Narifio, este producto no se ha tenido en cuenta; es por esto que
se plantea el desarrollo de un estudio analitico de las propiedades fisicoquimicas y
bioactivas del propdleo como producto colmenar, agente de alta complejidad que
presenta una gran utilidad en el ambito quimico y farmacéutico, pero cuya
exploracion e informacion es limitada respecto a la produccion de la zona apicola
de nuestro departamento.

En la ejecucion y desarrollo de este estudio se resaltardn las propiedades
guimicas y funcionales del propodleo, asi como la importancia que cada una de
ellas cobra. Para la caracterizacion y cuantificacion de los componentes quimicos
presentes en los extractos de propoleo se emplearan técnicas analiticas de alta
sensibilidad. Por su parte, la actividad antibacteriana se analizard mediante
pruebas in vivo frente a bacterias Gram positivas y Gram negativas.
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1. OBJETIVOS
1.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar mediante técnicas analiticas las propiedades fisicoquimicas de los
propdleos provenientes de la zona apicola del Departamento de Narifio, y evaluar
Su accion antibacteriana.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar mediante las técnicas de HPLC/MS, AA y espectrofotometria UV los
principales grupos de componentes quimicos presentes en los extractos de
propdleo.

Adelantar un estudio analitico comparativo de la composicion quimica del propdéleo
en funcion de la zona biogeografica de origen.

Evaluar la actividad antibacterial de los extractos propoélicos mediante ensayos in

vitro frente a microorganismos Gram positivos y Gram negativos considerando el
perfil de la composicion quimica.
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2. MARCO REFERENCIAL
2.1 GENERALIDADES

El nombre de propdleo proviene del término latin “pro” antes y del griego “polis”
ciudad. Es un material resinoso colectado por las abejas obreras de la especie
Apis Mellifera, a partir de los exudados de las cortezas y diversos tejidos de las
plantas. Los materiales colectados, son triturados, humedecidos con saliva y
secreciones enzimaticas, mezclados con la cera producida por las glandulas
céreas y finalmente transportados por las abejas hacia la colmena, donde cumplen
diversas funciones; tales como, mantener la colmena libre de bacterias y hongos
patdgenos, actuar como soporte estructural para cubrir rendijas y agujeros, regular
la temperatura en el interior de la colmena y evitar la entrada de otros organismos.
Debido a que con el mismo las abejas formaban las barreras para reducir la
piguera y asi lograr una mejor defensa de la colmena (BURDOCK, 1998;
CASTALDO y CAPASSO, 2002; PIETTA,P.; GARDANA, C.; PIETTA A., 2002).

El color del propdleo depende de su origen, varia de marrén oscuro pasando por
una tonalidad verdosa a marron rojizo. Tiene olor caracteristico que puede variar
de una muestra a otra (MARCUCCI, 1995). Este producto hasta los 15T es duro
y se torna mas maleable a medida que aumenta la temperatura. Su punto de
fusion varia entre 60 a 70°C llegando en algunos casos hasta 100C
(GREENWAY., W.; SCAYSBROOK, T.; WHATLEY, F., 1990).

2.2 COMPOSICION

La composiciéon quimica del propdleo es altamente variable, ya que ésta depende
del sitio de recoleccion y por lo tanto de los diferentes ecosistemas donde las
abejas recolectan los exudados y las secreciones de las plantas. Definir la
composicion quimica de éste material es un trabajo arduo, especialmente en
muestras de origen tropical (BANKOVA, 2000). Sin embargo, se puede decir que
en general los propoleos estdn compuestos por 50% de resinas, 30% de ceras,
10% de aceites esenciales y aromaticos, 5% de polen y 5% de otras sustancias
gue incluyen escombros organicos (BURDOCK, 1998). Ademéas, se ha
determinado que los componentes del propéleo se originan de tres fuentes: los
exudados que colectan las abejas de las plantas, las sustancias secretadas por el
metabolismo de las abejas y los materiales que se introducen durante la
elaboracion del propoleo (MARCUCCI, 1995).
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Los analisis de la composicién quimica de este producto apicola han permitido la
identificacién de por lo menos 300 compuestos (CASTRO, 2001), entre los que se
incluyen flavonoides, acidos arométicos y sus ésteres, aldehidos y cetonas, acidos
grasos y sus ésteres, terpenos, esteroides, aminoacidos, polisacéaridos,
hidrocarburos, alcoholes, y otros compuestos presentes en trazas (MATSUDA, J;
HAVSTEEN, B., 2002; ROCHA, P., et al., 2006; OZKUL, G.; BASTOS, E., 2003;
HU, et al., 2005; HAYACIBARA, et al., 2006).

Los propdleos contienen agliconas flavonicas (galangina y pinocembrina) y fenoles
(pinobanksina, acetato de 3-Opinobanksina, bencil-p-cumarato, ésteres del acido
caféico y acidos ferulico y cindmico). En los propoleos alemanes se observa
feniletil trans-cafeato, bencil ferulato y galangina, en los de origen francés, el
bencil cafeato y pinocembrina y los del mediterrdneo (Bulgaria, Turquia, Grecia y
Argelia), ésteres de &cido caféico y &cidos ferulicos, diterpénicos e
hidroxiditerpénicos (AMADO, E. et al., 1997).

El analisis de muestras propolicas suizas e italianas muestran contenidos de
bencil p-cumarato y bencil ferulato bastante altos (>5%) y ausencia de
pinobanksina y prenil cafeatos. De otra parte, los propoleos turcos, egipcios,
brasilefios, chilenos y cubanos de procedencias botanicas distintas muestran
composiciones variadas, debido a la diversidad de flora de donde provienen los
exudados para su fabricacion. (AMADO, E. et al., 1997).

Segun GHISALBERTI, E. (1978), los constituyentes mayoritarios de los propoéleos
son el pterostiibeno, xanthorhoeol, sakuranetina y pinostrobina. Los
flavonoides, constituyentes principales de resinas y balsamos representan el 35%
de los compuestos presentes en propoéleos procedentes del sur de Bulgaria, un
21,4% de pinocembrina; galangina 5%; crisina 4,8%; quercetina 2,2% y
tectocrisina 1,1 % (BANKOVA et al., 1982).

Los analisis realizados por BELESTRIERI y MARINI (1987) sobre muestras de
propdleos rumanos, dan en porcentaje los siguientes valores: aceites esenciales
6,5%; resinas y balsamos 51,3%; ceras 34,7%,; polen 3,5% y otros constituyentes
en un 4%. Para estos autores, al igual que otras investigaciones indican que los
constituyentes mayoritarios del propéleo son de naturaleza fendlica
(principalmente flavonoides), y no contienen proteinas, acidos nucléicos, lipidos,
hormonas ni vitaminas, a excepcion de las vitaminas pertenecientes al complejo B.

2.2.1 Contenido de compuestos fendlicos. Los compuestos fendlicos o polifenoles
han sido reconocidos por su amplio espectro de activad bioldgica, tales como
anticancerigenos, antiinflamatorios, inmunomoduladores, analgésicos Yy
antioxidantes (GOMEZ, et al., 2006). Se ha establecido que la mayoria de los
compuestos bioactivos encontrados en los propdleos son compuestos fendlicos,
sin embargo, la concentracion de éstos puede variar sustancialmente de acuerdo
al origen de las muestras y asi mismo pueden variar las propiedades bioldgicas
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gue se les atribuyen. Por esta razon, es de gran importancia realizar ensayos que
permitan su deteccion y cuantificacién, con el objeto de definir parametros de
calidad para este producto apicola.

Actualmente, el contenido de compuestos fendlicos en propéleos se determina con
el método de Folin-Ciocalteu, en el cual la oxidacion de los compuestos fendlicos
por molibdotungstato fosférico, da como resultado un producto coloreado que
absorbe a una longitud de onda de 760 nm (SINGLETON y ROSSI, 1965). En
Argentina, el Codigo Alimentario de éste pais establece que la cantidad de
compuestos fendlicos que debe tener una muestra de propodleos bruto para su
consumo Y distribucién no debe ser menor al 5%, y en un extracto blando no debe
ser inferior al 0.25% (M.l. NIEVA MORENO, et al., 1999). Diversos estudios han
demostrado una correlacion directa entre el contenido de fenoles totales y
actividad biolégica presentes en los propdleos, como actividades antioxidante y
antibacterial (KUMAZAWA, et al., 2004; CHOI. et al., 2006; MOREIRA, et al.,
2008).

Por su parte los &cidos fendlicos se caracterizan por poseer en su estructura
guimica el anillo aromético y el grupo hidroxilico, comunes a los compuestos
fendlicos y una funcién carboxilica. Los acidos fendlicos que tienen interés
terapéutico son derivados del acido benzoico o del &cido cinamico (caféico,
ferdlico, p-cumarico). Los primeros son muy abundantes en la naturaleza tanto
libres, como acidos o aldehidos (vainillal, anisaldehido), asi como combinados en
formas heterosidicas, correspondiendo a este grupo la unidad basica estructural
(acido galico) de los taninos gdlicos en formas hidrolizables. Los segundos
también son abundantes en la naturaleza pero en este caso se encuentran casi
siempre esterificados con azucares, alcoholes alifaticos, acido quinico (acido
clorogénico), otros metabolitos secundarios (flavonoides) o bien amidificados
(BORRELLI, F., et al., 2002).

2.2.2. Flavonoides. Son compuestos de naturaleza fendlica que se caracterizan

por poseer dos anillos aromaticos bencénicos unidos por un puente de tres
atomos de carbono con estructura general Cg-C3-Cg cOmo aparece en la figura 1.
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Figura 1. Estructura béasica del sistema anular para flavonoides

Los anillos son denominados A, B y C, los atomos de carbono individuales son
referidos por un sistema numérico, el cual utiliza nimeros ordinarios para los
anillos A y C, y nimeros prima para el anillo B. Los flavonoides naturales suelen
presentar tres hidroxilos fendlicos. Varios subgrupos de flavonoides son
clasificados de acuerdo con las sustituciones del anillo C.

Los flavonoides, compuestos ampliamente distribuidos en la naturaleza, se
originan a través de la combinacion de la ruta del acetato y del sikimato, vias
mediante las cuales se biosintetiza la estructura diaril-propanica (condensacion de
un triacetato que origina el anillo A y de un acido cinamico que da lugar al anillo
B). En la naturaleza pueden encontrarse tanto en forma libre (geninas) como
combinados con azucares mediante uniones O- y C-heterosidicas. La mayoria de
ellos estan constituidos por un nacleo bencénico unido a una y- pirona, incluyendo
ademas en distintas posiciones, C-1, C-2 o C-3, un segundo anillo bencénico que
da lugar a los neoflavonoides, flavonoides propiamente dichos o a los
isoflavonoides respectivamente. Con esta estructura existen un numero elevado
de compuestos distintos que pueden clasificarse en funcion del grado de oxidacién
del anillo piranico central como se indica en la figura 2. (STOBIECKI, M., 2000)

Figura 2. Estructura de algunos flavonoides y compuestos relacionados.
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Para los vegetales, estos compuestos son importantes, ademas de ser
responsables de las coloraciones de muchas flores, frutos y hojas, y por ello
intervenir en la polinizacion atrayendo a los insectos, participan en la vida del
vegetal ejerciendo importantes funciones como por ejemplo proteger de los
efectos nocivos de la radiacion UV y ejercer una eficaz actividad antioxidante
(HARBORNE, J., 1994).

Investigaciones relacionadas con la determinacion del origen de los flavonoides
han revelado que las principales fuentes son las resinas de los arboles del género
Populus (P. nigra, alamo) y sus hibridos, Betula (B. verrucosa, abedul), Pinus (P.
silvestris L. pino), Acacia (A. spp.), Aesculus (A. hippocastanum L, castafio), entre
otros. Estas especies vegetales son tipicas de regiones templadas vy
frecuentemente no es posible localizarlas en las regiones tropicales. (BERHOW,
M., 1999). Otras investigaciones en las regiones tropicales mostraron que las
principales fuentes vegetales son especies de Clusia (C. major, C. minor),
Araucaria (A. spp.), ¥ Baccharis (B. spp.). En Rusia septentrional la fuente
vegetal es el abedul (Betula verrucosa) y la P. tremula; en el mediterraneo las
choperas y hojas de Cistus spp; en Brasil la Baccharis dracunculifolia; en
Venezuelay Cuba la resina floral del género Clusia (MIKSICEK, P., 1993).

Biosintesis de flavonoides
Los flavonoides se biosintetizan en las plantas y participan en la fase luminosa de

la fotosintesis, en donde catalizan el transporte de electrones (DAS, 1994). Los
aminoacidos aromaéticos fenilalanina y tirosina provienen de la ruta del acido
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Shiquimico (figura 3). Mediante la accion de las liasas amoniacales de fenilalanina
(PAL) y tirosina (TAL), estos aminoacidos pueden interconvertirse en los acidos
cindmico y p-hidroxicinamico respectivamente, los cuales, mediante una
reduccion, pueden convertirse en cinamaldehido y p-hidroxicinamaldehido (figura
4) (KEEN ClI., 2005) (HELLNER W., FORKMANN G., 1993). Asi, el acido cinamico
(o el &cido p-hidroxicindmico, o bien, derivados de acidos fendlicos tales como los
acidos caféico, feralico y clorogénico, los cuales son considerados derivados del
acido cindmico) se condensa con las unidades de acetato y mediante un re-arreglo
de Fries, forma la porcion cinamoil de los flavonoides, los cuales generan el nicleo
estructural basico de los flavonoides. Para generar el nucleo de las chalconas y
flavanonas, tiene lugar una condensacion catalizada por alcali entre una molécula
de o-hidroxiacetofenona con un derivado del benzaldehido (figura 5).

Para la formacién del nucleo de las 2-hidroxiflavanonas y flavonas ocurre la misma
reaccion de condensacién, soOlo que en esta ocasion, participan la o-
hidroxiacetofenona y un derivado de acido benzoico (cloruros de acilo o
anhidridos) como se indica en la figura 5. (KEEN ClI., 2005).

Figura 3. Interconversion quimica del &acido Shiquimico en varios derivados
aromaticos, incluyendo a los aminoacidos fenilalanina y tirosina. (KEEN CI., 2005).
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Figura 4. Conversion de la fenilalanina y tirosina en cinamaldehido y p-
hidroxicinamaldehido mediante la accion de la fenilalanina liasa amoniacal (PAL)

y tirosina liasa amoniacal (TAL), respectivamente (HELLNER W., FORKMANN G.,
1993).
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Figura 5. Biosintesis de los nucleos chalcona, flavanona, flavanol y antocianidina
(AMADO, E.; et al., 1997).
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Los flavonoides son sustancias fendlicas de interés cientifico y terapéutico. Se les
han atribuido diversas propiedades farmacéuticas desde tiempos antiguos y se ha
establecido que son el principal componente funcional de formulaciones de plantas
e insectos de uso médico (HAVSTEEN, 2002). Algunas de las actividades
biolégicas que se le atribuyen al propdleos se deben al alto contenido de
flavonoides que generalmente se presenta en las muestras.

El método para evaluar el contenido de flavonoides se basa en el uso de reactivos
de desplazamiento en el ultravioleta visible, generalmente se utiliza AICI3 para la
identificacion de flavonas y flavonoles, y se lee la absorbancia a una longitud de
onda de 425 nm (KUMAZAWA et al., 2004), consiste en formar complejos acidos
estables con los grupos cetonas C-4 e hidroxilo del C-3 y C-5 de las flavonas y
flavonoles. Las Flavonas y flavanoles, que no contienen grupos hidroxilo en las
posiciones 5 y 3, no son reactivos frente al tricloruro de aluminio. Adicionalmente,
el tricloruro de aluminio forma complejos &cidos labiles con los grupos orto-
hidroxilo del anillo A o B de los flavonoides. Las 5-hidroxiflavonas y 5-
hidroxiflavonoles, forman un compuesto estable de color amarillo. La formacion de
este tipo de compuestos, causan un considerable efecto batocromico de las
bandas | y Il tipicas de flavonoides. El desplazamiento batocromico en flavonas es
del orden de 20 a 45 nm. Las 3-hidroxiflavonas forman un complejo estable auin
en solucién &cida, con iones de aluminio, condicién que puede ser usada para
distinguir entre 3-hidroxi y 3-glicosidoxiflavonas. Las flavonas como resultado de
esta interaccion generan estructuras resonantes que dan estabilidad al complejo.

La cuantificacion de flavanonas y dihidroflavonoles se fundamenta en la
interaccion de éstos compuestos con 2,4-dinitrofenilhidracina (2,4D) en medio
acido, y la formacion de fenilhidrazonas coloreadas (POPOVA, et al., 2004). El
reactivo (2,4D), es activo frente a los grupos carbonilo de las flavanonas y
flavanoles. Sin embargo, se ha demostrado que en flavonas, flavonoles e
isoflavonas, con doble enlace en los atomos C,-Cs;, no necesariamente son
reactivos a (2,4D), mientras que las flavanonas libres que no poseen doble enlace
en la posicion indicada, lo son. En este grupo se destaca la Naringenina, Naringina
y Hesperidina, mostrando un maximo de absorbancia a 495 nm.

Estos métodos son reportados en evaluaciéon de propéleos por WOISKY vy
SALATINO, (1998); KUMAZAWA, et al., (2004); AHN, et al., (2004); MARQUELE,
et al., (2005); GOMEZ, et al., (2006); AHN, et al., (2007); CHOI, et al., (2006);
SOLEO de FUNARI., et al., (2007); MOREIRA, et al., (2008), entre otros.

De acuerdo con SALAMANCA (2002), los compuestos activos del propdéleo mas
analizados son los flavonoides que incluyen flavonas, flavonoles, flavanonas y
flavanonoles, siendo el principal objeto de investigacion en el campo de la
apicultura pese a su gran diversidad, cuyas estructuras caracteristicas, se
encuentran representadas en las figuras 6 a 9 de acuerdo a los grupos
sustituyentes R descritos en las tablas respectivas.
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Figura 6. Estructura general de las flavonas. SALAMANCA (2002)
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Tabla 1. Flavonas asociadas a la actividad apicola. SALAMANCA (2002)

Nombre R1 R> R3 R4 Rs
Apigenina H |OH | OH| H | OH
Crisina H H | OH | H OH
Genkwanina H | OH | OH | H | OMe
Luteolina OH|OH | OH | H OH
Pinocembrina H H |OH | H OH
Tectochrisina H H | OH | H | OMe
Luteolina 7 Metil éter | OH | OH | OH | H | OMe

Figura 7. Estructura general de los flavonoles. SALAMANCA (2002)

Rs

R
Ra O Flavonaol

32



Tabla 2. Flavonoles asociados a la actividad apicola. SALAMANCA (2002)

Nombre R, R; R3 R4 Rs Rg
Galangina H H OH H OH H
Fisetina OH OH H H OH H
Kaemferol H OH OH H OH H
Herbacetina H OH OH H OH OH
Quercetina OH OH OH H OH H
Ramnetina OH OH OH H OMe H
Quercetagetina | OH OH OH | OH OH H
Gossipetina Ome | OH OH H OH OH
Isorramnetina OH | OMe | OH H OH H

Figura 8. Estructura general de los flavanoles. HAVSTEEN, B-H (1993)
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Tabla 3. Flavanoles asociadas a la actividad apicola. HAVSTEEN, B-H (1993)

Nombre Ri | R | Rs | Ra |Rs | Rg
(+)-Catequina OH|OH| H |[OH| H | OH
(+)-Gallocatequina OH|OH|OH|OH | H | OH
(-)-Epicatequina OH|OH| H |[OH| H | OH
(-)-Epigallocatequina OH|OH |OH |OH | H | OH
(-)-Epicatequina gallate OH|OH| H |[OH| H | OH
(-)-Epigallocatequina gallete | OH | OH | OH | OH | H | OH

(+) Isémero 6ptico dextrégiro, (-) Isémero Optico levogiro
Estructura gallete: C;Hs04, 3,4,5-trihidroxibenzoato (ligado al Oxigeno, OH anillo C)
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Figura 9. Estructura general de las flavanonas. SALAMANCA (2002)
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Tabla 4. Flavanonas asociadas a la actividad apicola. SALAMANCA (2002)

Nombre R1 R> Rs3 R4 Rs
Pinocembrina H H OH H OH
Liquiritigenina H OH H H OH
Naringenina H OH OH H OH
Sakuranetina H OH OH H OMe
Eriodictiol OH OH OH H OH
Herperetina OH | OMe | OH H OH

2.3 COMPOSICION DE LOS PROPOLEOS DE ZONA TROPICAL

En las zonas tropicales donde no se encuentran alamos ni abedules, las abejas
encuentran disponibles una gran variedad de plantas. Las especies reconocidas
en éstas zonas como la mayor fuente de exudados son Clusia spp., Araucaria
heterophylla, y Baccharis spp. (CUESTA, et al., 2007). Los propoéleos de zonas
tropicales estdn compuestos principalmente por acidos p-coumaricos prenilados,
acetofenonas, lignanos, di y triterpenos (BANKOVA, 2000). Algunas evidencias
han demostrado que los exudados de las flores de las especies Clusia minor y
Clusia major son las fuentes de los propodleos Venezolanos, debido a la presencia
de benzofenonas polipreniladas tanto en los exudados como en los propoleos. Asi
mismo, se ha comprobado que los diterpenos tipo labdano presentes en Araucaria
heterophylla, se presentan en los propoleos de Brasil (BANSKOTA, et al., 1998).
Por otro lado, se ha establecido que las plantas de las especies, Araucaria
heterophylla, Araucaria angustifolia, Clusia major y Clusia minor, Baccharis
dracunculifolia y Eucalyptus citriodora, son las posibles fuentes de exudados del
propdleos verde, una de las clases de propoleos que se encuentran en Brasil
(SALATINO, et al., 2005).
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BANSKOTA, et al., (1998), aislaron de propdleos de Brasil compuestos prenilados
y diterpenos tipo labdano (figura 10), entre los cuales se encuentra un nuevo
compuesto prenilado derivado del cromano, denominado acido 3-hidroxi-2,2-
dimetil-8- prenilcromano-6-propenoico (1) y algunos compuestos reportados por
primera vez en propoleos, como el acido agatico (2), acido agatalico (3), acido
cuprésico (4), tremetona (5) y betuletol (6), entre otros.

Figura 10. Benzofuranos aislados de propoleos de Brasil (BANSKOTA, et al.,
2000).
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En un estudio posterior de propoleos de Brasil, BANSKOTA, et al., (2000), aislaron
dos nuevos benzofuranos, llamados benzofuranos A (7) y B (8) (figura 11), los
cuales presentaron moderada citotoxicidad contra células cancerigenas.
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Figura 11. Benzofuranos aislados de propdleos de Brasil (BANSKOTA, et al.,
2000).
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MARCUCCI, et al., (2001) analizaron una muestra de propoleos de Mandirituba
(Parana, Brasil), de la cual aislaron y caracterizaron cuatro compuestos fendlicos
identificados como: acido 3-prenil-4-hidroxicinamico  (9), 2,2-dimetil-6-
carboxietenil-2H-1-benzopirano (10), acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico (11) y
2,2-dimetil-6-carboxietenil-8-prenil-2H-1-benzopirano (12) (figura 12).

Figura 12. Compuestos fendlicos aislados de propdleos de Brasil (MARCUCCI, et
al., 2001).
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Aunque el propdleo mas comun y por tanto mas estudiado en Brasil es el llamado
propdleo verde, en el norte del pais se colecta un propodleo rojo, el cual fue
analizado por TRUSHEVA, et al., (2006) identificando 14 compuestos, seis de los
cuales se reportaron por primera vez en este producto apicola. Se aislaron los
derivados del fenilpropano: trans-anetol, metil eugenol, trans-metil isoeugenol,
elemicina y trans-isoelemicina; los alcoholes triterpénicos: c-amirina, d-amirina,
cicloartenol, lupeol y se reportd por primera vez en propoleos la cetona 20(29)-
lupen-3-ona; los isoflavonoides: isoflavona isosativan y el terocarpano
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medicarpina; la epdxido naftoquinona  2,3-epoxi-2-(3-metil-2-butenil)-1,4-
naftalenediona, aislada por primera vez de una fuente natural y una mezcla
inseparable de benzofenonas preniladas.

El propdleo de Venezuela ha sido poco estudiado, sin embargo, las
investigaciones realizadas confirman la presencia de benzofenonas preniladas en
los propoleos del tréopico. TRUSHEVA, et al.,, (2004), aislaron dos nuevas
benzofenonas polipreniladas (figura  13): 18—etiloxi—17-hidroxi-17,18-
dihidroscrobiculatona (13) y (14); ademéas encontraron las scrobiculatonas (15) y
(16) reportadas anteriormente por PORTO, et al., (2000) y aisladas de las resinas
exudadas por las flores de varias especies de Clusia. Los compuestos en
mencion, mostraron actividad antibacterial y moderada toxicidad contra Artemia
salina. Otra benzofenona prenilada fue encontrada por CUESTA, et al., (1999) en
propdleos cubanos. ElI compuesto (17) fue obtenido por cromatografia liquida de
alta eficiencia (CLAE) y su férmula molecular C33H4,04 fue deducida, usando los
analisis de EM, RMN de 13C y DEPT. Este compuesto mostré actividad
antimicrobial y antifingica contra una variedad de bacterias y levaduras. CUESTA,
et al., (2007), en un estudio posterior analizaron diferentes tipos de propoleos que
se encuentran en Cuba. El estudio tuvo como objetivo determinar los perfiles
cromatogréaficos de los extractos mediante RMN de 1H y 13C y caracterizar los
principales compuestos mediante CLAE; asi se lograron clasificar las muestras
segun los metabolitos secundarios presentes, como propdleos café, rico en
benzofenonas poliisopreniladas; propoleos rojo cuyos principales componentes
fueron los isoflavonoides, y propéleos amarillo con altos contenidos de
compuestos alifaticos. Ademas, se aislaron los compuestos 15 y 16 reportados
anteriormente en propéleos de Venezuela.

Figura 13. Benzofenonas preniladas aisladas de propoleos de Venezuela
(TRUSHEVA, et al., 2004).
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Los propoleos de Chile provienen de exudados de una vegetacion particular y
Unica, encontrandose plantas endémicas debido al aislamiento geografico del
pais. La vegetacion de la zona donde se colecté el propdleo consta basicamente
de matorrales y arbustos; las familias de plantas dominantes en la zona,
pertenecen a las familias Asteraceae, Anacardiaceae, Rosaceae, Rhamnaceae,
Monimiaceae y Lauraceae. El estudio mostré que los principales compuestos en el
propdleo son los lignanos y que de las cinco moléculas aisladas (18 - 22), tres se
reportaron como nuevos productos naturales (VALCIC, et al., 1998) (figura 15)
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Figura 15. Lignanos aislados de propéleos de Chile (VALCIC, et al., 1998).
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En Colombia, MENESES, (2006), obtuvo extractos de diclorometano y éter de
petréleo/metanol, a partir de una muestra de propéleos antioquefio. Los extractos
sometidos a fraccionamientos cromatogréaficos, condujeron al aislamiento de los
diterpenos de tipo labdano &cido isocuprésico (23), agatodienediol (24) y torulosol
(25) (figura 16). Ademas, los extractos inhibieron el crecimiento de los hongos
fitopatdbgenos de los géneros Botryodiplodia theobromae y algunas especies de
Colletotrichum.

Figura 16. Diterpenos de tipo labdano aislados de propdleos colombianos
(MENESES, 2006).
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SALAMANCA, et al., (2005) analizaron el perfil de flavonoides y el indice de
oxidacion de algunos propéleos colombianos. Los resultados mostraron
diferencias significativas entre las muestras, variaciones que estan en funcion del
origen biogeogréafico y que se expresaron a traves del contenido de flavonoides
totales con diferentes tiempos de oxidacion.

2.4 PRINCIPIOS ACTIVOS Y EFECTOS FARMACOLOGICOS

La medicina humana del mundo occidental no ha tenido en cuenta los valores
terapéuticos de los propdleos, por el contrario en el mundo oriental adquiere
importancia como medicina alternativa.

En las ultimas décadas este material ha llamado la atencion de los investigadores,
desarrollandose numerosos estudios que le atribuyen una amplia gama de
propiedades biologicas, entre las que estdn, actividad antimicrobiana
(MARCUCKCI, et al., 2001; UZEL, et al., 2005; LU L-C CHEN, et al., 2005), antiviral
(AMOROS, et al., 1994; KUJUMGIEV, et al., 1999), anticancerigena (BANSKOTA,
et al.,, 2000; ORSOLIC, et al., 2004; MISHIMA, et al., 2005), antiinflamatoria
(CARDILE, et al.,2003; HU, et al., 2005) y antiparasitaria (DANTAS, et al., 2006;
DE CARVALHO, et al., 2007). Adicionalmente, algunas investigaciones han sido
dirigidas hacia el estudio de la actividad antioxidante (WANG, et al., 2004; AHN,
et al.,, 2004; TRUSHEVA, et al., 2006) obteniéndose resultados altamente
prometedores.

En general el propoleo presenta una amplia accion antimicrobiana, demostrada
por ensayos in vitro frente a cocos Gram positivos y algunas bacterias Gram
negativas, observandose especialmente la eficacia del propdleo en afecciones
gastrointestinales producidas por Streptococcous fecalis, Escherichia coli,
Salmonella sp y Shiguella sp, quienes en algunas ocasiones manifiestan
resistencia a los medicamentos convencionales. Entre los muchos propdleos
analizados se destaca especialmente el de origen aleman que posee gran eficacia
frente al Sthapylococcous aureus y Escherichia coli, por su contenido de fenetil
trans-cafeato, bencilferulato y galangina que poseen propiedades bacteriostaticas
y bactericidas. (KUJUMGIEV, A. et al., 1999)

Los principales precursores de peptidoglucanos que conforman la pared celular de
las bacterias son la acetilglucosamida y el acido muramico, y las bacterias se
encuentran bajo elevada presién osmdética con relacion a los liquidos corporales.
Los diferentes compuestos que conforman el propdleo actian directamente como
bactericida inhibiendo la biosintesis del peptidoglucano haciendo que la pared
celular de las bacterias se debilite y experimente lisis, o que a su vez disminuye el
porcentaje de crecimiento celular del patogeno. (CASTELLOTTI, G. vy
BENDAZZOLI, P., 1997; GONZALEZ, A. y BERNAL, 1997)
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Andlisis de laboratorio con cepas patdégenas de microorganismos han demostrado
la accion bactericida del propéleo para tratamientos de tuberculosis donde actla
frente al bacilo de koch, en manifestaciones dérmicas e infecciones post-
quirargicas por Staphylococcous aureus, Streptococcous piogenes, Pseudomona
aeruginosa, Kleibsiella pneumoniae. (MIRZOEVA, O., et al., 1997)

Dependiendo de la dosis, almacenamiento del producto, contenidos de flavonoides
y capacidad inhibitoria, el uso de extractos de propoleos al igual que su aplicacion
varia de acuerdo al microorganismo a someter y al efecto requerido. Los extractos
etandlicos al 60 - 80% inhiben el crecimiento bacteriano mediante el efecto
bacteriostético y producen inactivacion de la hialuronidasa en concentraciones del
80 y del 70 - 80% evidencian accion antioxidante. Los extractos acuosos poseen
caracteristicas particulares de gran importancia, pero se ha establecido
mediante investigaciones que inducen una proteccion no especifica frente a las
Bacterias Gram negativas como la Kleibsiella Pneumoniae y Pseudomona
aeruginosa. (CASTELLOTTI, G. y BENDAZZOLI, P., 1997; GOMEZ, L. y OJEDA,
C., 2002)

El propdleo posee efectos fungicidas frente a especies como Céandida albicans,
Aspergillus niger, Botrytis cinerea, Ascosphaera apis y Plasmopara vitico sarla.
Alternaria alternat, Penicillium digitatum, Trichophyton metagrophytes, Malassezia
pachydermatis, Candida albicans, Candida tropicalis, Candida krusei y Candida
guilliermondii. El diluyente del propdleo, aceite, etanol, propilenglicol o glicerina
influye en la accion antifungica. Dependiendo de la concentracion de un
componente en el propoleo se observa mayor o menor efecto sobre el agente
patdgeno. Existen analisis que comprueban la igualdad de eficacia antifangica del
propdleo con respecto a la sustancia pura, incluso en lesiones producidas por
hongos que han creado resistencia a medicamentos tradicionales como el
fluconazol, clotrimazol y econazol. (GHISALBERTI, E. L., 1979; GOMEZ, L. y
OJEDA, C., 2002)

Estudios in vitro han logrado establecer que el propéleo y sus diversos
componentes disueltos en etanol poseen actividad anticancerosa, especialmente
en el tratamiento de cancer de mama disminuyendo la proliferaciéon celular de
células malignas y no funcionales. Diversos analisis in vitro han comprobado la
eficacia de los propo6leos como inhibidores de mutagenicidad e inhibicion del ciclo
celular de las células afectadas, induciendo apoptosis sin afectar las células
sanas, eliminando las células no funcionales y fortaleciendo las células
inmunoreparadoras (BRETZ, W., et al.,, 1998). Otras actividades biologicas
muestran que soluciones acuosas de propoleo administradas por via oral
aumentan la cantidad de leucocitos y células asesinas naturales en sangre
periférica de pacientes inmuno-comprometidos.

A nivel nutricional los efectos potencializadores del propéleo actian como
coadyuvantes en la absorcion del hierro, calcio, fésforo y magnesio,
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incrementando la sintesis de las subunidades de la hemoglobina y disminuyendo
la posibilidad de anemia ferropénica; a esto se suma la evidente recuperacion de
masa y peso corporal de los pacientes con patologias nutricionales. (LEE, S. E,
2003)

2.5 MECANISMO DE ACCION DE LOS ANTIBIOTICOS

Una de las actividades bioldgicas mas estudiada en los extractos etandlicos de
propdleo (EEP) es la referida a su accion antimicrobiana analoga a la accion de un
antibiotico sintético. Los agentes antimicrobianos presentes en los EEP actuan por
una serie de mecanismos muy diferentes entre ellos, y cuyos blancos se
encuentran en diferentes regiones de la célula atacada. (CHAMBERS, HF.,
SANDE, MA., 1995) Las diversas regiones y procesos hacia los cuales se dirige el
atague antibacteriano en general pueden ser: pared bacteriana, membrana
bacteriana, sintesis de acidos nucléicos y sintesis de proteinas. En la tabla 5 se
presenta una clasificacion de los agentes antibiéticos, en donde se explica algunos
ejemplos de cada grupo, su modo de accion y un resumen de su espectro
antimicrobiano.

Las drogas que atacan la pared bacteriana ejercen su efecto a través del bloqueo
de su sintesis. Interfieren con la sintesis de peptidoglicanos, elementos esenciales
de la constitucion de la pared, ocasionando la lisis bacteriana. Los agentes activos
en la membrana celular bacteriana son las polimixinas (polimixina B y colistina).
Estas drogas son péptidos cationicos con actividad de tipo detergente que
disrumpen la porcion fosfolipidica de la membrana de las bacterias Gram
negativas. (DOUGLAS, M. y BENNETTS, 2000)

Los agentes que actuan a nivel de los acidos nucléicos son varios y sus sitios de
accion son diversos, dentro de sus acciones estan: impedir la sintesis de las
cadenas de ADN por inhibicibn de una topoisomerasa, la girasa de ADN,
impidiendo su reparacién o la lectura codonica ADN-ARN mensajero. (DOUGLAS,
M.y BENNETTS, 2000)

Existen diversos blancos que son impactados por los diferentes agentes
antiinfecciosos. Los aminoglucésidos y aminociclitoles actian a nivel de la porcion
30S del ribosoma, induciendo errores en la lectura de la informacion aportada por
el ARN mensajero. De esta manera, la proteina que se sintetice contendra errores
y no sera util. También son capaces de inducir alteraciones de las membranas.
(LUCENA, ML, et al., 1995).
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Tabla 5. Clasificacion quimica de los antibioticos y modo de accion

Grupo Miembros Modo de accién Espectro
Beta} I.a.ctamlcos: Penicilina G inhiben sintesis de pared Bacterias Gram positivas
Penicilinas
Beta Iactamlcos: Cefaloridina Inhiben sintesis de pared Bacterias Gram positivas y Gram
Cefalosporinas negativas
Bet.allactamlcos: Acido Se une a la beta lactamasa Gérmenes productores de beta
Inhibidores de la - ; .

clavulanico inactivandola lactamasa
Betalactamasa
Beta lactamicos: Imipenem- . . . Gram positivas y Gram negativas,
. ; Inhiben sintesis de pared . -

Carbapenems cilastatina aerobios y anaerobios
Beta lactamicos: Aztreonam Idem Gram negativos aerobios
Monobactams Inhiben sintesis proteica

Aminoglucésidos

Estreptomicina

porcién 30 S ribosomal

Bacterias Gram negativos

Aminociclitoles

Espectinomicina

Idem

Bacterias Gram negativos y
micoplasmas

Azlcares complejos o

Inhiben sintesis proteica

Bacterias Gram positivos,

Lincosamidas Lincomicina porcién 50S ribosomal anaerobios y micoplasmas

Rifamicinas Rifampicina Inhib e ARN polimerasa Bgctenas Qram positivas
micobacterias

Péptidos Polimixina B Desorganizan membrana Pseudomonas aeruginosa

Glucopéptidos Vancomicina Inhibe sintesis de pared Bacterias Gram positivas y Gram

negativas

Estreptogramina

Virginamicina

Inhibe peptidil transferasa

Bacterias Gram positivas aerobias
y anaerobias

Inhibe sintesis proteica

Bacterias Gram positivas y Gram

Macrélidos Eritromicina - - .
porcién 50S ribosomal negativas
. . . . Bacterias Gram positivas y Gram
. . Inhibe sintesis proteica . . X
Fenicoles Cloranfenicol negativas, rickettsias y

porcién 50S ribosomal

chlamydias

Tetraciclinas

Oxitetraciclina

Inhibe sintesis proteica
porcién 30S ribosomal

Bacterias Gram positivas y Gram
negativas, rickettsias, chlamydias
y algunos protozoos

Sulfonamidas

Sulfanilamida

Interfieren sintesis de acido
folico

Bacterias Gram positivas y Gram
negativas y coccidios

Diaminopirimidina

Trimetoprima

Interfieren sintesis de acido
tetrahidrofélico

Bacterias Gram positivas y Gram
negativas aerobias

Fluoroquinolonas

Enrofloxacina

Inhiben ADN girasa

Bacterias Gram positivas y Gram
negativas

lonéforos

Monensina

Alteran flujo de membrana

Coccidiosis, promocion del
crecimiento

Nitrofuranos

Nitrofurazona

Previenen traslacion ARN
mensajero

Bacterias Gram positivas y Gram
negativas

Fuente. SANDE, M. A., MANDEL, (1993).

2.5.1 Mecanismo de accion de la estreptomicina.
antibiotico que hace parte de los aminoglucésidos, sustancias quimicas que

contienen aminoazulcares ligados a un anillo de aminociclitol por

La estreptomicina es un

intermedio de

enlaces glucosidicos. Los aminoazucares, son la base quimica que confiere las
diferentes caracteristicas farmacocinéticas y farmacodindmicas a cada uno de sus

componentes (CORTOPASSI, G, HUTCHIN, T., 1994).

43




Los aminoglucésidos son antibioticos bactericidas, su efecto es dependiente de su
concentracion. Luego de penetrar en el interior bacteriano por un mecanismo de
transporte activo, actan ligandose a las subunidades 30S y 50S del ribosoma
bacteriano y de esta manera inhiben la sintesis proteica mediante tres
mecanismos de accion, por bloqueo del inicio de la sintesis proteica, bloqueo
prematuro de la traduccion con la separacion del complejo ribosémico 30S - 50S y
la consecuente produccion de polipéptidos incompletos, e incorporacion de
aminoacidos incorrectos con la consecuente produccion de polipéptidos
anormales. (DELGADO, A., 1990)

Con los aminoglucésidos, es con los que se ha descrito de mejor manera el efecto
postantibiotico, que se define como la supresion del crecimiento bacteriano luego
de la exposicion de los microorganismos al agente antibacteriano, a pesar de que
la concentracion del antibiético haya descendido por debajo de la Concentracion
Inhibitoria Minima del mismo (IMC). (TTGER EC., 1994)

El mecanismo de accion de la estreptomicina contempla de manera inicial la
entrada de las moléculas del antibidtico a la bacteria a través de pequeias
imperfecciones de la membrana en crecimiento para que asi la estreptomicina se
una al ARNr 16S de la subunidad 30S. Alli provoca errores en la lectura del
ARNmM, distorsionando la estructura del ribosoma. Asi, los codones del ARNm se
emparejan con ARNt cargados "erroneos”, en los que so6lo dos de las tres bases
del anticoddén corresponden correctamente con las del codén. Es entonces cuando
la bacteria comienza a sintetizar proteinas defectuosas; algunas de ellas son
proteinas de membrana, que al incorporarse a la bicapa lipidica, introducen
imperfecciones en su funcionamiento y estructura. Se van formando cada vez més
"canales", correspondientes a defectos en esa membrana; a través de los nuevos
"canales" e imperfecciones de la membrana, entran cada vez mas moléculas del
antibiotico con lo cual todo el proceso se acelera y retroalimenta positivamente, de
modo autocatalitico. El efecto final es bactericida, ya que finalmente se detiene la
sintesis de la proteina, produciendo entre otros dafos irreversibles a las
membranas (BEGG, E., 1995).

2.6 SITUACION DE LA APICULTURA EN NARINO

La apicultura en Narifio ha adquirido un relativo crecimiento durante los ultimos
afos, no obstante el caracter artesanal y la dispersién de los apiarios. Aunque
existen estudios entomoldgicos desarrollados por instituciones como la
Universidad de Narifio y CORPOICA, no se conocen investigaciones sobre la
actividad apicola y caracterizacion fisicoquimica de los productos que de ellas se
obtienen desde una perspectiva econdmica y cientifica. Hasta hace algunos afios
se impulsaron programas de fomento por parte de la Federacion Nacional de
Cafeteros en las zonas productoras del grano, en el marco de politicas de
diversificacion y sustitucion de cultivos. Intentos similares han tenido lugar en torno
a los cultivos de fique (GOMEZ, L. y OJEDA, C., 2002). La apicultura es una



actividad que proporciona ingresos complementarios a mas de mil familias en
toda la geografia del departamento. Se trata, no obstante, de una actividad mucho
mas rentable que los cultivos de café y fique.

Se han podido obtener algunos datos fragmentarios sobre el nimero de familias
vinculadas a este tipo de actividad en la zona norte del departamento: en San
José de Alban, se encuentran vinculadas unas treinta familias, un ndmero similar
en San Bernardo, cincuenta aproximadamente en la Union. En general, se
produce miel de abejas en toda la zona cafetera y fiquera del departamento
(treinta municipios). Se desconocen datos sobre la produccion en la Costa
Pacifica. Una familia vinculada a la actividad apicola posee entre diez y cincuenta
colmenas. Algunos logran una significativa produccion de miel al inicio de cada
estacion (floracion), es decir, dos veces al afio (GOMEZ, L. y OJEDA, C., 2002).

El rendimiento depende de factores como: cantidad de abejas del enjambre,
recursos alimentarios existentes en la zona, medios técnicos utilizados, etc. Un
enjambre estd constituido, en promedio por 25 kilogramos de abejas, su
reproduccion es mayor en climas calidos. Sin embargo, el nivel de produccion no
depende del clima sino del tipo de floracion.

Por lo general, las abejas extraen el néctar de flores ornamentales y trébol como
también de la floracion de café y fique. Cabe resaltar que la bibliografia se limita a
reportar informacion referente a la produccion de miel como principal producto de
la colmena, mas no existen datos reales del manejo del propdleo y otros productos
de la colmena por parte de los apicultores de Narifio.
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3. DISENO METODOLOGICO
3.1 RECOLECCION DE MUESTRAS
3.1.1 Areas de estudio. Se analiz6 las muestras de propéleos provenientes de
diferentes zonas apicolas del departamento de Narifio como Buesaco, La Uniény
La Granja Experimental Botana de la Universidad de Narifio demarcadas por el
recuadro en la figura 17.

Figura 17. Areas de estudio

Cabo,
Aanglaras -

[ ] Zona de muestreo

Segun datos del Instituto Geografico Agustin Codazzi (IGAC) del departamento de
Narifio cada uno de los lugares de recolecciébn cuenta con los indicadores
climatologicos descritos en la tabla siguiente.
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Tabla 6. Indicadores Climatolégicos de las zonas de muestreo.

Zona Altura T Piso Humedad | Precipitacion :
Geografica | (msnm) | (T) | Térmico (%) (mm) Zona de vida
Bosque humedo
Buesaco 1959 18 | Templado 60 1400 premontano
(bh-PM)
Granja ) Bosque hume_do
Botana 2534 13 Frio 40 Mayor a 500 montano bajo
(bh-MB).
Bosque muy
i0 i humedo
La Unién 1726 19 Caliente 80 2199 premontano
(bmh-PM)

3.1.2 Obtencién de muestras. En las diferentes zonas de muestreo se implemento
un disefio puntual con tres niveles de tratamiento y tres repeticiones.

La recoleccion de las muestras se realizé entre los meses de febrero y junio del
aflo 2007, por el método artesanal de raspado utilizando espatulas de acero
inoxidable para remover el producto adherido en las caras laterales, tapa,
entretapa y alzas de cada cajon. El muestreo de las diferentes colmenas de cada
predio se efectud en forma aleatoria, para formar una muestra compuesta de cada
zona de muestreo.

Se colocaron las muestras en envases oscuros de polietileno con cierre hermético
y se trasladaron al laboratorio, donde se almacenaron a -10°C, hasta efectuar los
analisis.

Figura 18. Método artesanal de raspado. SALAMANCA, G., (2002).
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3.1.3 Analisis fisico-quimico preliminar. Como parametros iniciales se registro el
peso, aspecto, textura, color, olor, sabor e impurezas visibles. El punto de fusion
de la resina propdlica se determind por el método del Tubo de Thiele y el pH de
cada una de las muestras del extracto etanolico por el método potenciométrico.
Adicionalmente se evalud los siguientes parametros fisico-quimicos: solidos fijos,
solidos volatiles, contenido de impurezas y masas mecanicas, indice de oxidacion,
cera, resinas, acidez y fenoles totales. (Ver anexo C)

3.2 ANALISIS CUANTITATIVO DE FLAVONOIDES

Un gramo de propoleo crudo se extrajo con 25 mL de etanol al 95% (V/V) por 24
horas a 37°C, el filtrado se ajusto a 25 mL con etanol al 80% (V/V) y se guardd en
un recipiente &mbar.

3.2.1 Metodo Colorimétrico de Cloruro de Aluminio. El método colorimétrico de
cloruro de aluminio se modificé de la procedencia reportada por WOISKY, R. y
SALATINO, A. (1998). Dentro de ello, se incremento la concentracion del EEP,
reduciendo la masa de resina propdlica y el volumen de aforo al 50%.

Las flavonas y flavonoles presentes en los propdleos se expresaron como
equivalentes de Quercetina. La Quercetina se empled para construir la curva de
calibracion, se prepararon soluciones estandar de 12.5, 25, 50, 80 y 100 pg/ mL en
etanol al 80% (V/V). Se tom6 0.5 mL de las soluciones estandar o EEP y se
mezclaron con 1.5 mL de etanol al 95% (V/V), 0.1 mL de cloruro de aluminio (P/V),
0.1 mL de acetato de potasio 1M y 2.8 mL de etanol al 80%. EIl volumen de
cloruro de aluminio al 10% (P/V) se sustituyé por el mismo volumen en agua
destilada para el blanco. Luego de la incubacion a temperatura ambiente por 30
minutos, se leyo la absorbancia de la reaccion a 415nm con un espectrofotbmetro
UV-Vis Lamda 11.

3.2.2 Método Colorimétrico de la 2,4-dinitrofenilhidracina. Del mismo modo que
el proceso anterior, el método empleado se modific6 de la procedencia descrita
por NAGY, M. y GRANCAI, D. (1996)

Las flavanonas en los propdleos se expresardn como () equivalentes a
Naringenina. La (x) Naringenina se empleo para realizar la curva de calibracion.
Se prepard soluciones estandar de 0.25, 0.30, 0.50, 1.00 y 2.00 mg/mL en
metanol. Un mL de la solucion estandar o EEP se mezclé con 2 mL de 2,4-
dinitrofenilhidracina al 1% (P/V) y 2 mL de metanol a 50 °C por 50 minutos. Luego
se enfrié a temperatura ambiente, esta solucién se mezcldé con 5 mL de hidréxido
de potasio al 1% (P/V) en metanol al 70% (V/V) y se incub6 a temperatura
ambiente por 2 minutos. Posteriormente se tomd 1 mL de la solucién, se mezclo
con 5 mL de metanol y se filtro, llevando a 25 mL. La absorbancia del filtrado se
midi6é a 495 nm.
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3.3 ANALISIS DE MINERALES

Los minerales determinados por espectrofotometria de absorcién atomica fueron
Ca, K, Ni, Zn, Na, Mn, Fe, Mg, Cu.

Se realiz6 una pre-digestion de 0,5 g de la resina propolica en 6 mL de acido
nitrico concentrado durante 24 horas, con el fin de destruir la mayor cantidad de
materia organica. Se llevo a calentamiento hasta la desaparicion de los vapores
nitrosos producto de la digestion, para luego adicionar en frio 5 mL de acido
percldrico. Se continud con el calentamiento hasta el desprendimiento de vapores
blancos y la transparencia del extracto acido. Se filtr6 y se aforé a 50 mL con agua
de-ionizada. La lectura de las absorbancias se realizé en un espectrofotometro de
absorcion atomica PERKIN- ELMER bajo las condiciones descritas en el anexo D.

3.4 ANALISIS POR HPLC/MS

Las muestras fueron diluidas volumétricamente con un factor 1/10, posteriormente
fueron filtradas y un volumen de 10 pl fue inyectado en un sistema de
cromatografia liqguida (HPLC — Agilent 1200) acoplado a un espectrometro de
masas de tipo quadrupolo simple (Agilent - G1956A) con una interfase de
lonizacién a Presion Atmosférica tipo Electrospray (API-ESI).

Las condiciones cromatograficas fueron: Columna C18 de 250 mm x 4.6 mm ID x
5um; fase movil: metanol/agua 0.1% &cido formico; flujo 0.8 mL/min; deteccion
DAD; temperatura 25C Las condiciones de ionizacio n fueron: Polaridad positiva;
Voltaje del capilar: 4000V; voltaje CID: 120V, temperatura del gas de secado:
350%C; flujo del gas de secado: 13 L/h.

Los datos fueron analizados en el software ChemStation Rev 02.01-SR1. Los
estandares (naringenina, quercetina, crisina y galangina) fueron inyectados a una
concentracion nominal de 100 pg/mL y corridos bajo las mismas condiciones de
las muestras.

3.5 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

La actividad antibacteriana de los EEP se estim6 mediante el método de difusion
registrado por la FARMACOPEA AMERICANA (USP 24). Las pruebas se
desarrollaron sobre bacterias Gram positivas del género Streptococcus, Yy
bacterias Gram negativas del género Escherichiae, las cuales fueron cultivadas en
agar tripticasa de soya bajo condiciones aerébicas por 18 horas a una temperatura
de 37 % 1°C. La inoculacion se preparé por lavado de una o dos colonias
empleando 5 mL de solucion fisioldgica estéril para una concentracion de células
bacterianas de aproximadamente de 10° UFC/mL. La densidad de las células
bacterianas se medid6 con la solucion estandar McFarland’s. (INSTITUTO
NACIONAL DE SALUD).
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Preparacion del in6culo bacteriano: Se obtuvieron 2 cultivos puros de
Staphylococcus aureus y Escherichia coli, se incubaron a 37°C durante 24 horas,
cada cultivo se resembro diariamente en medio de cultivo agar tripticasa de soya.

Preparacion del medio de cultivo: El medio de cultivo se mezclo e hirvio durante 15
minutos. Se esterilizo en autoclave a 121°C y 15Lb de presion durante 15 minutos.
Se agreg6 en placas estandar de 91mm (20mL c/u); y se obtuvo un grosor
homogéneo de aproximadamente 4mm. Las placas se llevaron a 37°C en
incubadora durante 30 a 60 minutos con la finalidad de eliminar la humedad de la
superficie de la placa.

3.5.1 Método de Kirby-Bauer. Se utilizd discos de 4mm de didmetro de papel de
filtro Whatman N° 2 que se esterilizaron en autoclave a 121°C con 15Lb de presion
durante 15 minutos y luego se conservaron en frascos cerrados. Se empapo los
discos en el EEP de manera aséptica, luego estos fueron usados en la Prueba de
Antibiosis segun el método de Kirby-Bauer.

Para la inoculaciéon de las placas se realizo la suspension del microorganismo de
densidad optica entre 0,13 y 0,15 leida a 580nm en suero fisioldgico. Se tom6 1mL
de suspension y se vertié en placas estériles (91 mm de diametro); se distribuy6
en toda la placa y el exceso de la suspension se retird. Se incubd por 2 horas a
37°C. Se aplicaron en placas separadas los discos de antibidticos control y los
discos de EEP, previamente marcados y equidistantes en la superficie de las
placas incubadas. El crecimiento del organismo y la difusion del antibidtico se
estimaron de acuerdo al tamafio de las zonas de inhibicién alrededor de los
discos.

En cada una de las metodologias propuestas como prueba de sensibilidad
antibiotica, las cajas se incubaron en camara humeda a 37°C para luego registrar
los halos de inhibicidén a las 12, 24, 26, 48 y 72 horas de incubadas. EI mismo
procedimiento fue aplicado a un control de etanol al 80%. El sulfato de
estreptomicina se empled como sustancia antibacterial de referencia. La solucion
de concentracion 10 mg/mL fue preparada a partir de la solucién estandar de
sulfato de estreptomicina (0.1% P/V) en agua destilada estéril con buffer de
fosfatos pH 8.

3.5.2 Método de difusion por pozos. Un mililitro del in6culo se agregd a 20 mL de
agar Muller-Hinton a una temperatura de 48- 50°C. Se prepard cultivos en cajas
petri con agar en dos capas, la segunda de ellas con 30 mL de medio inoculado
con 1mL de suspensioén del microorganismo en solucion salina de densidad 6ptica
entre 0.13 y 0.15 leida a 580 nm. Para determinar el halo de inhibicién se incluy6
3 cilindros de acero inoxidable de diametro 6mm por cada placa de Agar, al
solidificarse el medio los cilindros se retiraron, en los pozos creados se depositd
50uL de EEP.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 ANALISIS FISICOQUIMICO PRELIMINAR

El estudio se realiz6 en tres municipios del departamento de Narifio: Granja
Experimental Botana de la Universidad de Narifio (zona rural de Pasto), Buesaco y
La Union, en razon a las diferencias geograficas y climatolégicas de cada zona.
Los factores mencionados en la tabla 6 son parametros determinantes para la
actividad productiva del propoleo por parte de las abejas pertenecientes al género
Apis mellifera. De acuerdo con trabajos realizados en nuestro pais, (SALAMANCA,
G. et al.,, 2000) se registra una mayor actividad en dias con alta precipitacion,
pocas horas de brillo solar, baja evaporacion, relativamente frios y con alta
humedad relativa, es por ello que las muestras se seleccionaron en dichas zonas y
en las fechas determinadas.

4.1.1 Caracteristicas Organolépticas. Las caracteristicas organolépticas de los
propdleos de las tres zonas de muestreo se resumen en la siguiente tabla:

Tabla 7. Caracteristicas organolépticas de los propéleos recolectados

Muestra Color Olor Sabor Textura Aspecto
Bco. 1 Marrén-Verde Resm’o.so Astringente | Maleable RIasUco,
aromético pegajoso, opaco
Bco. 2 Marrén-Verde Resm,o_so Dulce Maleable RIasUco,
aromatico pegajoso, opaco
Resinoso Plastico,
Bco.3 Marrén Lo Astringente | Maleable pegajoso,
aromatico :
brillante
G.Unar 1 Marrén Resinoso | Astringente | Terroso Rlastlco,
pegajoso, opaco
G.Unar 2 Marrén Resinoso | Astringente | Terroso P.laSt'CO'
pegajoso, opaco
G.Unar 3 Marrén Resinoso | Astringente | Terroso PIaSt.'CO’
pegajoso
Union 1 | Marrén-Verde Resm’o.so Astringente | Maleable Pegajoso
aromético
Unién 2 | Marron-Verde Resmp_so Astringente | Maleable Pegajoso
aromatico
Union 3 | Marron-Verde Resm’o.so Astringente | Maleable Pegajoso
aromético

Bco.: Buesaco, G.Unar: Granja Universidad de Narifio
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Las caracteristicas de las muestras colectadas en las tres zonas biogeograficas
permiten diferenciarlos, ya que son propias para cada zona y dependen
principalmente de su origen floral y biogeogréfico, viéndose influenciadas por las
condiciones de manejo. Por tal motivo, el muestreo se llevo a cabo en los apiarios
de los municipios en mencion, ubicados estratégicamente en las zonas rurales con
alta floracion y zonas de cultivos de frutales.

En una fase inicial se determinaron las caracteristicas sensoriales propias para el
propdleo segun su origen biogeogréafico, encontrando que la variacion del color se
establece en relacion con el tiempo de maduracion o conservacion dentro de la
colmena, asi como también a la naturaleza quimica de los exudados florales, no
obstante no se manifiesta una variacidbn apreciable respecto a la zona de
recoleccidn. La coloracion predominante es generalmente marrén o con una leve
tonalidad verdosa para los tres tratamientos analizados. Es asi como las
coloraciones amarillas, marfiles o marrén pueden ser debidas a la presencia de
flavonoles, flavonas, chalconas, flavononas e isoflavononas. Sin embargo, se ha
observado que muchos de estos compuestos carecen de color en estado natural
pero pueden convertirse en compuestos coloreados bajo determinadas
condiciones en la manipulacion y procesado durante el estudio de los distintos
vegetales.

Los flavonoles (kaempferol, quercitina y mirecitina) contribuyen al color verde
mientras que las flavonas y los flavonoles no intervienen claramente en las
coloraciones de las plantas, al menos que estén presentes en altas
concentraciones. Ademas, de forma general, los polifenoles pueden quelar
metales modificando la coloracién natural de los alimentos de manera que los
guelatos de hierro son los responsables de coloraciones que van desde azules a
negras, mientras que los quelatos de aluminio proporcionan coloraciones amarillo
brillante o marrones.

Se encontré que los propdleos analizados presentaron un sabor astringente a
dulce para el propoleo humedo y seco como se indica en la tabla 7. En
consonancia con los resultados obtenidos por MARTINEZ 1., (2009), éste indice
organoléptico se puede atribuir a los compuestos fendlicos quienes determinan la
calidad de los alimentos de origen vegetal, y en concreto a los taninos
condensados o proantocianidinas que se asocian con la astringencia de las
resinas antes de la maduracion, aunque la intensidad de estas sensaciones
depende del peso molecular del compuesto presente en la planta, observandose
gue sodlo los taninos con un peso molecular entre 500 y 3000, pueden desarrollar
una sensacion de astringencia.

De acuerdo con SALAMANCA, G., et al, (2000) actualmente se tiene una
clasificacion que utiliza nueve factores olorantes: fragante (salicilato de metilo),
guemado (guayacol), caprilico (etil, disufuro), etéreo (1-propanol), dulzaino
(vainilla), rancio (acido butirico), oleoso (heptanol), metalico (hexanol), resinoso
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aromatico o a especias (benzaldehido). Comparando lo anterior con el aroma
encontrando en las muestras recolectadas de las tres zonas, resulta ser
caracteristico respecto a la flora presente en cada area, presentando aroma
resinoso-aromatico caracteristico de las resinas vegetales posiblemente asociado
a los compuestos organicos responsables de los olores como los ésteres, acidos y
aldehidos volatiles transmitidos por accion del aire.

En la siguiente tabla se enuncian algunos ejemplos de las especies florales,
tipicas para cada zona de vida.

Tabla 8. Floracion caracteristica de acuerdo a la zona de vida

Zona de . Flora abundante
muestreo NS Nombre C ientifico Nombre C omdn
Alsophila elongata Helecho
Clidemia capitellata Mortifio
Bosque himedo Dioclea sericea Frijolito
Buesaco premontano Epidendrum xanthinum Orquidea
(bh-PM) Heliocarpus popayanensis Balso blanco
Nectandra sp. Laurel
Eryobotrya japonica Nispero
Alnus jorullensis Aliso
Myrcianthes Leucoxila Arrayan
Cupressus Lusitanica Ciprés
: Bosque himedo Juglans neotrépica Nogal
Granja : C . .
Botana montano bajo Podugarpus Rosplgllosu Pino colombiano
(bh-MB). Salix Humboldtiana Sauce
Eucalyptus Globulos Eucalipto
Sapium Lamalcense Chilco
Cupania sp. Laurel
Cordia alliadora Nogal
Persea caerulea Aguacatillo
Bosque muy humedo Ricinus communis Higuerrillo
La Unién premontano Tabebuia chrysantha Guayacan amarillo
(bmh-PM) Tabebuia rosea Guayacan rosado
Ochoroma lagopus Balso
Erithrina edulis Chachafruto

Fuente: IDEAM, 2009

Estudios anteriores como los de IORISH, N. (1975) se demuestra que el propdleo
al ser una resina posee una textura maleable blanda que logra ser modificada en
funcion de la humedad presente en las muestras, asi cuanto mas baja sea la
humedad, la textura de las mismas se torna ligeramente dura; este particular se
observa en el comportamiento de los propdleos analizados, cuyo grado textural es
de apariencia plastica pegajosa con variantes opacas Yy brillantes en virtud de su
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composicion parafinica u oleosa. Sin embargo, las muestras presentan una
consistencia blanda a temperatura ambiente y dura a bajas temperaturas, ya que
normalmente se endurecen por la accion del aire convirtiéendose en solidos de
aspecto amorfo y brillante. EIl caracter terroso de las muestras colectadas en la
granja Botana de la Universidad de Narifio es ocasionado por el proceso de
conglomeracion de los solidos a medida que la fraccion humeda de la muestra
decrece.

4.1.2 Andlisis Fisico-quimico. En las tablas 9 y 10 se especifica el valor medio de
los pardmetros fisicoquimicos evaluados para cada uno de los tratamientos de las
zonas de muestreo.

Tabla 9. Puntos de fusion, porcentaje de solidos, pH y acidez de los EEP

Origen |n |P.F.(C) | S.F. (%) S. V. (%) pH Acidez
Bco. 9 63 72,7+6,6 99,19+0,27 | 4,2+0,13 | 6,6 +2,36
G.Unar| 9 59 62,0+£3,1/9834+0,33|144+0,11| 9,1+1,26
Union 9 65 74,1+6,9 199,26 +0,11 | 4,2+0,07 | 16,4+ 0,32
Total 27 62 69,6 +5,5|198,93+0,49 |4,3+0,10 | 10,7 +1,31
Resultados presentados como contenido + S.D (n=9)
P. F.: Punto de fusion
S. F.: Sélidos fijos
S. V.: Sdlidos volatiles
Acidez expresada como g tartrato/100mL de EEP
Tabla 10. Parametros de calidad de los propoleos
Origen | n | Cenizas (%) | Resinas (%) Cera (%) M.M.(%)
Bco. 9 10,81+0,27 |60,33+7,36 |10,05+0,70 | 27,29 +6,62
G.Unar| 9 |1,70+£0,33 |[50,17+2,56 |11,68 + 3,36 | 38,05 + 3,10
Union 9 10,74+0,11 |54,80+7,54 |19,04+£1,99 | 29,02 +6,20
Total 2711,07+050 |[5510+7,36 |13,59+2,02 | 31,45+5,31

Resultados presentados como contenido + S.D (n=9)
M.M. (%): Porcentaje de Masas Mecénicas

Punto de fusion

El propdleo no tiene un punto de fusion propio, por ser una mezcla de compuestos
cuyos puntos de fusion difieren entre si; es por ello, que no se busca determinar el
verdadero punto de fusion, es decir, el grado de temperatura en la cual la resina
pasa a un estado fluido, sino la temperatura a la cual el propoleo abandona el
estado sodlido.
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De acuerdo con la tabla 9, el valor medio de la temperatura de fusion obtenido
para el municipio de Buesaco fue de 63°C, para La Granja Botana 59°C y 65°C
para La Unidn. Las temperaturas de fusién se encuentran cercanos al intervalo 60
a 100°C, establecidos como el rango mas frecuente en la bibliografia. (BIANCHI,
1996)

Los valores registrados para el punto de fusidbn muestran una variacion en funcion
de la temperatura y altura del lugar de muestreo, a medida que la altura de la zona
aumenta la temperatura disminuye, lo que conlleva a un punto de fusion menor.
Este comportamiento puede deberse al efecto covalente de los enlaces intra-
moleculares, a la naturaleza organica de los componentes de la resina propodlica,
al tipo de grupos funcionales o finalmente al punto de fusiéon de cada una de las
moléculas presentes en la muestra.

Salidos fijos y sdlidos volatiles

Observando los promedios registrados en la tabla 9, no existe una diferencia
significativa entre la media de sélidos volétiles totales entre un origen y otro.
Referente al contenido de solidos fijos se deduce una diferencia significativa entre
las muestras procedentes de las zonas Buesaco - Granja Botana, y La Union -
Granja Botana; no sucede lo mismo entre las muestras de Buesaco y La Union,
para las que no existen diferencias apreciables entre sus contenidos promedio.

Resinas

Las resinas solubles en etanol permiten establecer la fraccion atil del propéleo,
siendo el material disuelto en el solvente luego de la extraccion del propéleo en
bruto. En estas resinas, estan contenidos los principios activos responsables de su
actividad biolégica.

En la zona Buesaco se presenta el mayor porcentaje de resinas respecto a las
otras dos zonas, Granja Botana y La Union (ver tabla 10), esta diferencia se debe
probablemente al bajo contenido de masas mecanicas existentes en los propoleos
de Buesaco. Lo anterior, en razén a que un mayor contenido de masas mecanicas
implica una menor fraccién de resinas. La mayor concentracion de resinas en los
propdleos del municipio de Buesaco permite inferir un mayor porcentaje de
compuestos fendlicos, y por ende de principios activos, tal como se expresa en los
estudios realizados por HIKMET, G., et al., (2005).

Cera
Comprende la fraccion del propdleo que no posee ninguna utilidad practica, por lo
tanto, a mayor porcentaje menor calidad de la resina propélica ya que la presencia

de cera resta pureza al propoleo. Se consideran propoéleos de calidad aquellos en
los cuales el porcentaje de ceras no supera el 30% (MAIDANA, F., 1997). En
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general, los valores de contenido de ceras en los propdleos narifienses, se
encuentran dentro de un rango inferior al establecido.

De acuerdo con los andlisis y el registro de la tabla 10 se establece que los
propdleos evaluados presentan valores adecuados de ceras. Los valores
promedio para los propoleos de Buesaco, Granja Botana y La Unidn, presentaron
un 10.05+0,70, 11.68+3,36 y 19.04+1,99%, respectivamente. El valor medio de
13.59+2,02% es ligeramente superior al encontrado en las dos primeras zonas.
Sin embargo, los provenientes de la Granja Botana y del municipio de Buesaco
manifiestan un contenido similar, lo que lleva a pensar que manifiesten un mayor
comportamiento activo en relacion a los propdleos del municipio de La Union.

Masas Mecanicas.

Es un parametro que permite el reconocimiento de unbuen propéleo, ya
gue permite conocer la cantidad de material no extractable del propdleo. El valor
medio del contenido de masas mecéanicas (31.45%) es menor al admitido por el
reglamento brasilefio, 40% (MAIDANA, F., 1997), lo que permite establecer que
los propdleos de las tres zonas de estudio son de buena calidad.

Las muestras de la granja experimental de la Universidad de Narifio expresan un
mayor contenido promedio del 38.05+£3,10%, mientras que las muestras de la
Union presentan valores del 29,02+6,20% (ver tabla 10). Uno de las causas
principales para que el porcentaje de masas mecanicas sea alto puede
encontrarse en el proceso de extraccion y almacenamiento del propdleo, debido a
gue es frecuente encontrar que no se cumple favorablemente con los principios de
extraccion, puesto que el método obtencién y recoleccion de las muestras por
raspado genera un propoleo con mayor contenido de masas mecéanicas en todas
las muestras analizadas.

Adicionalmente, este pardmetro es determinante para lograr una mayor proporcion
de EEP y con ello un extracto de mayor concentracion de los principios activos
presentes en el propodleo. (WOISKY, R.y SALATINO, A., 1998)

Cenizas. Minerales Totales

La ceniza o fraccion mineral total se considera como el producto inorganico
obtenido por la incineracion de una sustancia. Esta determinacion Unicamente
sirve para conocer en forma aproximada el contenido mineral, mas no es un
indicativo claro del valor o calidad mineral de ella. (WOISKY, R.y SALATINO, A,
1998)

La naturaleza y la calidad de las variadas combinaciones minerales que se
encuentran en las resinas propdlicas del departamento de Narifio son dificiles de
determinar aun cuando el resultado de la incineracion del material permite dar una
orientacion sobre su cantidad aproximada, puesto que en el proceso cambia la
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naturaleza de las combinaciones originales debido a la destruccién de la materia
organica. Este parametro adicionalmente, por correlacibn matemética directa da
una idea del contenido de sustancia o materia organica.

Es recomendable no sobrepasar los 500C durante la calcinacion porque podria
desarrollarse un proceso de atomizacion de los minerales presentes, por el
contrario, a bajas temperaturas se puede inducir a errores por la formacion de
carbonatos y carbono que no pertenecen a la fraccion inorganica que se pretende
determinar.

En el andlisis gravimétrico, el contenido de minerales totales de los propdéleos del
departamento de Narifio se expresan en la tabla 10, lo que hace suponer un
contenido bajo de los mismos como consecuencia de su alta proporcion de
materia orgénica, susceptible de descomposicion térmica, aunque las muestras
propdlicas que contienen mayor fraccidbn mineral corresponden a las procedentes
de la granja experimental Botana con un 1,70+0,33% como valor promedio. Asi
mismo, las muestras de la Union y Buesaco se encuentran por debajo de este
valor, en un indice de 0.74% + 0,11 y 0.81%z= 0,27 respectivamente.

La evaluacion estadistica indica que existe una diferencia significativa entre los
valores medio de cenizas de un origen y otro. Ademas se encontrd que los
propdleos provenientes del municipio de Buesaco y Granja Botana manifiestan
diferencias significativas, al igual que las muestras procedentes de la Granja
Botana y el municipio de La Union. Existe una homogeneidad entre los resultados
de cenizas para las muestras de Buesaco y La Union.

Acidez y pH

La acidez total esta constituida por acidos organicos fijos como el tartarico, malico,
lactico y succinico, y por &cidos volatiles como el acético, formico, butirico y
propionico. Cabe resaltar que el acido carbonico es eliminado previo a efectuar la
valoracion volumétrica con el fin de evitar interferencias que generan
inconsistencias analiticas.

En la tabla 9 se representan para los extractos etandlicos de propéleo (EEP) los
valores de acidez total expresados como g Acido tartarico/100mL EEP que oscilan
entre 6,6 a 16,4 y pH entre 4.2 - 4.4. Los EEP de zona templada (Buesaco, bh-
PM) registraron una acidez de 6,6+2,36 con pH 4,2+0,13, para la region calida (La
Union, bmh-PM) 16,4+0,32 y pH 4,2+0,07, mientras que en la region fria (Granja
Botana, bh-MB) se encontr6 una acidez de 9,1+1,26 con pH 4,4+0,11. Los
anteriores resultados permiten diferenciar las muestras de propéleo de acuerdo a
las condiciones de la colmena. Los altos indices de acidez se deben al proceso de
fermentacion desarrollado en el interior de la colmena, a los procesos de
respiracion, asi como al factor inhibidor del crecimiento microbiano, ya que el
propdleo se caracteriza por cumplir con un sin nimero de funciones protectoras
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dentro de la colmena, conllevando a modificar parametros como la acidez del
medio circundante.

El comportamiento global de cada uno de los grupos de propdleo analizados se
muestra en la siguiente figura:

Figura 19. Relacion entre pH y acidez de los EEP
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Esta figura indica la relacion inversa entre la acidez titulable y el pH de la nueve
muestras de EEP analizadas para las areas de estudio. Las curvas muestran que
ante un crecimiento de la acidez, el pH decrece en magnitud, en razon a que
aumenta la concentracion de especies organicas de caracter acido.

Analizando los EEP de las tres zonas es posible deducir que los propéleos del
municipio de La Unidon manifiestan una mayor acidez en comparacion con los
provenientes de la Granja Botana y el municipio de Buesaco, aunque para este
producto no existe un nivel o pardmetro establecido en cuanto a pH y acidez
titulable, pues se conoce que la composicion quimica (acidos fenoles) varia de
acuerdo con los exudados florales que las abejas emplean durante su
alimentacion, las especies vegetales circundantes a la colmena, los ciclos
evolutivos de la plantas proveedoras de resinas que condicionan cambios en las
concentraciones de elementos de la mismas, factores climatolégicos y
microorganismos presentes en el entorno geografico.

indice de Oxidacién

Conforme con el registro de la tabla 11, el rango de valores del indice de oxidacién
oscila entre los 3,39 y 3,93 segundos, con un promedio general de 3,64+0,83
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segundos, observando que son valores inferiores al valor maximo de 22 segundos
admitidos en los reglamentos internacionales. (MAIDANA, F., 1997)

Al comparar el indice de oxidacion de las diferentes zonas de muestreo con el
contenido de fenoles, no se puede correlacionar de manera directa, puesto que no
solo se ve afectado por la concentracion de los compuestos fendlicos que
decoloran con mayor rapidez el permanganato de potasio, sino ademas por el
contenido de acidos no fendlicos insaturados, como el cinamico, y por el conjunto
de acidos grasos insaturados de cadena abierta provenientes del metabolismo de
la abeja.

Compuestos Fendlicos

Tabla 11. Contenido de Compuestos Fendlicos e indice de oxidacién de los EEP

Muestra | n | Compuestos Fené licos ?|indice de oxidacion "
Bco. |9 34,0 +5,23 3,93+0,80
G.Unar. | 9 32,2 +6,89 3,60 +0,48
Union | 9 37,0+5,11 3,39+1,10
Total |27 34,4 +2,42 3,64 +0,83

Resultados presentados como contenido + S.D (n=9)
a: mg de Acido Galico/g Propéleo
b: Segundos

PALOMINO, L., (2009) afirma que el contenido de compuestos fendlicos
(compuestos farmacoldgicamente activos) en propoleos es un pardmetro
importante que establece tanto la calidad del material, como su potencial de
actividad biolégica; normatividades de otros paises como Argentina y Brasil
establecen valores de estos compuestos con el fin de definir requisitos minimos de
calidad (5%, establecido en el reglamento brasilefio de calidad de propdleo). Los
compuestos fendlicos, entre los cuales se incluyen los flavonoides, representan un
indice inequivoco de la calidad del producto final. Cuanto mayor sea el porcentaje
de estas fracciones, mayor sera también la pureza y calidad del propoleo.

En la tabla 11 se observa el contenido de compuestos fendlicos calculados a partir
de la curva de calibracion del Anexo X. Este parametro no varia en gran medida,
dentro de un intervalo de 32,2 a 37,0 mg de acido/g de propdleo. EI contenido
promedio de compuestos fendlicos encontrado en los EEP del municipio de La
Union es de 37,045,11, superior a las otras dos zonas (Buesaco 34,0+5,23 y
Granja Botana 32,2+6,89). Sin embargo, los extractos etandlicos de las tres zonas
analizadas presentan valores apreciablemente altos en el contenido de
compuestos fendlicos, en comparacion con propoleos de otras regiones o
nacionalidades como Argentina y Brasil (MAIDANA, F., 1997). Estos valores
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cumplen con la normatividad vigente en Brasil y Argentina que establecen valores
minimos para fenoles de 50 mg/g.

El pequeiio margen de diferencia que se presenta se justifica en virtud a las
condiciones climaticas de cada zona de vida, al tipo de vegetacion y a la
composicion de las especies botanicas que las abejas utilizan como fuente de
resinas correspondientes a compuestos del tipo flavonoide y compuestos fendlicos
residentes en los EEP.

4.2 ANALISIS CUANTITATIVO DE FLAVONOIDES

4.2.1 Método colorimétrico del Cloruro de Aluminio. La cuantificacion del
contenido de flavonas y flavonoles en los EEP se baso en la intensidad del color
amarillo presente en el medio reactivo, indicando la posible existencia de los
flavonoides tipo 3-hidroxiflavonas y 3-glicosidoxiflavonas, 5-hidroxiflavonas y 5-
hidroxiflavonoles, quienes forman un complejo estable con el i6n aluminio
conforme se muestra en la secuencia de reacciones de las figuras 20 y 21.
(NAGY, M., GRANCAI, D., 1996)

Figura 20. Formacion y estabilizacion por resonancia de complejos de flavonas
con iones de aluminio. (NAGY, M., GRANCAI, D., 1996)

Figura 21. Formacion y estabilizacion por resonancia de complejos de flavonoles
3-hidroxilados con iones de aluminio. (NAGY, M., GRANCAI, D., 1996)
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4.2.2 Método colorimétrico de la 2,4 Dinitrofenilhidrazina. El reactivo 2,4-
Dinitrofenilhidracina (2,4D) es especifico para grupos carbonilo presentes en
flavanonas conjugandose al doble enlace del grupo carbonilo para formar un
complejo como se muestra en la reaccién de la figura 22.

Para los EEP analizados se observé la formacion de dicho complejo por medio de
una reaccion de precipitacion, cuyo producto solubilizado en el medio reactivo
desarrollé una intensidad de color proporcional a la concentracién de flavonoides
(NAGY, M., GRANCAI, D., 1996).

Figura 22. Secuencia de la reaccion entre 2,4D y las flavanonas presentes en
propoleos. (NAGY, M., GRANCAI, D., 1996)
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Tabla 12. Contenido de flavonoides en EEP determinados por los dos métodos

colorimétricos

Muestra Contenido de flavonoides (%) @
AICI 5° 2,4-D° Total
Bco. 1 15,36 + 0,41 46,04 + 0,59 61,40
Bco. 2 21,64 £0,48 29,41 £0,59 51,05
Bco. 3 16,66 £ 0,33 35,83 £ 0,50 52,48
G.Unar.1 7,27 £0,16 30,97 £0,20 38,24
G.Unar. 2 7,29 £ 0,06 34,15 +£0,28 41,44
G.Unar. 3 8,10 £ 0,23 22,10 £0,38 30,20
Union 1 16,01 + 0,42 48,06 + 0,68 64,11
Union 2 17,44 + 0,09 51,97 £0,76 69,41
Union 3 19,25 + 0,09 54,45 £ 0,20 73,69

a: Resultados presentados como contenido + S.D (n=9)
b: Contenido de flavonoides (%) = equivalente de Quercetina (ug/mL)* Volumen total EEP
(mL)/peso muestra (g)*factor dilucién*10® (9/ug)*100
c. Contenido de flavonoides (%) = eqeuivalente de Naringenina (ug/mL)* Volumen total EEP
(mL)/peso muestra (g)*factor dilucién*10™ (g/ug)*100
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Como se puede observar en la tabla 12, los flavonoides fueron determinados por
dos métodos colorimétricos independientes, uno para la determinacion de flavonas
y flavonoles, y el otro para la determinacion de flavanonas (CHANG, C., et al.,
2002; SALAMANCA, et al., 2000). En las tres muestras de propodleo provenientes
de Buesaco, el nivel de flavonas y flavonoles vario del 15,36 al 21,64%, mientras
gue las flavanonas estan entre un 29,41 y 46,04%, para un contenido total de
flavonoides de 51,05 al 61,40%

Los propdleos extraidos de las colmenas de la Granja Botana de la Universidad de
Narifio contienen entre 7,27 y 8,10% de flavonas y flavonoles, y un 22,10 a
34,15% de flavanonas, reflejando un total de flavonoides entre 30,20 y 41,44%.

La concentracion de flavonoides estimada en las muestras provenientes de la
Union esta en un intervalo de 64,11 y 73,69%, de los cuales un 16,05 al 19,25%
corresponden a flavonas y flavonoles, mientras que del 48,06 al 54,45% se
relacionan al contenido de flavanonas.

El contenido de flavonoides en las muestras analizadas siguiendo el método
espectrofotomeétrico del cloruro de aluminio, en general fue mas bajo para flavonas
y flavonoles, respecto de los observados en la determinacién de flavanonas con la
técnica de la 2,4 -Dinitrofenilhidrazina, tal como se muestra en la tabla 12.

Los valores observados en las muestras de propoéleo del departamento de Narifio,
revelan que la fraccion constituida por flavonas y flavonoles expresados como
equivalentes de Quercetina son significativamente menores en relacion a los
equivalentes de Naringenina que cuantifican las flavanonas de los propéleos de
las regiones analizadas.

La determinacion de flavonas, flavonoles, y flavanonas en las muestras de EEP
evidenciaron que seis de las nueve muestras (70%) contienen mas del 15% de
flavonas y flavonoles (desde el 15,36 al 21,64%). Sin embargo, tres de las
muestras analizadas contienen menos del 10% de flavonas y flavonoles (del 7,27
al 8,10%), lo anterior se atribuye a la presencia en el extracto etandlico de
metabolitos secundarios diferentes a los de naturaleza fendlica. El contenido de
flavanonas en las muestras de propdleo varia considerablemente (del 22,10 al
54,45%). El total de las muestras propdlicas (100%) contienen mas del 20% de
flavanonas, la mayoria de las muestras se encuentran dentro de un espectro
comprendido entre el 20 y el 40% y de forma particular dos muestras procedentes
del municipio de La Union tienen una alta concentracion de flavanonas (51,97% y
54,45%). Un hecho contrario se encuentra consignado en los reportes analiticos
de los estudios realizados CHANG, C. et al., (2002), en propoleos procedentes de
Brasil, Inglaterra, Austria, Taiwan, China y Nueva Zelanda, para los cuales el
contenido de flavonoides totales no superan el 24,91%+0,35. De forma similar, se
han encontrado indices por debajo de 22.3%5,45 para las muestra de propéleo
colombiano analizados por SALAMANCA, G., (2002).
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4.3 ANALISIS DE MINERALES POR AA

Los minerales en conjunto son responsables del valor nutricional 0 agentes que
contribuyen al comportamiento bioactivo de los propoleos y podrian ser empleados
como guia para establecer el origen geografico.

Tabla 13. Contenido mineral de los propéleos de las areas de estudio

Mineral e : Promedio

— Bco. G. Unar. Union
g K 1529,84 + 294,35 | 1988,87 + 631,86 | 1831,90 + 345,51 | 1786,64 +423,91
; Na 436,14 + 154,63 | 340,46 + 25,83 431,10 £ 77,69 399,80 £86,05
‘O Ca 66,32 +21,18 |1298,70 + 909,32 | 2049,05 + 950,65 | 1138,02 +627,05
% Mg 47,25 +12,91 | 359,64 +43,29 763,59 + 169,17 | 390,16 £75,12
E Fe 312,24 £+ 59,75 356,52 + 57,87 101,92 £ 10,40 256,89 42,67
'(-'_)J Cu ND ND ND ND
% Mn 11,57 £4,35 91,16 £ 18,55 5,64 + 0,26 32,12 £7,72
o Zn 72,85 18,01 109,07 + 32,52 34,94 +£10.96 72,29 £20,27

Ni ND 1,61 1,27 ND 1,61+1,27

*Resultados presentados como contenido + S.D (n=9)
ND = No Detectable

La informacién aportada en la tabla 13 revela que las muestras de la zona de bmh-
PM (La Union) registran un alto contenido mineral en comparacién con las
muestras de las otras zonas, siendo en su orden el calcio, potasio y sodio los
elementos mas representativos respecto al valor promedio del total de las
muestras analizadas (Ca: 1159,90, K: 1786,64, Na: 399,80 ppm) con
concentraciones de 2049,05+950,65, 1831,90+345,51 y 431,10+77,69 ppm,
respectivamente. Adicionalmente, contienen niveles altos de magnesio
(763,59+169,17 ppm), y en un menor indice manganeso, hierro y zinc.

Los propoleos originarios de la Granja Botana (bh-MB) son los segundos en
concentracion mineral, siendo caracteristica la fraccibn de potasio, calcio y
magnesio (1988,87+631,86, 1298,70+909,32 y 359,64+43,29 ppm). Los cuatro
minerales restantes objeto de estudio se expresaron en una concentracion por
debajo del valor promedio como se observa en la tabla 13.

Las resinas propolicas procedentes de Buesaco (bh-PM), presentan un contenido
significativo de potasio, hierro y sodio, sin embargo, la mayoria de los minerales
presentan una concentracion por debajo del promedio general.

Cabe anotar, que en el total de muestras estudiadas no fue posible la
cuantificacion (deteccion) de cobre audn cuando se concentrd la muestra extracto,
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base para la determinacién. Un comportamiento similar se presentd para niquel en
las muestras provenientes de Buesaco y La Union. Esta diferencia probablemente
es consecuencia de las diferentes especies botanicas que las abejas de cada
region utilizan como fuente de resinas, asi como el tipo de suelo a partir del cual
se genera la flora y en efecto los exudados tomados como alimento.

En un proceso valorativo general de las tres zonas de muestreo se registra un
significativo contenido mineral para aquellas zonas de suelos andinos; muestras
propdlicas que de alguna manera responden a las caracteristicas geologicas
propias de los suelos del departamento de Narifio.

Asi, los propdleos procedentes del municipio de La Union presentan el mayor
contenido de sodio, calcio, manganeso, zinc y niquel; los propodleos de la Granja
Experimental Botana en minerales como potasio y magnesio, y finalmente los
propdleos procedentes del municipio de Buesaco en hierro.

La existencia de niquel en los propdleos de la Granja Botana pueden ser
consecuencia de la actividad industrial y automotriz que la rodea, ya que en su
entorno se encuentran ubicadas la zona industrial de la ciudad capital, San Juan
de Pasto, asi como la arteria vial Panamericana.

Dentro del conjunto de los minerales menores, el manganeso y niquel finalizan la
fraccion mineral, con promedios de 5,64+0,26 a 91,16+18,55 ppm y de no
detectable a 1,61+1,27 ppm respectivamente. Asi mismo, el contenido de zinc fue
menor en comparacion con el reportado para muestras de otras zonas del pais,
encontrandose en el orden de 34,94+10,96 a 109,07+32,52 ppm con relacion a
los 161.3 a 443.2 ppm de otras regiones de Colombia.

De forma general en la figura 23 se establece un analisis grafico comparativo en

funcion de la concentracién mineral promedio para cada uno de los propoéleos de
las zonas estudiadas.
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Figura 23. Perfil para el contenido mineral en las zonas de muestreo

Perfil Mineral Departamento de Narino
2500 -

2250 +
2000 +
1750 +
1500 +
1250 4
1000 +

750 +

Concentracion (ppm)

500 -

250 +

K Na Ca Mg Fe Cu Mn Zn Ni
Minerales

= bh-PM m bh-MB 0 bmh-PM

4.4 ANALISIS DE LOS EEP POR HPLC/MS

4.4.1 Analisis de los estandares. En la figura 24 se indica el perfil cromatogréfico
de los estandares mediante HPLC, permitiendo determinar los tiempos de
retencion, y de este modo la identidad de uno. Se empled la flavanona
naringenina, la flavona crisina, y los flavonoles galangina y quercetina, cuatro
flavonoides ampliamente difundidos en propdleos de diferentes regiones,
incluyendo los de zonas templadas y tropicales (USIA, et al., 2002; POPOVA, et
al., 2005; ADELMANN, et al., 2007).
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Figura 24. Perfil de HPLC/DAD de los estandares.
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En la siguiente tabla se describe los valores m/z de los fragmentos
correspondientes a los estandares.

Tabla 14. Valores m/z de fragmentos obtenidos a partir de las rupturas de las
moléculas de los estandares.

Naringenina Quercetina Crisina Galangina
Fragmento m/z | Fragmento | m/z | Fragmento | m/z | Fragmento | m/z
- 153 - 152 L3t 102 L3 A 152
14 B+ 148 0,2 B+ 137 0,4 B+ 146 0,2 B+ 105
MB'-2H | 146 i’ 150 | A" 1152 2B’ 119
4B*—2H-CO | 118 02 A" 165 | "* A'~H,CO | 122 02 p* 165
Y“B'-2H-H,0|131| **B'-2H |148| **B'-H,O |128 LAY 108
M-B 179 | °?A'—-CcO |137 13g*—2H | 116
2B’ 106 | "* A= C:H.0 | 110 *?A'-co | 137
3 A*—C,H,0 | 111
M - C,H,0, | 187
M-H,O | 253

La determinacion de la secuencia o ruta de fragmentacion de los flavonoides
empleados como estandares en el analisis de los EEP se realiz6 por medio de la
espectrometria de masas basada en la combinacién de la ionizacién electro-spray
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en modo positivo y la disociacién por colisién-induccion. (CUYCKENS, F. et al.,
2000)

Para elucidar la posible ruta de fragmentacion de cada uno de los compuestos
presentes en los EEP se propone los mecanismos fundamentados en la
abundancia de los iones de las moléculas protonadas [M+H]", la aglicona
protonada, los iones [M+Na]® y [M+K]", asi como los iones producto de la
caracterizacion parcial del flavonoide que se muestra en el espectro de masas.
(NOUR-EDDINE ES-SAFI, et al., 2005; RAYMOND, E. et al., 2006). Para ello, se
adecua el siguiente sistema de nomenclatura, adoptado de RAYMOND, E. et al.,
2006)

Figura 25. Numeracion rutas de fragmentacion del sistema anular flavonoide.
(RAYMOND, E. et al., 2006)

En esta figura, los nimeros en negrilla (0, 1, 2, 3 y 4) para el anillo C indican la
ruptura de los enlaces C — C, diferentes a la numeracion de los carbonos que
conforman los anillos Ay C (2 a 8). La numeracion de los enlaces se emplea en la
conformacion de los iones tipo A y B, producto de la fragmentacion de la molécula.
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Figura 26. Nomenclatura y diagnostico de los iones producto de la protonacion del
estandar naringenina.
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Figura 27. Espectro MS para el estandar Naringenina
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Figura 28. Nomenclatura y diagnostico de los iones producto de la protonacion del

estandar Quercetina.
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Figura 29. Espectro MS para el estdndar Quercetina
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La siguiente figura muestra los fragmentos producto de la destruccion de la
molécula del estandar de Crisina.

Figura 30. Nomenclatura y diagnostico de los iones producto de la protonacion del
estandar Crisina
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Figura 31. Espectro MS para el estandar Crisina
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A continuacion se describe algunos de los fragmentos producto de la ionizacion
protonica del estandar Galangina.

Figura 32. Nomenclatura y diagnostico de los iones producto de la protonacion del
estandar Galangina.
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Figura 33. Espectro MS para el estdndar Galangina
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Las figuras anteriores sefialan los espectros de masas obtenidos para los iones
Yo" de naringenina, quercetina, crisina y galangina. De acuerdo a CUYCKENS F.,
et al., (2000) la mayoria de las fragmentaciones de la aglicona en cada uno de los
casos se deriva de la division o ruptura del enlace C-C en las posiciones 1,3; 0,2y
0,4 del anillo C, resultando en estructuras informativas del tipo ion "A" y "B".
Estos iones suministran de forma clara el tipo de sustitucion parental que se
encuentran presentes en los anillos A y B de cada compuesto, de manera que
pueden ser analizados a partir de las reacciones retro Diels-Alder (RDA). Los
iones 1*A" y 1®B* se encuentra presente en la flavona Crisina y en los flavonoles
Quercetina y Galangina, siendo el i6n *B* - 2H caracteristico para los flavonoles.
Por su parte, los flavonoides tipo flavanona como la Naringenina presenta sefales
propias *B*- 2H - COy **B*- 2H — H,0.

Es com(n que los iones >?A*, “2A*- CO, A" + 2H y *3A* - C,H,0 se encuentren
presentes para los flavonoles como la Quercetina y la Galangina (NOUR-EDDINE
ES-SAFI, N., et al., 2005). Cabe resaltar que el grupo hidroxilo adicional ubicado
en la posicién 3 del flavonol conlleva a un mayor numero de posibilidades para la
fragmentacion, haciendo que presenten espectros mas complejos que la flavona
crisina quien experimenta las fragmentaciones *°B*, >*B* y %*B* - H,O como se
evidencia en las anteriores rutas de fragmentacion.

Adicionalmente a las fragmentaciones de los iones "A" y "B" existen pérdidas de
pequefias moléculas y/o radicales a partir del ion Yo' (que para las agliconas se
representa como [M+H]"). Las pérdidas comunes para todos los compuestos son
del tipo 18 u (H;0), 28 u (CO), 42 u (C,H,0), mientras que para la flavona se
presenta pérdidas adicionales de 30 u (H,CO) y en el caso de los flavonoles son
mas propensos a la pérdida de 56 u (2 x CO) y 18 u (H,0) o 84 u (C4H40y)
sucesivamente. Algunas de las pérdidas de estas pequefias moléculas son Utiles
en la identificacion de la presencia especifica de un grupo funcional, por ejemplo,
la presencia de un grupo metoxi es facilmente detectado por la pérdida de 15 u
(CH3) y 32 u (CH30H) del i6n precursor [M+H]*" (JUSTESEN, U., 2000)

4.4.2 Analisis de las muestras de los EEP. Los perfiles cromatograficos de los
extractos de propoleos se evaluaron mediante HPLC/MS. Los cromatogramas se
presentan en las figuras 34 y 35. En general, se aprecia que no es muy clara la
composicion quimica de las muestras puesto que los extractos presentan perfiles
muy similares como se observa en la figura 35, con tiempos de retencién (TR)
menores a 10.0 min, por lo que se deduce la presencia de compuestos de
naturaleza polar, este hecho es consistente con la naturaleza de las moléculas de
estudio, agliconas flavonoides altamente hidroxiladas. En la figura 37 el EEP del
municipio de La Union muestra la presencia de un pico a TR entre 15.0 y 20.0 min;
correspondiendo al mas abundante de los picos detectados en relacion a las otras
zonas.
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Figura 34. Perfil de HPLC/MS de las muestras sobrepuestas. Azul: Granja Botana
UdeNar, Rojo: Buesaco, Verde: La Union.
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2500000

2000000

1500000

1000000

500000

05
5.891

7.556
11.007

Figura 35. Perfil de HPLC/MS de las muestras sobrepuestas (ampliacion de los
primeros 10 minutos). Azul: Granja Botana UdeNar, Rojo: Buesaco, Verde: La
Union.
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Tabla 15. Resultados de los posibles compuestos encontrados en los EEP por MS

PM TR : Muestra
Compuesto (9/mol) | (min) Fesldls Nl Udenar | Buesaco | Unién

1 452 4.8. No identificado X X X
3 440 33.5 | Pinocembrin-8C-glucdsido X X

6,8,5 -trimetoxi luteolin 7-
4 396 11.0 metil éter X
5 398 18.5 6-secbuten|'l-6,8-d|al X

luteolina

6 244 | 16.1 2,2-dimetil-2-0l-6- X

carboxietenil benzopirano
7 284 29.7 Genkwuanina X
8 314 34.0 Ramnetina X
9 422 36.6 | Crisina-8C-desoxiglucsido X

En esta tabla se describe de forma general los posibles compuestos presentes en
las muestras de EEP de las tres zonas de muestreo, con su respectivo peso
molecular y tiempo de retencion (TR), lo anterior sin llegar a descartar la
posibilidad de encontrar un grupo adicional de compuestos que registren igual
peso molecular.

Figura 36. Espectro de masas compuesto 1
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De acuerdo con la informacién suministrada por el anterior espectro, se registran
dos sefiales de intensidad considerable, el ion molecular [M+H]" m/z 453 vy
[M+Na]" m/z 475. Una pérdida de 352 Da registra un fragmento de masa 101 Da,
pérdida considerablemente grande y carente de una ionizacion anterior a €l, sin
gue llegue a precisar la identidad de este fragmento o de la molécula enlazada con
el posible flavonoide. En consecuencia, no es posible determinar de forma precisa
la naturaleza y estructura del posible compuesto, ya que se carece de un numero
significativo de picos que representen las fragmentaciones que puede
experimentar la molécula.

Figura 37. Espectro de masas compuesto 3
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La fragmentacion observada para el ion molecular protonado [M+H]" generado por
el compuesto 3 presenta las caracteristicas de fragmentacion de un flavonoide
O-glucosidico, de las cuales se observan dos iones de sefial base para su
identificacion, m/z 441 y 279 respectivamente. Estas sefales corresponden a los
iones Y1'y Yo' formados por las reacciones de reajuste del enlace glucosidico (ver
figura 37).

Las pautas empleadas para determinar la estructura del flavonoide O-glucosidico
desconocido resumen al factor de relacion de las abundancias de estos dos iones,
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asi en consideracion al espectro obtenido Yo* < Y;* indicando un O-glucésido de
union 1 - 6. (NOUR-EDDINE ES-SAFI, N., et al., 2005).

Un andlisis mas detallado para la caracterizacion de la glicona requiere la
seleccion adecuada del i6n Yo' con la que es posible correlacionar el fragmento
aglicona protonada y sugerir el patrén de fragmentacion de acuerdo al espectro.

La caracterizacion de los sustituyentes en los anillos A y B requiere de la
nomenclatura sistematica propuesta para la fragmentacion de la aglicona,
indicando la ruptura del enlace C-C. La observacion de la pérdida de 162 Da en el
espectro de masas para el compuesto 3 confirma la presencia de una unidad
azucar tipo glucosa (RAYMOND, E., et al., 2006).

Los resultados de la caracterizacion de la glicona, [M+H]" (Yo®) indican
eliminaciones previas de pequefias moléculas como CHz y H,O de m/z 426 y 425.
Esta ultima eliminacion es representativa a las estructura tipo flavanona. (NOUR-
EDDINE ES-SAFI, N., et al., 2005). Del mismo modo, un proceso de
descarboxilacién tipo 2CO de 56 u, se registra a 367Da.

De acuerdo con la figura 38 la wunidad aglicona m/z 279, desarrolla
fragmentaciones caracteristicas de las flavanonas indicadas por las sefales
ibnicas de masas 329 (*°A"), 312 (*3A" - H,0), y 153 Da (®?A* + 2H), mientras
que la unidad de glucosa genera las sefiales °?Xo*, Z,* y Xo* de m/z 311, 179 y
161 Da respectivamente, como producto de la ruptura de los enlaces
interglucosidicos e intraglucosidicos.
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Figura 38. Posible ruta de fragmentacion del compuesto 3
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Figura 39. Espectro de masas compuesto 4
ESPECTRO DE MASAS. COMPUESTO 4
100! 419.3
80
60
40 435.4
| 1015 283.4
147.6
204 255.4
137143 190.8 367.4
209
|1 3“ 159.4 382
0 wM\m \“M!H‘\l”w\‘H‘A‘\H‘h' \‘.MH.‘W\wm‘\,\\l‘»m.‘ A‘h‘m\’\\ I\A\\J"\LMMmlu\h‘M‘”“"‘“ I ““ “‘H‘\‘,II.MAALHywﬂ sl albisd ‘J“ ! ‘ 1 ‘”‘ ‘J ‘“ it st b ol i e bt v i st ]|
\ T T T ‘ T T T ‘ T T ‘ T ‘ T T ‘ T T T
100 200 300 400 500 600 m/z

77



La caracterizacion del compuesto 4 parte de la identificacion del ion molecular
[M+H]" de m/z 397 quien experimenta una pérdida inicial de 15 unidades,
correspondientes a un grupo metilo (M — CHgz, m/z 382), como se muestra en el
espectro anterior. De acuerdo con GOUDARD, et al., 2007, es posible considerar
la existencia de una trimetoxiflavona con base en las intensidades relativas de
estos dos iones, siendo una 6,7,8 trimetoxiflavona. El ion m/z 283 corresponde a la
pérdida de tres grupos CH3OH del sistema anular flavonoide, dando a lugar el i6n
Yo" correspondiente a la flavona metoxidada en la posicion 7, Luteolin 7- metil —
eter. Esta metoxiflavona junto con la pérdida de los grupos metoxi protonados
confirman que el compuesto 4 presente en los EEP es una trimetoxiflavona.

La fragmentacién de la aglicona revela en la sefial m/z 382 la eliminacién de un
sustituyente metilo. Luego el producto iénico de masas para el fragmento Yo'
sugiere el patrén de fraccionamiento de la figura 40. Pérdidas de 28 u 'y 46 u se
registran los picos de baja intensidad m/z 255 (Yo'- CO) y 209 (Yo'-CO - H,0)
respectivamente. La ruptura de los enlaces C — C 1,3 y 0,2 del anillo C conforma
los iones **B* - H,0, 1*B* - 2H — H,0, **B*- H,0 y °?B*- CO de m/z 190, 159, 147
y 137.

Figura 40. Posible ruta de fragmentacion del compuesto 4
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Figura 41. Espectro de masas compuesto 5
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En el espectro se ilustra las fragmentaciones producto de la destruccion de la
aglicona a partir de la ruptura de los enlaces C-C en las diferentes posiciones del
sistema policiclico del flavonoide. El pico molecular [M+H]* de m/z 399 registra
pérdidas sucesivas de 56 Da equivalentes a la eliminacion de dos grupos CO
derivados de los grupos aldehidos de las posiciones 6 y 8 del anillo A. Estas
pérdidas complementarias generan los iones Y;- 2CO y Yo' de masa 343 y 287
Da. Este ultimo fragmento, m/z 287, corresponde a la flavona Luteolina sin
sustituyentes. Al igual que todas las flavonas, la luteolina es susceptible a las
fragmentaciones Yo'- CHz0 y Yo'~ CO — H,0, iones de masa 257 y 234 Da.

Las fragmentaciones de los anillos A y B de la flavona se representan por los
iones A" - H,CO (m/z 176), °?B* - CH30 (m/z 159), B* - H,O (m/z 147) y
%4A*- CO, producto de la descarbolixacién o deshidratacion de cada fragmento, de
acuerdo a los pardmetros establecidos por NOUR-EDDINE ES-SAFI, N., et al.,
(2005). (Ver figura 42)
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Figura 42. Posible ruta de fragmentacion del compuesto 5
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Figura 43. Espectro de masas compuesto 6
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De acuerdo con SALAMANCA, G., (2002) los tipos de flavonas, flavonoles y
flavanonas asociados a la actividad apicola presentan pesos moleculares
cercanos a los 260 g/mol, siendo la flavona Crisina la de menor peso molecular
(254 g/mol), por lo que cabe afirmar que de acuerdo al espectro de masas (figura
43), se trata de otro tipo de compuesto fendlico.

MARCUCCI, et al., (2001) al analizar los propoleos de Mandirituba (Brasil) aislo y
caracterizO compuestos fenolicos cuya masa molar es inferior a 250 g/mol. Esta
referencia se tomé como base para elucidar la posible ruta de fragmentacion del
compuesto 6.

El espectro de masa del muestra cinco sefiales, tres de las cuales son de
considerable intensidad. Los datos reportados por la posible ruta de fragmentacion
(figura 44) representan las pérdidas internas tipo —COOH, -CsO;Hs y -CH30
respecto al ion molecular [M+H]" de m/z 245, desarrollando los iones de masa
202, 150, 120y 171 Da respectivamente. (CUYCKENS, F., 2000)

Figura 44. Posible ruta de fragmentacion del compuesto 6
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Figura 45. Espectro de masas compuesto 7
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En el andlisis estructural del flavonoide correspondiente al compuesto 7, la técnica
de fragmentacion indicada por el espectro de masas, muestra que la molécula
protonada [M+H]" de m/z 285 corresponde a la flavona genkwuanina. El producto
i6nico principal m/z 285 es susceptible a llevar a cabo pérdidas menores de 42 y
142 Da como se muestra en la posible ruta de fragmentacién propuesta en la
figura 46. Sin embargo, la fragmentacion de la aglicona es limitada por el patrén
general de las flavonas con pérdidas neutrales mayores o iguales a 96 Da
(RAYMOND, E., 2006). Los m/z 307 y 323 correspondientes a los iones
pseudomoleculares [M+Na]® y [M +K]" fueron seleccionados como iones
parentales.

El ion protonado de la aglicona experimenta rupturas de los enlaces C-C 0,2; 0,4;
1,3y 1,4 al interior del anillo C del sistema anular (ver figura 46). El analisis de las
fragmentaciones de la genkwanina muestra sefiales de baja intensidad m/z 245,
162, 144, 136, 121 y 101 corresponden a los iones [M-C,H,0]*, ®*B*, *B* - H,0,
13A*-H,CO, *?B* 6 °*A* y1°B*" H,0 respectivamente.
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Figura 46. Posible ruta de fragmentacion del compuesto 7
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Figura 47. Espectro de masas compuesto 8
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El espectro de masas muestra que el ion [M+H]" de m/z 315 corresponde a dos
posibles flavonoides isomeros, ramnetina e isoramnetina, flavonoles que difieren
entre si por la ubicacion del grupo metoxi, C7 anilo A y C5 anillo B
respectivamente.

Con relacion a la estructura desconocida del flavonoide se precisa la posibilidad
de fragmentacion para la molécula considerando los iones caracteristicos que se
encuentran presentes en los flavonoles. De acuerdo con los fragmentos dados
por el espectro y los observados en la posible ruta de fragmentacion (figura 48), es
posible diferir la ubicacion 7C o 5°C de dicho grupo en base a las magnitudes m/z,
asi, se estima que el isomero isoramnetina no manifiesta ninglin pico en comun o
coherente con los valores m/z de los iones fragmento, caso contrario sucede para
la ramnetina donde hay mayor niumero de coincidencias (WARIDEL. P., et al.,
2001)

Como se habia descrito anteriormente, la ubicacion del grupo hidroxi (-OH) en el
carbono 3 del anillo C, incrementa el numero de posibilidades para la
fragmentacion del flavonol, de este modo el ion molecular [M+H]*, m/z 315,
experimenta la eliminacion de un grupo metilo (15 u) y dos fragmentos CO (56 u)
expresados por los iones [M — CH3]" y [M — CHs - CO]" de masa 301 y 245 Da. La
destruccion de los enlaces 0,2 y 1,4 del anillo C se registran por los picos de baja
intensidad 149 (®?A* - CH30) y 147 (**B* - CH30). Sin embargo, el fragmento
(**B* - 2H), m/z 118, aunque se encuentra presente no se registra dentro del
espectro.

Figura 48. Posible ruta de fragmentacion del compuesto 8
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Figura 49. Espectro de masas compuesto 9
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El andlisis estructural del flavonoide correspondiente al compuesto 9 propone una
flavona O-glucosidada de masa 417 Da. No obstante, analisis realizados por
NOUR-EDDINE ES SAFI, et al., 2005, expresan que la protonacion de la molécula
se desarrolla de manera preferente en la parte aglicona de la molécula, en
particular en los atomos de oxigeno carbonilico. Conforme a lo enunciado, las 6
unidades de masa restantes se adquieren con la protonacion de los oxigenos
nucledfilos presentes en la molécula, conformando el ion positivo [M+H]* de m/z
423. Adicionalmente RAYMOND, E. et al.,, 2006, determina que la composicién
elemental de una molécula puede ser determinada de forma confiable con un error
de masa de hasta -4Da.

El m/z 423 resulta ser un ion cuya masa es demasiado grande para una aglicona,
por ende, se sugiere que el fragmento [M+H-168]" corresponde a la eliminacién de
una glucosa terminal tipo desoxiazlcar y la posterior conformacion del ion Yo' de
la aglicona crisina. La glicona [M+H]" es propensa a deshidratarse asi como a
eliminar un grupo metilo, ubicados en los m/z 408 [M — CHs]" y 407 [M - H,O]".

El patron de fragmentacién propuesto para los anillos A y B, al igual que para la

unidad desoxiglucosa se indica en la figura 50 por medio de los iones m/z 367 [M -
2C0OJ", 311(*3A - 2H), 255 (Yo"), 148 (°?A") 6 148 (X, y 101 (*°B").
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Figura 50. Posible ruta de fragmentacion del compuesto 9
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4.5 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

El propodleo es utilizado para producir apiterapeuticos de uso humano y animal
debido a sus propiedades biologicas, una de ellas es el embalsamado de intrusos
dentro de la colmena para evitar la putrefaccion y las enfermedades en su interior.
En el interior de la colmena hay una alta densidad poblacional, hasta 90.000
abejas, temperaturas de 34°C, intercambio y almacenamiento de alimentos,
condiciones ideales para el crecimiento de microorganismos nocivos para las
abejas; sin embargo, la presencia de sustancias antibacterianas del propoleo
inhibe su proliferacion. (ASSEGID, G. et al., 2004)

Estas resinas contienen productos que han sido empleados como medicamento

para el tratamiento de muchas enfermedades desde tiempos antiguos. (HEGAZI
AG. et al., 2001; J. STARZYK, J. et al., 1997). Estudios resientes muestran que la
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concentracion inhibitoria de los EEP ha sido empleada para evaluar su accion en
factores de virulencia importantes como las enzimas lipasas y coagulasa en
Staphylococcus aureus (SCHELLER, S. et al., 1993) y el streptococci (KILIC, A. et
al., 2005) considerandose la actividad antibacteriana como una de las mas
importantes.

Dentro de las nueve muestras colectadas en los tres municipios del departamento
de Narifio, se encontré un significativo potencial inhibitorio para el crecimiento de
los microorganismos tanto Gram positivos como Gram negativos, S. aureus y E.
coli respectivamente. Estos resultados, son coincidentes con los reportados en la
literatura, en donde se menciona que las resinas propdlicas contienen productos
gue han sido empleados como medicamentos para el tratamiento de muchas
patologias como la keratitis o infecciones oculares, inflamacion de tejidos,
reumatismo y artritis (OKSUZ, H., et al., 2005) .

La composicion organica e inorganica del propdleo que ha sido reportada en
diversas investigaciones manifiesta grandes diferencias dependiendo de la regién
en la que se hayan colectado las muestras. (AGA, H. et al., 1994) Adicionalmente,
la composicion del propoleo puede variar drasticamente en la misma region
aunque exista poca diferencia en la diversidad de plantas, la distancia de
recoleccién del propdéleo o simplemente por el lugar de depdsito del mismo. Sin
embargo, dentro del propéleo algunos compuestos tienen efecto sinérgico junto a
otros que expresan dicha actividad. Por esta razon, no es posible reportar en
forma independiente la actividad antibacteriana exacta de muchos de los
compuestos que han sido definidos teéricamente dentro de las resinas propdlicas.

Cabe anotar, que después del andlisis quimico, una mayor informacion puede ser
obtenida con relacion a la actividad antibacteriana de los extractos etanolicos del
propdleo, en el que se ha establecido que la composicion de las nueve muestras
colectadas de diferentes areas del departamento de Narifio posee contenidos
similares en cuanto a la naturaleza de los flavonoides.

No obstante, las diferencias en el contenido total de flavonoides para cada una de
las muestras pueden ser resultado de la composicion o conformacion total de las
resinas propolicas. Luego, si el contenido de compuestos hidrofilicos en las
muestras es alto, la solubilidad dentro de los EEP puede ser baja. En otras
palabras, los flavonoides que expresan actividad antibacteriana en el propodleo
pueden o0 no ser altamente solubles, con lo cual se vera afectado el potencial
antibacteriano del mismo, y por ende en la formacién de un halo de inhibicién
significativo.

De acuerdo con GRANGE, M., et al., (1990) los propdleos poseen una mayor

actividad frente a microorganismos Gram positivos en comparacion a los Gram
negativos. Los anexos Q y R muestran el tamafio promedio, maximo y minimo de
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los halos de inhibicion para cada una las muestras de EEP del departamento de
Narifio analizadas por dos técnicas diferentes.

Sin embargo, como primera medida, se observa que todos los EEP muestran una
diferencia significativa en la actividad antibacteriana en comparacion con el blanco
(etanol al 80%), que no registra halos de inhibicién (figura 51). Con relacion al
control (estreptomicina 10 pg/mL) los EEP presentan halos de menor diametro,
siendo la zona inhibitoria de la estreptomicina mas definida y de mayor tamafio,
halos entre 20 y 44 mm para el método de Kirby-Bauer, y entre 31 a 36 mm para
el método de difusion por pozos. Este comportamiento se encuentra dentro de los
lineamientos reportados bibliograficamente, en los que se indican que los
antibiéticos tienen de manera significativa una mayor actividad comparado con la
actividad de las muestras de propoleo. Este es un factor importante donde se
muestra que la actividad del propodleo frente al del antibiético es significativamente
diferente, especialmente en lo concerniente a los componentes activos.

Figura 51. a) Blanco (Etanol). Método Kirby-Bauer, b) Control Sulfato de
Estreptomicina. Método de difusion en pozos.
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Tabla 16. Actividad antibacteriana de los EEP contra Escherichia coli ATCC 9.341
por el método de Kirby- Bauer

o Coeficiente
Zona |Recuento |Promedio DE SVIACION | ye variacion |Minimo [Méaximo Rango
standar (%)

Bco 1l 3 19.43 3.44 17.72 16.7 23.3 6.6

Bco 2 3 16.9 3.17 18.79 13.3 19.3 6.0

Bco 3 3 18.67 5.03 26.96 14.0 24.0 10.0
G.Unar 1 3 13.47 5.02 37.25 8.7 18.7 10.0
G.Unar 2 3 14.6 4.37 29.94 10.0 18.7 8.7
G.Unar 3 3 16.87 3.01 17.84 14.0 20.0 6.0
Union 1 3 13.97 1.30 9.32 12.7 15.3 2.6
Union 2 3 13.63 1.65 12.10 12.0 15.3 3.3
Union 3 3 12.43 2.35 18.94 10.0 14.7 4.7
TOTAL 27 15.55 3.77 24.24 8.7 24.0 15.3

Bco: Buesaco; G.Unar: Granja Universidad de Narifio

La anterior tabla muestra diferentes estadisticos de E. coli para cada uno de los
nueve niveles de zona analizados por el método de Kirby-Bauer. La intencion
principal del analisis de varianza de un factor es la de comparar las medias de los
diferentes niveles, enlistados bajo la columna de promedio. Cabe anotar que hay
una diferencia de mas de 3 a 1 entre la desviacion estandar mas pequefia y la
mas grande. Esto puede causar problemas puesto que el analisis de varianza
asume que las desviaciones estandar de todos los niveles son iguales.

Con mayor precision los resultados de la actividad antibacteriana de los EEP
analizados por el método de Kirby-Bauer se presentan en la (Anexo Q). Este
meétodo registra el crecimiento del organismo de prueba sobre toda la superficie
del agar, y la difusion del agente antibacteriano se registra como una zona circular
de inhibicién en la cual la cantidad de los agentes antibidticos presentes en EEP
es superior a las concentraciones inhibitorias. El didmetro de la zona de inhibicién
es una funcion de la cantidad de farmaco en el disco y de la susceptibilidad del
microorganismo, ademas de tenerse en cuenta el tamafio del inéculo, la
composicion del medio, la temperatura de incubacién, el exceso de humedad y el
espesor del agar, asi como la difusion del principio activo sobre el agar. Si estas
condiciones son uniformes y reproducibles se puede obtener el diametro de la
zona de inhibicibn como funcién de la susceptibilidad del microorganismo,
designandolo como sensible, intermedio o resistente a las concentraciones de los
agentes antibiéticos del EEP.

Del nimero total de replicas evaluadas por el método de Kirby-Bauer para las tres

zonas de muestreo frente a los dos microorganismos de prueba, uno de los
ensayos en E. coli es resistente para muestras de la Granja Botana de la
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Universidad de Narifio. Igual numero de replicas registran un comportamiento
sensible, lo que lleva a observar un efecto intermedio de susceptibilidad por parte
de la E. coli a la accion de los agentes antimicrobianos de los EEP, siempre que
se considere el diametro del halo minimo de inhibicién. Sin embargo, los valores
promedio de la zona de inhibicion para este microorganismo revelan un indice de
susceptibilidad antibiética de intermedia a sensible en la totalidad de las replicas,
con halos que se encuentran dentro del rango 12,43 mmz18,94% a 19,43
mmz17,72% (figura 52).

Figura 52. Halos de Inhibicién en E. coli. EEP Granja Botana. Método Kirby-Bauer

En la figura 53 se exhibe un comportamiento diferente para S. aureus, donde los
EEP logran un efecto sensible en el 70% de los ensayos, presentdndose
resistencia Unicamente en la prueba de la Granja Botana. En ellos, se muestran
halos mas definidos y de mayor area.
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Figura 53. Halos de Inhibicion en S. Aureus. EEP Granja Botana. Método Kirby-
Bauer.

Tabla 17. Actividad antibacteriana de los EEP contra Staphylococcus aureus
ATCC 25.923 por el método de Kirby- Bauer

.| Desviacion Coefic_ien_t,e _p -
Zona |Recuento [Promedio p de Variacion |Minimo [Maximo |Rango
Estandar (%)

Bco 1 3 24.17 3.19 13.19 22.67 | 26.00 | 3.33

Bco 2 3 30.90 1.57 5.09 26.00 | 39.33 |13.33

Bco 3 3 22.00 0.20 0.91 18.67 | 26.00 | 7.33
G.Unar 1 3 10.47 1.33 12.72 8.00 | 12.67 | 4.67
G.Unar 2 3 10.27 1.00 9.76 4.67 | 13.33 | 8.66
G.Unar 3 3 11.50 1.22 10.58 7.33 | 16.00 | 8.67
Unién 1 3 18.90 4.25 22.49 16.00 | 22.67 | 6.67
Union 2 3 15.27 0.47 3.10 12.67 | 19.33 | 6.66
Unién 3 3 17.23 2.02 11.73 13.33 | 23.33 [ 10.00
TOTAL 27 17.86 6.94 38.82 4.67 | 39.33 | 34.66

Bco: Buesaco; G.Unar: Granja Universidad de Narifio

La tabla 17 permite evaluar algunos estadisticos para el S. aureus en cada uno de
los tres niveles de zona analizados por el método de Kirby-Bauer. De igual
manera como se estudié en el caso de la E. coli, el propésito principal de este
analisis de varianza de un factor es el de comparar las medias de los diferentes
niveles, enlistados bajo la columna de Promedio. No obstante, la columna
referente a la desviacion estandar revela una diferencia entre la desviacion mas
pequefa y la mas grande (0,20 y 4,25 respectivamente) de mas de 3 a 1, con lo
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cual se presentan divergencias puesto que el andlisis de varianza considera que
las desviaciones estandar de todos los niveles de zona analizados es igual.

La informacidon contenida en las anteriores tablas sefiala la existencia de
diferencias significativas respecto a la influencia de los EEP en la inhibicién del
crecimiento del S. aureus y la E. coli observando que las muestras de EEP del
municipio de Buesaco presentan mayor inhibicion para los dos microorganismos
(figura 54 y 55) al registrar halos superiores a los correspondientes de La Union
(figura 56 y 57) y de la Granja Botana. Cabe anotar que los tamafios del diametro
del halo de inhibiciébn para S. aureus en el total de ensayos fueron mayores
respecto a los expuestos sobre E. coli. Ademas, S. aureus fue inhibido mas
fuertemente por los EEP con halos maximos de inhibicion entre 12,7 y 39,3 mm,
superiores a los reportados por MARTINEZ, et al., (2002), que oscilan entre 18,0 a
20,0 mm.

Figura 54. Halos de Inhibicion en E. coli. EEP Municipio Buesaco. Método Kirby-
Bauer.
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Figura 55. Halos de Inhibiciébn en S. Aureus. EEP Municipio Buesaco. Método
Kirby-Bauer.

Figura 56. Halos de Inhibicién en E. coli. EEP Municipio La Unién. Método Kirby-
Bauer
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Figura 57. Halos de Inhibicién en S. Aureus. EEP Municipio La Unién. Método
Kirby-Bauer.

Como segunda prueba de sensibilidad antibidtica se aplicé el método de difusion
en pozos, caracterizado por incluir el microorganismo de prueba en la segunda
capa del medio de cultivo. El registro de los halos de inhibicién se realizé de forma
analoga al método de Kirby-Bauer, con la diferencia que el extracto etandlico es
depositado en una superficie libre del medio de cultivo (pozo), para que la zona de
inhibicion se refleje en una superficie periférica sobre el pozo.

Observando el anexo R, los EEP de Buesaco y de la Granja Botana presentan
halos de inhibicion maximos y minimos para la E. coli en un mismo valor (10 mm),
este bajo indice se debe a la dificultad que se tuvo en la medicion exacta de la
zona de inhibicién, por tal razén no se desarrollo un andlisis estadistico como en el
caso de la prueba de Kirby-Bauer. Este comportamiento se evidencia en las
figuras 59 y 59, donde no se observa la formacion de un halo bien definido o de
tamafo considerable. Una de las posibles razones de este hecho es el tamafio
molecular de los agentes antimicrobianos presentes en los extractos, que retarda
su difusion a través del medio de cultivo y la accién frente al microorganismo,
catalogandolo de manera errGnea como resistente. Respecto a los ensayos
realizados con EEP de La Union se observa una capacidad inhibitoria méxima
comprendida entre 14,7 y 16,0 mm, presentando mayor divergencia respecto a los
resultados de la actividad inhibitoria de las otras dos zonas.
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Figura 58. Halos de Inhibicién en E. coli. Método de difusién en pozos.

De acuerdo con la figura 59, la bacteria Gram positiva S. aureus mostré la mayor
sensibilidad en el 100% de los ensayos, con valores de inhibicion maximos de
17,3 mm para la Granja Botana, 21,3 mm para los EEP de Buesaco y 27,3 mm
para el caso de La Union, siendo estos resultados consecuentes con los
reportados en la prueba de sensibilidad por el método de Kirby-Bauer.

Al comparar la actividad antibacteriana de los EEP por los dos métodos, se
establece una diferencia significativa en cuanto al tamafio de las zonas de
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inhibicion, siendo mayor la eficiencia del método de Kirby-Bauer para los
propdleos de Buesaco, mientras que, segun el método de Difusiébn en Pozos los
propdleos de la Unidn presentan mayor actividad inhibitoria del crecimiento
bacteriano; no obstante este método es menos confiable debido a las razones ya
expuestas.

Inicialmente los resultados de los anexos Q y R enuncian que la bacteria Gram
positiva (S. aureus) es mas sensible frente a una menor concentracion de
propdleo, mientras que la Gram negativa (E. coli) demuestra una sensibilidad
menor en la mayoria de las muestras evaluadas. La baja sensibilidad de E.coli
esta en conformidad con lo encontrado en numerosos analisis practicados con
organismos de baja sensibilidad o no sensibles para la totalidad de los propdleos.
(TSAI, G.J. et al., 1999; SANTOS, F. et al., 2002; National Committee for Clinical
Laboratory Standards, 1997; SCAZZOCCHIO, F. et al.,, 2006; DOBROWALSKI,
JW. et al., 1991). Sin embargo, no es posible ni tampoco recomendable
generalizar que las bacterias Gram negativas sean insensibles a los EEP, ya que
los reportes bibliograficos indican que microorganismos como P. syringae tienen
una sensibilidad similar a las Gram positivas en altas concentraciones de
propdleo.

Una posible explicacion a la menor sensibilidad de la E. coli como organismo
Gram negativo, puede deberse a las caracteristicas de su doble membrana, quien
inhabilita y/o retarda la penetracion del propdleo en bajas concentraciones.

Una segunda justificacion es el considerar que los microorganismos Gram
negativos son mas resistentes a los propéleos debido a que presentan resistencia
a multiples drogas, empleando un mecanismo de liberacion de toxinas anfipaticas
al exterior de la membrana, como ha sido claramente justificado en E. coli
(WALKER, C., 2000; PARK, Y. et al., 1998).

La presencia de propodleos en concentraciones mas bajas que el nivel inhibitorio
puede ocasionar el crecimiento de un organismo que podria ser inhibido o
destruido por altas concentraciones, este es el fenbmeno llamado Hormesis.
(BURDOCK, G., 1998) Esta situacion demuestra que los propdleos estan siendo
utilizados en el tratamiento de infecciones en concentraciones por debajo de los
valores de la IMC, favoreciendo la reduccién del riesgo de proliferacion o
crecimiento en el lugar de aplicacion. En general, la actividad antibacteriana de
los propoleos se atribuye al contenido de flavonoides (quercetina, galangina,
pinocembrina) y acido caféico, acido benzoico, acido cindmico tal como lo refieren
diversos autores como LEFKOVITS, et al., (1997), CHAILLOU, et al., (2004) y
PRINCIPAL, (2005). Sin embargo, los propoleos estudiados mostraron valores
medios de flavonoides, variando de 30,20 a 73,69%, por lo que se los puede
considerar como extractos de gran potencial antibacteriano quienes
probablemente actien en la membrana bacteriana o en un sitio de la pared celular

96



causando dafios estructurales o funcionales. (MARCUCCI, 1995; COOK vy
SAMMAN, 1996; MIRZOEVA, et al., 1997; GATTO, et al., 2002).

Desde un segundo punto de vista y en consecuencia con la informacion
consignada anteriormente respecto al tamafio del halo y al grado de
susceptibilidad, la efectividad de los compuestos con actividad antibacteriana
presentes en los EEP puede ser atribuida al mayor contenido en fenoles totales
para cada una de las muestras analizadas. Es por ello, que el potencial
antimicrobiano de los EEP del departamento de Narifio depende funcionalmente
del numero y cantidad de flavonoides solubles en medio alcohdlico y del
sinergismo que puede darse entre ellos, de hecho esto incrementa la accion
antimicrobiana de los EEP.

KEDZIA, V. et al., (1990) proponen que la accion antibacteriana de los propoleos
es compleja y puede deberse al sinergismo entre los flavonoides, &cidos
hidroxilicos y sesquiterpenos, porque se ha demostrado que un componente
aislado del propdleo no expresa una alta actividad como si lo hace el extracto total.
El sinergismo entre los diferentes componentes del propdleo es reportado de
manera minuciosa por SCHELLER, S., et al.,, (1993) y luego confirmado por
SCAZZOCCHIO, F., et al., (2006). Como consecuencia, en diferentes muestras, la
combinacion de diferentes sustancias puede ser esencial para la actividad
biolégica del propdleo. Asi también, CHANG, et al., (2002) reportan que los
propdleos contienen varios tipos de flavonoides como flavonoles, flavanonas e
isoflavonas, componentes que generalmente son los responsables de la actividad
antibacteriana (HERNANDEZ y BEMAL, 1990; SFORCIN, et al., 2000).

LU, et al.,, (2005) también observaron que dichos agentes responsables de la
actividad antibacteriana en el extracto etandlico de propoleo ejercen actividad
antioxidante.

Asi mismo, un efecto post-antibiotico de los EEP se evidencié gracias a la
persistente inhibicion del crecimiento bacteriano, efecto que fue muy marcado aun
en bacterias Gram negativas cuya susceptibilidad llega a superar un periodo de
12 horas.

En conclusién, todas las muestras de EEP analizadas mostraron actividad
antimicrobiana contra E. coli y S. aureus; no obstante, no existen diferencias que
demarquen un alto grado de significancia en la actividad entre las muestras
analizadas. Los resultados indican que la mayor actividad frente a bacterias Gram
positivas como el S. aureus no depende de forma exclusiva de un tipo especial de
flavonoide, pero si del efecto sinérgico de todos los compuestos fendlicos. Los
resultados obtenidos también permiten suponer una gran utilidad practica de los
propoleos dada su rapida accion con dosis relativamente bajas que conjuntamente
a la actividad bactericida sinérgica de los antibitticos presentes en los EEP podria
reducir el uso de medicamentos sintéticos y toda la problematica asociada a ello.
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CONCLUSIONES

Las caracteristicas fisicoquimicas de los propéleos de zonas analizadas permiten
diferenciarlos, ya que son propias para cada zona y dependen principalmente de
su origen floral y biogeografico, siendo influenciadas por las condiciones
ambientales.

No existe un valor estandar referente al indice de oxidacion puesto que difieren de
forma significativa en virtud a las caracteristicas propias de la zona, siendo
impreciso correlacionar directamente con el contenido de fenoles.

Los propoleos de los municipios de Buesaco y La Unidn presentan mejores
condiciones fisico-quimicas, por su alto contenido de resinas y sélidos solubles,
asi como bajos contenidos de masas mecanicas y ceras, pardmetros que pueden
conferirles aplicaciones agroindustriales.

El analisis mineral por absorcién atdmica sefiala una menor variabilidad en el
contenido de sodio y potasio, ademas denota al calcio y potasio como los
minerales mas representativos para los propoleos de bh-PM, bh-MB y bmh-PM.

Los resultados obtenidos permiten afirmar que los propéleos del Departamento de
Narifio presentan un elevado contenido de compuestos bioldgicamente activos
como fenoles tipo flavonoide, no existiendo diferencias significativas entre las
zonas de muestreo.

La concentracion de flavonoides estimada por el método colorimétrico del cloruro
de aluminio, fue mas bajo para flavonas y flavonoles, respecto a los observados
en la determinacion de flavanonas con la técnica de la 2,4 -Dinitrofenilhidrazina,
mostrando un mayor contenido de flavonoides en las muestras provenientes del
municipio de La Union.

Los EEP mostraron un efecto bactericida significativamente mayor sobre S.
aureus, en comparacion a la actividad sobre E. coli. Los resultados indican que la
mayor actividad frente a bacterias Gram positivas como el S. aureus no depende
de forma exclusiva de un tipo de flavonoide, pero si al efecto sinérgico de todos los
compuestos fendlicos.
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Los halos inhibitorios del crecimiento bacteriano expuestos en los ensayos de
actividad biolégica permiten admitir una gran utilidad practica, dada su rapida
accion con dosis relativamente bajas, conllevando a proponer una terapia
combinada en virtud a su actividad bactericida, sinergismo, asi como la posible
reduccidn de resistencia a los agentes antibiéticos presentes en los EEP.

El efecto post-antibiotico de los EEP pudo ser elucidado gracias a la persistente
inhibicion del crecimiento bacteriano, efecto que fue muy marcado aun en
bacterias Gram negativas cuya susceptibilidad llega a superar un periodo de 12
horas. Sin embargo, se esperaria que el efecto post-antibidtico sea mayor cuanto
mayor sea la concentracion de los agentes de accion antibiética en los EEP.

La técnica de espectrometria de masas modo positivo fue de gran utilidad en la
identificacion de la estructura de los flavonoides, el tipo de sustitucion de los
anillos A y B, la caracterizacion de los enlaces C-glicosidicos y la secuencia de
fragmentacion ionica de las flavonas, flavonoles y flavanonas contenidos en los
EEP.

Los flavonoides presentes en los EEP corresponden a las formulas moleculares de
Pinocembrin-8C-glucésido, 6,8,5 -trimetoxi luteolin 7-metil éter, 6-secbutenil-6,8-
dial luteolina, 2,2-dimetil-2-ol-6-carboxietenil benzopirano, Genkwuanina,
Ramnetina y Crisina-8C-desoxiglucsido.

99



RECOMENDACIONES

Es aconsejable efectuar estudios de evaluacion y modificacion de tipo quimico a
las moléculas tipo flavonoide presentes en los EEP del departamento de Narifio,
con el fin de clarificar la relacidén estructura quimica-actividad biologica de este tipo
de compuestos, especialmente aquellos con insaturacion entre los carbonos 2y 3
del nucleo y con mdltiple sustitucion con grupos hidroxilo, quienes podrian ser los
responsables de sus perfiles biofarmacéuticos.

Los compuestos identificados en el estudio quimico son de interés farmacologico
en virtud a los buenos resultados obtenidos en las pruebas de antibiosis in vitro,
por tanto, se sugiere que posteriores estudios farmacologicos y/o bioquimicos se
profundicen el posteriores trabajos de investigacion realizandolo in vivo.

Se propone evaluar la efectividad antimicrobiana de los extractos del propoleo
tomado como criterios de evaluacién la variacion de la naturaleza o tipo de
solvente empleado, la procedencia del propdleo, asi como la especie de
microorganismo de prueba, con el fin de estimar cual es microorganismo mas
sensible y mas resistente, y bajo qué condiciones experimentales.

Se recomienda para proximos proyectos de investigacion la profundizacion en los
procesos de aplicacion y pruebas de laboratorio y médicas de los EEP como
agente antimicrobiano basados en la evidencia de su accion, a fin de evitar el uso
irracional de medicamentos sintéticos que en la practica médica generan efectos
secundarios; asi como también proyectar estos conocimientos para fomentar
cambios positivos en los estilos de vida y en la aplicacion de métodos naturales o
alternativos a la medicina tradicional.

De acuerdo con investigaciones consultadas de manera previa, se sugiere la
implementacion de la técnica de espectrometria de masas en modo positivo asi
como en modo negativo, para la identificacion de las estructuras de las moléculas
tipo flavonoide que hayan de estar presentes en los extractos etandlicos de
propdleo, puesto que con estos dos procedimientos seria posible dilucidar un
mayor niumero de técnicas, sugerencias o recomendaciones a seguir en el trabajo
de examinar los grupos sustituyentes, el tipo y ubicacién de los mismos, enlaces,
las unidades glucosidicas conjugadas a las estructura del flavonoide, asi como la
posible ruta de fragmentacion tanto de la unidad aztcar como del anillo basico.

Se sugiere llevar a cabo el estudio de la actividad antibacterial de los extractos
etanolicos de propoleo en bacterias aisladas clinicamente, evaluando su
concentracion inhibitoria y su accion en algunos factores de virulencia como las
enzimas lipasa y coagulasa comparandolos frente a lo manifestado a un mayor
nuamero de antibioticos.
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ANEXOS

Anexo A. Muestras de resinas propodlicas granuladas.

PROPOLEOS

Anexo B. Muestras de resinas propodlicas pulverizadas.
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Anexo C. Protocolo del andlisis fisicoquimico preliminar.

Sdlidos fijos y sélidos totales: Una muestra de 2g de propdleo se colocd en un
crisol limpio y tarado, se llevé a la mufla a una temperatura de 550 °C durante 24
horas, las cenizas se llevaron en un desecador hasta la balanza para ser pesadas.

Contenido de impurezas o0 masas mecanicas: En un cartucho de celulosa para
Soxhlet se pes6 0,5g de la muestra pulverizada protegiendo el material pesado
con una capa de algoddn, enseguida se transfirié el cartucho al portamuestras
para la extraccion durante 10 a 12 horas empleando 90 mL de etanol al 96% y se
controld la temperatura de tal manera que se obtenga entre 8 a 12 ciclos. El
extracto se transfirid a un beaker lavando el balon Soxhlet con dos porciones de
5 mL de etanol al 96%. Luego se seco el cartucho a 45T por 2 horas, se removio
el residuo y se peso.

indice de Oxidacién: En un tubo de ensayo se midi6 0,5 mL de EEP diluido (2 mL
de EEP llevados a 50 mL con agua destilada) y se mezclaron con 0,5 mL de agua
destilada y 1 mL de &cido sulfarico al 20%, se sometieron a refrigeracion en bafio
de hielo de 2 a 5°C. Se adicionaron a continuacion 50 yL de permanganato de
potasio 0,1 N, solucion estandarizada frente a oxalato de sodio hasta alcanzar el
punto de equivalencia, finalmente se estimd el tiempo requerido para que la
solucion acida de permanganato sea reducida.

Cera: El extracto obtenido de la extraccidn Soxhlet se refrigeré durante una noche
para su posterior filtracion (en un papel filtro previamente seco a 50C y pesado),
se lavé con tres porciones de 5 mL de etanol al 96% refrigerado y se aforé a 100
mL con el solvente empleado. El sélido se dejo a temperatura ambiente toda una
noche, enseguida se sec6 a 50 T por un periodo de 10 minutos, se dejo enfriar y
se peso.

Resinas: Se extrajo las resinas a partir de muestras de 1g colocadas en frascos
ambar con tapa, con 10 mL de etanol al 96% a 40C, con agitacion diaria de 30
minutos, durante 72 horas. Luego el frasco se llevo a 0C durante 4 horas, se filtrd
para retener las ceras e impurezas mecanicas. Se eliminé el solvente del filtrado
por evaporacion suave y se determind el contenido de resinas por gravimetria, que
se expreso en porcentaje (P/P).

Acidez: Sobre 50 mL de agua destilada, recientemente hervida para eliminar el
anhidrido carbdnico y neutralizada con solucion de hidroxido de sodio 0.05N en
presencia de fenolftaleina, se agregb 1 mL del EEP y se titul6 con la misma
solucién hasta la aparicion del color rosado. El volumen total de la solucién de
hidréxido de sodio corresponde a la acidez total representada por los acidos fijos y
volatiles contenidos en el volumen de la muestra, con excepcion del acido
carbdnico eliminado con anterioridad.
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Compuestos Fendlicos: Los compuestos fendlicos se determinaron mediante la
técnica del reactivo de Folin-Ciocalteau. Se trat6 el extracto etandlico de propéleos
(0.1% v/v) con 2 mL del reactivo de Folin-Ciocalteau, se agregd carbonato de
sodio al 15% y se afor6 a 20mL con agua destilada. Luego de 10 minutos de
reposo se determing la absorbancia a 765nm. La concentracion de fenoles totales
se obtuvo a partir de la curva de calibracion construida con concentraciones
conocidas de soluciones patron de acido galico.

Anexo D. Condiciones del andlisis por absorcidn atémica.

Elemento (n}r\n) (mIA) Combustible E:L.JIiDp.o ?ﬁgg? Slit Serés(,qisiiggad
Niquel 232.0| 35 A/A: Oxidante 0,004 2,0 0,7 0,092
Zinc 2139 | 5.0 A/A: Oxidante 0,0008 1,0 0,7 0,018
Hierro 248.3 | 5.0 A/A: Oxidante 0,003 5,0 0,2 0,10
Manganeso | 279.5 | 5.0 A/A: Oxidante 0,001 2,0 0,2 0,052
Sodio 589.0 | 5.0 A/A: Oxidante 0,0002 1,0 0.4 0,012
Calcio 422.7 | 3.5 A/ON: Reductor 0,001 5,0 0,7 0,092
Potasio 766.5 | 5.0 A/A: Oxidante 0,002 2,0 1,4 0,043
Magnesio | 285,2 A/A: Oxidante 0,00001 0,5 0,7 0,0078
Cobre 324,8 A/A: Oxidante 0,001 5,0 0,7 0,077

A/ON: Acetileno: Oxido nitroso; A/A: Acetileno: Aire
A: Longitud de Onda

I: Corriente

L.D.: Limite de Deteccion.

Anexo E. Contenido mineral de los propdleos municipio de Buesaco.

CONCENTRACION (ppm)
MUESTRA -
K Na Ca Mg Fe Cu Mn Zn Ni
1 1923,67 | 348,38 | 61,11 (43,44 | 344,87 | ND |10,48|64,49| ND
1257,34 | 376,84 | 63,79 | 36,67 | 243,27 | ND | 7,87 |73,62| ND
3 1567,74 | 394,06 | 74,24 | 61,64 | 348,56 | ND |16,37|80,45| ND
SD 0,003 | 0,002 |0,002|0,002| 0,002 |0,002 0,002 |0,001|0,001
cv 0,74 0,87 | 0,62 | 0,69 | 0,80 | 0,62 | 0,65 | 0,62 | 0,42

ND, No Detectable S.D, Desviaciéon estandar C.V, Coeficiente de Variacion
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Anexo F. Contenido mineral de los propdleos Granja Experimental Botana.

CONCENTRACION (ppm)
MUESTRA :
K Na Ca Mg Fe Cu Mn Zn Ni
1 2018,74| 353,71 |2314,56 | 349,89 | 374,59 | ND |100,31| 89,77 | 0,86
1480,18 | 496,34 | 1780,76 | 322,05|291,77| ND | 69,81 |146,61| 0,88
3 1977,64 | 430,65 | 3244,11 | 406,97 | 403,21 | ND |103,36| 90,83 | 3,08
SD 0,003 | 0,002 | 0,002 | 0,003 | 0,001 |0,002| 0,001 | 0,002 |0,002
Ccv 0,75 0,62 0,75 0,76 | 054 | 0,76 | 0,53 | 0,77 | 0,64

ND, No Detectable S.D, Desviacion estandar  C.V, Coeficiente de Variaciéon

Anexo G. Contenido mineral de los propoleos municipio de La Union.

CONCENTRACION (ppm)
K Na Ca Mg Fe Cu Mn Zn Ni
2064,66 | 332,56 | 873,30 | 683,08 | 93,15 | ND | 5,41 |33,91| ND
2341,69|329,22|1103,74 | 649,67 | 99,20 | ND | 5,59 |24,53| ND

MUESTRA

3 1448,09 | 356,44 | 942,79 |957,95|113,41| ND | 5,93 |46,37| ND
SD 0,002 | 0,003 | 0,002 | 0,002 | 0,002 |0,001|0,001|0,001|0,002
Cv 0,89 0,56 0,67 0,74 | 0,67 | 0,58 | 0,35 | 0,58 | 0,67

ND, No Detectable SD, Desviacion estandar CV, Coeficiente de Variacién

Anexo H. Analisis comparativo del contenido mineral de los propéleos del
municipio de Buesaco.

Contenido Mineral Propoleos Buesaco
2000 4

1750 4
1500 4
1250 4
1000 4

750 4

Concentracion (ppm)

500

250

0 S

K Na Ca Mg Fe Cu Mn Zn Ni
Mineral

@ Muestra 1 B Muestra 1' O Muestra 2
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Anexo |. Andlisis comparativo del contenido mineral de los propéleos de la Granja
Experimental Botana UNar.

Contenido Mineral Propoleos Granja Botana
3500 4

3250
3000 +
2750 4
2500
2250
2000 +
1750
1500 4
1250 4
1000 +

750 4

500
252:, m ‘I—._I‘I—i_l e B

K Na Ca Mg Fe Cu Mn Zn Ni

Mineral

‘ O Muestra 3 B Muestra 4 O Muestra 5 ‘

Concentracion (ppm)

Anexo J. Andlisis comparativo del contenido mineral de los propdleos del
municipio de La Unién.

Contenido Mineral Propoleos Granja La Union
2500 +

2250 -
2000 -

= 1750 -

=

a

o

o
L

1250 -

1000 -

750 A

Concentracion (ppm

500 -

250 -

[ ‘I—H_|‘

K Na Ca Mg Fe Cu Mn Zn Ni
Mineral

O Muestra 7 B Muestra 8 O Muestra 9

116



Anexo K. Espectro UV para el estdndar Naringenina

ESPECTRO UV ESTANDAR NARINGENINA
mAU-

250;
200;
150{
lOOé

50

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Esta figura sefiala un méaximo de absorcién a una longitud de onda de 295 nm
para el estandar Naringenina

Anexo L. Espectro UV para el estdndar Quercetina

oA ESPECTRO UV ESTANDAR QUERCETINA
200;
180
160
140-
120{
100
80;
60;
o 220 240 280 a0 340 360 380  nm

Esta figura sefiala dos méaximos de absorcion a una longitud de onda de 255y
370 nm para el estdndar Quercetina
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Anexo M. Espectro UV para el estandar Crisina

ESPECTRO UV ESTANDAR CRISINA
mAU |

200 ]
150
100 —

50

-7 T T [ T | T T | T T | T T | T T T —
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

El espectro indica un maximo de absorcién a una longitud de onda de 270 nm
para el estandar Crisina

Anexo N. Espectro UV para el estandar Galangina

e ESPECTRO UV ESTANDAR GALANGINA
m, ]

180 |
160 -
140
120
100
80 '

60

T

220 240 260 280 300 320 340 360 380

En este espectro se observa dos maximos de absorcion a una longitud de onda de
265y 360 nm
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Anexo N. Perfil de HPLC con deteccién UV (panel superior) y MS (panel inferior)
de muestras de EEP Granja Botana UdeNar.

DAD1A, Sig=2904 Ref=aff (APIUNARIAE-0201.D)
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Anexo O. Perfil de HPLC con deteccion UV (panel superior) y MS (panel inferior)
de muestras de EEP Municipio de Buesaco.

DAD1A, Sig=290,4 Ref=0ff (APIUNAR\LAF-0301.D)
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Anexo P. Perfil de HPLC con deteccién UV (panel superior) y MS (panel inferior)
de muestras de EEP del municipio de La Unién.

DADZA, Sig=2904 Ref=off (APIUNAR\1AI-0601.D)
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Anexo Q. Actividad antibacterial de los EEP contra Escherichia coli ATCC 9.341 y
Staphylococcus aureus ATCC 25.923 por el método de Kirby-Bauer.

Prueba Microorganismo

Zona de inhibicion (mm) para E. coli | Zona de inhibicién (mm) para S. aureus

Muestras | Promedio | Halo Max. | Halo Min. Promedio Halo Méx. | Halo Min.
Bco. 1 18,3 23,3 16,7 24,2 26,0 22,7
Bco. 2 18,1 19,3 13,3 30,9 39,3 26,0
Bco.3 18,0 24,0 14,0 22,0 26,0 18,7
G.Unar 1 13,0 18,7 8,7 10,4 12,7 8,0
G.Unar 2 15,1 18,7 10,0 10,3 13,3 4,7
G.Unar 3 16,6 20,0 14,0 11,5 16,0 7,3
Unién 1 13,9 15,3 12,7 18,9 22,7 16,0
Unién 2 13,6 15,3 12,0 15,3 19,3 12,7
Unién 3 12,6 14,7 10,0 17,2 23,3 13,3
Blanco 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C. Bco. 44,2 50,0 38,0 26,5 33.7 22,0
C. G.Unar 20,0 20,0 20,0 15,3 18,0 12,0
C. Unién 34,9 38,0 32,0 23,3 28,0 20,0

C.: Control. Sulfato de estreptomicina 10mg/mL
Blanco: Etanol al 80% como un control negativo
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Anexo R. Actividad antibacterial de los EEP contra Escherichia coli ATCC 9.341 y
Staphylococcus aureus ATCC 25.923 por el método de Difusién en Pozos.

Prucha Microorganismo
Zona de inhibicién (mm) para E. coli Zona de inhibicién (mm) para S. aureus

Muestras | Promedio Halo Max. Halo Min. Promedio Halo Mé&x. Halo Min.
Bco. 1 10,0 10,0 10,0 17,3 20,7 13,3
Bco. 2 10,0 10,0 10,0 16,3 20,0 13,3
Bco.3 10,0 10,0 10,0 16,7 21,3 14,0
G.Unar 1 10,0 10,0 10,0 13,3 16,0 11,3
G.Unar 2 10,0 10,0 10,0 14,7 17,3 12,7
G.Unar 3 10,0 10,0 10,0 14,4 16,7 12,0
Unién 1 14,5 16,0 13,3 16,6 21,3 13,3
Union 2 13,7 16,0 11,3 17,4 27,3 12,0
Unién 3 13,2 14,7 12,0 15,9 18,7 14,0
Blanco 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C. Bco. 31,3 32,0 30,0 21,6 22,0 20,0
C. G.Unar 31,3 32,0 30,0 21,6 22,0 20,0
C. Unién 36,4 42,0 30,0 26,7 30,0 22,0

C.: Control. Sulfato de estreptomicina 10mg/mL
Blanco: Etanol al 80% como un control negativo

Anexo S. Diagrama de dispersion evaluacion antibacteriana. (I1zg). Método de
Kirby-Bauer. (Der) Difusién en Pozos. E. coli
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Anexo T. Grafico de cajas Box-Plot. Método Kirby-Bauer para E. coli
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Anexo X. Curva de calibracion Compuestos Fendlicos.

Curva de Calibracion Fenoles Totales

y=0,098x-0,0033
2=0,9981

0 T T T T
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Concentracion{ppm)

Anexo Y. Curva de calibracion Método Colorimétrico del Cloruro de Aluminio.

¢ - Cuvade Calibracion Método Colorimétrico AICI
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w 04 A
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2 .3 A
(=3
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0 : : : : :
] 20 40 B 0 122 120
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Anexo Z. Curva de calibracion Método Colorimétrico de la 2,4 Dinitrofenilhidrazina.

Curva de Calibracion Método Colorimétrico de la
0.4 2, 4 Dinitrofenilhidrazina
0,35 -
s %37
20,25 A
3021
5 0
20157 y= 4E-D5x + 0,0615
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Anexo Al. Curva de calibracién Cuantificacion de Sodio en EEP.

Curva Calibracion Na
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Anexo B1. Curva de calibraciéon Cuantificacion de Potasio en EEP.
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Anexo C1. Curva de calibracién Cuantificacion de Calcio en EEP.
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Anexo D1. Curva de calibracion Cuantificacion de Magnesio en EEP.

Curva Calibracion Mg
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Anexo E1. Curva de calibracién Cuantificacion de Hierro en EEP.
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Anexo F1. Curva de calibracion Cuantificaciéon de Manganeso en EEP.

0.250 Curva Calibracion Mn

0,300 A
0,250 A
0,200 A

0,150

Abserbancia

0.100 A ¥ =10,1114x + 0,0037

R== 00058

0,050 A

0,000 T . . . .
0,000 0,500 1,000 1,500 2,000 2,500

Concentracion Mn (ppm)

126



Anexo G1. Curva de calibraciéon Cuantificacién de Zinc en EEP.

Absorbancia

0,200 A
0,250
0,200 A
0,150 A
0,100 A

0,050 4

0,000

Curva Calibracion Zn

Y =02671Tx + 0,0084
R==0,9933

0,000

0,200 0,400 0,600 0,800 1,000

Concentracion Zn (ppm}

Anexo H1. Curva de calibracion Cuantificacion de Cubre en EEP.
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Anexo I1. Curva de calibracion Cuantificacion de Niquel en EEP.
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