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RESUMEN

| presente trabajo tuvo como objetivos determinar los metabolitos secundarios y cuantificar

los fenoles y flavonoides totales de los extractos etanolicos de propodleos de tres localidades
del Pert. Los propoleos fueron recolectados de Piura, Ayacucho y Pucallpa. El tamizaje fitoqui-
mico se realizo haciendo uso de reactivos de coloracion y precipitacion. Los fenoles y flavonoides
totales se cuantificaron con el método de Folin-Ciocalteau y el de formacion de complejos con
AlCI, al 2 %, respectivamente. Se encontré una alta diversidad de metabolitos secundarios como
catequinas, lactonas, triterpenos y esteroides, antocianidinas, flavonoides, fenoles y taninos en
los extractos etanolicos de propoleos de Piura, Ayacucho y Pucallpa; ademas de encontrase al-
caloides (Piura), saponinas (Pucallpa) y quinonas (Piura y Ayacucho). El contenido de fenoles y
flavonoides totales oscilé entre los valores de 60.5+£0.10 hasta 78.6+0.20 mg de GAE/g de EEP
y 28.5+0.10 hasta 42.5+0.10 mg QE/g EEP respectivamente. El extracto etanélico del propéleo
proveniente de Ayacucho presenté mayor contenido de fenoles y flavonoides totales.
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ABSTRACT

This work was developed to determine the secondary metabolites and quantify total phenols
and flavonoids in ethanolic extracts of propolis from three localities in Peru. Propolis were collec-
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ted from Piura, Ayacucho and Pucallpa. The phytochemical screening was performed using stai-
ning and precipitation reagents. Total phenols and flavonoids were quantified by the Folin-Cio-
calteau and complexing with AICL, 2 %, respectively. It was found a high diversity of secondary
metabolites such as catechins, lactones, triterpenes and steroids, anthocyanins, flavonoids, phe-
nols and tannins in the ethanol extracts of propolis from Piura, Ayacucho and Pucallpa; besides it
was found alkaloids (Piura) saponins (Pucallpa) and quinones (Piura and Ayacucho). The content
of phenols and total flavonoids ranged from 60.5 + 0.10 to 78.6 + 0.20 mg GAE / g of EEP and
28.5+0.10t0 42.5 =+ 0.10 mg QE / g EEP respectively. The ethanol extract of propolis from Aya-
cucho showed the highest contents of total phenols and flavonoids.

Keywords: propolis, phenols, flavonoids, secondary metabolites.

INTRODUCCION

El propoleo, palabra que deriva del griego pro (en defensa de) y polis (la ciudad) es una sustan-
cia compleja, elaborado por las abejas a partir de resinas, aceites esenciales y polen que colectan
en sus zonas de vida (1). Una vez colectado el material es enriquecido con secreciones salivares
y enzimaticas, para luego ser usado en la construccion y reparacion de la colmena, sellar grietas
y construir panales; asi como agente microbicida y desinfectante, por tanto es el responsable di-
recto de garantizar la asepsia de la colmena, siendo ésta un ambiente prolifero para el desarrollo
de virus y bacterias, debido a sus condiciones de temperatura y humedad (2). Su composicion
quimica es compleja y depende de la flora presente en el area de recoleccion; asi como de factores
ambientales; sin embargo algunos autores plantean la existencia de alrededor de 18 componentes,
de entre los que destacan los flavonoides tales como flavonas, flavones y flavononas (3). También
se han reportado alcoholes, aldehidos, aminoacidos, acidos alifaticos, acidos aromaticos, ésteres
aromaticos, acidos grasos, acidos p-cumaricos prenilados, acidos cafeoilquinicos, lignanos, acidos
diterpénicos, triterpenos, esteroides y azucares (4).

Este producto ha sido usado desde la antigtiedad por los egipcios para embalsamar cadaveres,
en Grecia y Roma era utilizado por los médicos como agente antiséptico y cicatrizante, y entre
las culturas precolombinas fue utilizado por los Incas como sustancia antipirética (5). Actual-
mente, diversos estudios sobre los propdleos han comprobado un amplia gama de propiedades
biologicas, tales como: antibacteriana, antiftingica, antiprotozoarios, antiviral, e incluso puede
presentar efectos sinérgicos con algunas drogas antimicrobianas (6). Las propiedades antipirética,
antiinflamatoria del propoleo también han sido comprobadas (7), por lo que el extracto etanolico
de propoleo es administrado en tratamientos rapidos para fiebre y dolor de garganta. Ademas, se
han comprobado las propiedades antiulcerosa, hepatoprotectora, antitumoral; asi como antioxi-
dante (8-10). Por tales motivos el propoleo es usado en el sector de la industria farmacéutica; sin
embargo, sus propiedades le han otorgado también un uso en los sectores agricola, cosmético y
alimentario (11). En este ultimo, se ha empleado en la elaboracion alimentos funcionales, y como
conservante de frutas y alimentos congelados (12, 13). Varias actividades bioldgicas del propoleo
son conferidas, en su mayoria a compuestos fenolicos como los flavonoides. Los compuestos fe-
nolicos estan conformados por un anillo aromatico unido por lo menos a un grupo oxhidrilo. En

cambio los flavonoides estan conformados por una estructura basica que consiste de dos anillos
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bencénicos en los extremos de la molécula, unidos por un anillo de tres atomos de carbono a la
que se le pueden adicionar grupos tales como oxhidrilos, metilos, azticares, etc., generandose de
esta manera diferentes tipos de flavonoides tales como flavonoles, flavanonas, flavonas, catequi-
nas, antocianinas e isoflavonoides. Estos fitoquimicos pueden presentar diferentes mecanismos
que se complementen o sean sinérgicos en la neutralizacion de los agentes oxidantes, estimula-
cion del sistema inmune, regulacion de la expresion de genes implicados en la proliferacion y
apoptosis celular, regulacion del metabolismo de hormonas y efecto antiviral. Por ello, en los ulti-
mos anos, a partir del estudio MONICA realizado por la OMS en 1989 se desperté un gran interés
al comprobarse que paises con consumo de alimentos y bebidas con alto contenido de polifenoles
y flavonoides tiene menos tasas de mortalidad por enfermedades degenerativas y cardiovascula-
res (14). Esto ha hecho que la comunidad cientifica vuelque su interés en productos naturales
que contribuyan a reforzar la prevencion y reduzcan el riesgo de padecer enfermedades, por tal
motivo el interés de cuantificar estos constituyentes lo que proporciona una herramienta util que
permita la elaboracion de productos con elevado valor anadido debido a su alta concentracion en
compuestos biologicamente activos.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion del propoleo

Las muestras de propdleo provenientes de abejas Apis mellifera, se obtuvieron de los apiarios
de las localidades de Piura, Ayacucho y Pucallpa. La recoleccion se realizo mediante el método
de raspado, donde se utiliz6 una espatula de acero inoxidable para remover el producto adherido
en las caras laterales, tapa y entretapa de cada cajon. Todas las muestras se recolectaron entre los
meses de setiembre y octubre del 2014. El muestreo se efectuo en forma aleatoria de diferentes
colmenas de cada apiario para formar una muestra compuesta representativa de cada localidad.
Posteriormente, se introdujeron en frascos de vidrio estériles para evitar la contaminacion de las
muestras.

Preparacion del extracto de propoleo

Antes de preparar los extractos, se procedi6 a eliminar las impurezas visibles que se encontra-
ron en el propdleo, tales como virutas de madera, partes de abejas, restos vegetales.

Las muestras de propoleo en bruto fueron fraccionadas en trozos de 2 cm aproximadamente y
fueron colocados en refrigeracion a 0 °C por 24 horas para solidificarlas. Luego, se trituraron los
{rozos en un mortero y se pesaron por separado 30 g de muestra sometiendo a extraccion sucesi-
va con 100 mL de etanol al 96 °GL (3 x 100 mL) en un agitador magnético, durante 48 horas, a
temperatura ambiente y en ausencia de luz. Posteriormente, el material se filtro a través del papel
filtro Whatman n.° 40. A los filtrados combinados, se les eliminaron las ceras mediante precipi-
tacion y filtracion con adicion de agua destilada (50 mL) y refrigeracion del extracto a —18 °C.
Finalmente, se evaporo el solvente de los filtrados en un evaporador rotatorio a presion reducida
a una temperatura de 40 °C. Los extractos etanolicos obtenidos (EEP) se almacenaron en viales
ambar y se refrigeraron a —18 °C hasta su posterior evaluacion (1).
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Determinacion de metabolitos secundarios

Para la identificacion de los distintos grupos de metabolitos secundarios presentes en los extrac-
tos de propdleos se emplearon las técnicas y el procedimiento descrito por Miranda & Cuéllar (15).

Cuantificacion de fenoles totales

El contenido de fenoles totales se determiné por el método colorimétrico de Singleton y Rossi
(16) modificado por Palomino et al. (2). En un tubo de reaccion se adicionaron 50 pL de solucion
etanodlica de propoéleo, 800 pL de agua y 100 pL de reactivo Folin-Ciocalteu (grado analitico,
Merck). Se agito y luego se dejo en reposo por 8 minutos. Posteriormente se adicionaron 50 pL
de Na2CO3 al 20 %. Después de 1 hora en la oscuridad se ley¢ la absorbancia a 760 nm. Se
usaron soluciones de acido galico (Sigma-Aldrich®) entre 50-500 pg/mL para construir la curva
de calibracion (Grafico 1). Los resultados se expresaron como mg equivalentes de acido galico
(GAE)/g de EEP. Este procedimiento se efectud¢ con cada uno de los propéleos objeto de estudio
por triplicado

Cuantificacion de flavonoides totales

El contenido de flavonoides totales de los extractos etanoélicos fue determinado por el método
de Kumazawa, Hamasaka & Nakayama (10). A una alicuota de 0,5 mL de solucion etandlica de
propoleo, se le adicionaron 0,5 mL de solucién etandlica de AICI3 al 2 %. Después de una hora
de incubacion a temperatura ambiente, la absorbancia fue medida a 420 nm. Se usaron soluciones
de quercetina (Sigma-Aldrich®) entre 5-25 pg/mL, para construir la curva de calibracion (Grafico
3). El contenido de flavonoides totales fue calculado como mg equivalentes de quercetina (QE)/g
de EEP Este procedimiento se efectué con cada uno de los propédleos objeto de estudio por tri-
plicado.

RESULTADOS
Tabla 1. Metabolitos secundarios de los extractos etandlicos de propoleos de tres localidades del Perti
Metabolitos Ensayos Procedencia del propoleo
Piura  Ayacucho Pucallpa
Catequinas Catequinas + + +
Lactonas Baljet + + +
Triterpenos y esteroides Liebermann - Burchard + + +
Saponinas Espuma - - +
Fenoles y taninos Cloruro Férrico ++ +++ +
Quinonas Borntrager + + -
Flavonoides Shinoda ++ et +
Cardendlicos Kedde - - -
Antocianidina Antocianidinas + + +
Alcaloides Dragendorff + - -
Mayer " i i
+ . .
Wagner

Intensidad: (+): poca; (++): moderada; (+++): alta.

Identificacion: (+): presencia (-): ausencia
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Grafico 1. Curva de calibracion del dcido galico (para cuantificacion de fenoles totales)
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Tabla 2. Fenoles totales en los extractos etandlicos de propoleos de tres localidades del Perui

Fenoles totales
(mg GAE/g EEP)*

Localidad N valor medio +desviacion F Sig.
estandar
Piura 70.1£0.10
Ayacucho 78.6+£0.20 12300.500 0.000**
Pucallpa 60.5+0.10

* miligramos de acido galico (GAE)/gramo de extracto etanélico de propéleo (EEP).
**ANOVA de un factor/HSD de tukey (p<0.05)

Grafico 2. Fenoles totales en los extractos etandlicos de propoleos de tres localidades del Peru
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*: Diferencia estadisticamente significativa. ANOVA de un factor/HSD de tukey (P ¢ 0.05.)
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Grifico 3. Curva de calibracion de la quercetina (para cuantificacion de flavonoides totales)
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Tabla 3. Flavonoides totales en los extractos etandlicos de propoleos de procedentes de tres localidades

del Peru
Flavonoides totales
Localidad N (mg QE/g EEP)* F Sig.
valor medio +desviacion estandar
Piura 3 34.5+0.17
Ayacucho 3 42.5+0.10 8618.400 0.000%**
Pucallpa 3 28.5+0.10

* miligramos de quercetina (QE)/gramo de extracto etanélico de propoleo (EEP).
**ANOVA de un factor/HSD de tukey (p<0.05)

Grafico 4. Fenoles totales en los extractos etanclicos de propoleos de tres localidades del Peru

45 42.3*

40

35

30+ 28.5*

254

20

154

Flavonoides totales (mg de QE/g de EPP)

Piura Ayacucho Pucallpa

*: Diferencia estadisticamente significativa. ANOVA de un factor/HSD de tukey (P ¢ 0.05.)
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DISCUSION

El propoleo es una sustancia compleja, constituida por una gran variedad de compuestos qui-
micos y cuya composicion varia seguin la fuente de procedencia. Es asi que en el presente trabajo
de investigacion se evidencia una gran variabilidad de metabolitos secundarios presentes en los
extractos etanolicos de propoleo de tres localidades del Pert (Piura, Ayacucho y Pucallpa) encon-
trandose catequinas, lactonas, triterpenos y esteroides, antocianidinas, flavonoides, fenoles y tani-
nos; evidenciandose la presencia de alcaloides solo en el propdleo de Piura, saponinas en el pro-
poleo de Pucallpa y quinonas en los propoleos de Piura y Ayacucho (Tablal). Estos metabolitos
coinciden con lo reportado en otros trabajos de investigacion del propéleo (17-19). La presencia
o ausencia de algunos metabolitos secundarios en el propoleo depende mucho de la flora del area
donde es recolectado, los fenémenos locales influenciados por la temperatura, las precipitaciones,
el tipo de suelo, la humedad relativa, brillo solar y la evapotranspiracion (20).

La gran variabilidad de metabolitos secundarios presentes en el propodleo justifica las diversas
actividades biolégicas como antibacteriana (3), antifungica (21), antiviral, antiprotozoaria (22),
inmunoestimulante (23), antiinflamatoria, analgésica (24), antioxidante (25), antitoxica y cica-
trizante (4). La presencia de fenoles y flavonoides en el propéleo son en gran parte responsables
de estas actividades (14). Estos metabolitos desempenian un papel considerable en la terapéutica
porque poseen importantes funciones antioxidantes que minimizan la peroxidacion lipidica y el
efecto de los radicales libres, contribuyendo de esta manera a reducir el riesgo de afecciones car-
diovasculares por su accion directa en los capilares sanguineos y el envejecimiento (25).

Los fenoles y flavonoides son considerados como indicadores de calidad por los entes regula-
dores de la produccion de propodleos en paises, como Brasil (26) y Argentina (27). Los resultados
consignados en la tabla 2 y grafico 2 indican que el contenido de compuestos fenélicos totales
oscila entre valores que de 60.5 mg hasta 78.6 mg de GAE/g de EEP. La muestra de Ayacucho
presento el mayor contenido de compuestos fenolicos (78.6 mg de GAE/g de EEP) seguido de los
propoleos de Piura (70.1 mg de GAE/g de EEP) y Pucallpa (60.6 mg de GAE/g de EEP) con di-
ferencias estadisticamente significativas (test ANOVA, p<0.05). Estos datos se encuentran dentro
del rango reportado por Palomino et al. (1), y por encima de lo reportado por Bedascarrasbure
et al. (14). En si, todas las muestras analizadas superan el requisito minimo (50 mg de GAE/g de
EEP), establecido por la legislacion brasilera y argentina para la presencia de compuestos fenoli-
cos, como determinante de la calidad.

Respecto a la cuantificacion de flavonoides totales, segtin la tabla 3 y grafico 4, los valores
oscilan entre (28,5 hasta 42.5 mg QE/g EEP), siendo el propédleo de Ayacucho el que presentd
mayor contenido (42.5mg QE/gEEP), seguido del propoleo de Piura (34.5 mg QE/g EEP) y Pu-
callpa (28.5 mg QE/g EEP) con diferencias estadisticamente significativas (test ANOVA, p<0.05)
(tabla 3 y figura 3). Estos valores al compararlos con otras investigaciones se encuentran dentro
del rango establecido por Bedascarrasbure, et al. (14); Yoong (28); Salamanca (29), Rodriguez
et al. (30); y por debajo de lo reportado por Rengifo (31). Asimismo, la Norma IRAM 15935-2

considera que el extracto etanélico de propoleo debe presentar como minimo concentraciones
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de 0,25 g de flavonoides totales expresados en quercetina por 100 g de extracto seco (27). Por
otro lado, siguiendo esta misma normativa argentina y tomando en cuenta también la normativa
brasilefia (26), mencionan que los extractos de propoleo para ser utilizados como materia prima
en el desarrollo de productos deben tener como minimo 5 mg QE/g de EEP, lo que indica que los
propoleos evaluados satisfacen los requisitos de calidad.

Las diferencias de las cantidades de fenoles y flavonoides en el propoleo estan determinadas
principalmente por la flora del area ecologica, los ciclos evolutivos de las plantas proveedoras de
resinas que condicionan cambios en las concentraciones de las mismas, microorganismos presen-
tes en el entorno geografico, factores climatologicos (2).

Los resultados obtenidos permiten afirmar que los propéleos presentan un elevado conte-
nido de compuestos biologicamente activos como fenoles y flavonoides, existiendo diferencias
significativas entre regiones, lo que sustenta la necesidad de estandarizar los diferentes tipos de
propéleos.

CONCLUSIONES

* Se evidencia una gran variabilidad de metabolitos secundarios en los extractos etanolicos
de propoleos procedentes de Piura, Pucallpa y Ayacucho (catequinas, lactonas, triterpenos
y esteroides, antocianidinas, flavonoides, fenoles y taninos). Sélo alcaloides y saponinas se
encontraron en los extractos etanélicos de Piura, Pucallpa respectivamente y quinonas en los
extractos etanolicos de propdleo de Piura y Ayacucho.

* El contenido de fenoles y flavonoides totales oscilo entre valores que van desde 60.5+0.10
hasta 78.6+0.20 mg de GAE/g de EEP y 28.5+0.10 hasta 42.5+0.10 mg QE/g EEP respectiva-
mente. Siendo el extracto etandlico de propdleo de Ayacucho el que presenté mayor conteni-
do de fenoles y flavonoides totales.
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