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INTRODUCCION

Los propdleos son un conjunto de sustancias de apariencia resinosa utilizadas por
las abejas para cubrir y proteger la colmena, obtenidos a partir de las yemas y cortezas de
algunos arboles. La mayoria de los propdleos comparten una considerable similitud en su
naturaleza quimica general: 50% de resina, 30% de cera, 10% de aceites volatiles, 5% de
polen y5% de otros compuestos organicos. Es un producto rico en componentes
bioquimicos de entre los que se han identificado m&s de 300 incluyendo varios
polifenoles, flavonoides, acidos fendlicos y sus ésteres, aldehidos fendlicos y cetonas,
terpenos, esteroles, vitaminas y aminoacidos entre otros.

Las propiedades bioactivas de los propdleos se relacionan principalmente con la
presencia de fenoles y flavonoides. Se considera un magnifico biorregulador, rehaciendo
la capacidad de defensa, funcionamiento y adaptacion del organismo. Los propoleos son
una fuente natural de antioxidantes, que protegen a los aceites y lipoproteinas séricas de
la oxidacion, destacando sus efectos en la produccidn de anticuerpos y fortalecimiento del
sistema inmunolégico. Son numerosos los trabajos cientificos centrados en los
flavonoides en los propoleos y los relativos a la identificacion y cuantificacion de su
composicion polifendlica. Diferentes métodos, tales como el FRAP, ABTS o DPPH, han
sido utilizados para evaluar su poder antioxidante.

Los oligoelementos presentes en los propoleos justifican muchas virtudes, pues
participan en procesos metabdlicos, fermentativos y vitaminicos. Sin embargo, también
puede ser un riesgo la presencia de elementos pesados como Pb, Cr, como posibles
contaminantes. Las determinaciones de oligoelementos en los propéleos se utilizan como
elemento diferenciador de las zonas geogréficas donde se han producido y de su
composicion.

Parece pues que las diferencias de composicion quimica, actividad biologica y
terapéutica de los propoleos depende de diversidad fitogeografica de la zona de
recoleccion, clima, variedad de la abeja reina, época de recoleccidn, etc. Estas diferencias
serian susceptibles de verse reflejadas en los espectros NIR. Las técnicas quimiometricas
junto con la tecnologia NIR permitirian, por tanto, conocer la trazabilidad alimentaria y
ayudar al sector apicola a identificar y proveer informacion de un producto como los

propdleos de gran valor afiadido.



OBJETIVOS

Caracterizacion de los propdleos crudos con datos fisico-quimicos y
técnicas quimiométricas. Se pretende establecer la relacion de las propiedades
nutraceuticas de los propdleos (efectos beneficiosos para la salud humana) con

el origen y diversidad fitogeografica de los mismos.

Deteccion de la presencia de posibles contaminantes en los propoleos
crudos. El estudio se centrara en la presencia de pesticidas y metales pesados.
Puesta a punto de nuevos métodos de andlisis NIR que permitan determinar
los pardmetros de los propdleos que tienen relacion con sus propiedades
biocidas, de forma rapida, sin destruccion ni tratamiento de la muestra. En
este proyecto se pretende la caracterizacion de los propo6leos mediante
espectroscopia en el infrarrojo cercano con ayuda de una sonda de fibra optica de
reflectancia remota, con el fin de poner a punto métodos rapidos de analisis sin
tratamiento de muestra (aplicando directamente la sonda sobre la muestra
triturada). Los estudios quimiométricos se usaran para conocer las relaciones entre
las variables de interes.

Deteccion de la presencia de posibles contaminantes en preparados
comerciales. Se analizard la presencia de pesticidas y metales pesados en
preparados comerciales a base de los propdleos o que contengan propoleos en
su formulacion. Para ello se analizaran propoleos procesados disponibles

comercialmente en forma de cépsulas, tabletas, caramelos, tinturas y jarabes.



PROPOLEOS

El término propoleos o “Oro purpura de las abejas” fue usado en la antigua Grecia,
Egipto, Roma e Incas y proviene del latin: pro (en frente de, a la entrada de) y poleos
(ciudad o comunidad). Es decir, material que es usado para la defensa de la ciudad o
colmena (Asis, 1989). Son numerosas las definiciones dadas a los propodleos, la mayoria
de ellas coinciden en que es un producto resinoso que se forma a partir de exudados que
las abejas mastican y que luego regurgitan en la colmena, mezclandolo con pequefias
cantidades de azucares y cera (Greenaway et al., 1987 y 1990; Ghisalberti, 1978;
Banskota et al., 2001).

Junto a la miel, la jalea real y el polen, los propdleos es uno mas de los productos
apicolas que se extraen de la colmena. El Diccionario de la Real Academia Espafiola de
la Lengua define los propoleos (Del lat. propoleos, genit. de propolis) como “sustancias
céreas con que las abejas bafian la colmena o los vasos antes de empezar a obrar”. Los
compuestos fendlicos, flavonoides en particular, y algunos aceites esenciales son los
responsables de la mayoria de las propiedades farmacoldgicas que se le atribuyen:
anestésicas, antitumorales, antibidticas, antiinflamatorias, antioxidantes, antiparasitarias,
antipsoriasicas, antivirales, cicatrizantes, fungicidas, vasoprotectoras y fitoinhibitorias,
entre otras, confiriéndole aplicaciones en veterinaria, clinica, agricultura, alimentacién o
cosmeética (Asis, 1989; Caballero, 1990; Marcucci, 1995; Woisky, 1996; Burdock, 1998;
Banskota, 2001; Rossi et al., 2002; Castaldo et al., 2002; Matsui et al., 2004; Fuliang et
al., 2005; Bankova, 2005 y 2005a; De Vecchy et al., 2007; Adelmann et al., 2007,
Viuda-Martos et al., 2008; Sforcin et al., 2010; Jean-Proust, 2010).

Los preparados comerciales con propoleos se utilizan en distintas aplicaciones tales
como: tratamientos de resfriados, afecciones de garganta, preparaciones dermatoldgicas
para el tratamiento de quemaduras, acné, herpes, etc. (Burdock, 1998). Ademas, se utiliza
en enjuagues bucales o pastas dentales para prevenir las caries y tratar la gingivitis y la
estomatitis (Libério et al., 2009). Es utilizado en la industria como aditivo alimentario
natural, como ingrediente alimentario funcional o complemento y como componente de
los cosméticos naturales (Popova et al., 2007; Duman et al., 2015). Aplicado
externamente, alivia varios tipos de infecciones causadas por bacterias y hongos
(Castaldo et al., 2002). En las décadas de los 70 y 80 se realizaron estudios en pacientes

que demuestran la efectividad de los propdleos en dermatologia, otorrinolaringologia,



enfermedades ginecologicas, enfermedades digestivas, odontologia y otras patologias
(Marcucci, 1995).

Respecto de su toxicidad, los propdleos contienen algunos compuestos que pueden
causar dermatitis de contacto y reacciones de hipersensibilidad (Marcucci, 1995;
Burdock, 1998; Basista-Sottys, 2013). El calculo de la dosis letal al 50% (LDsp) en
ratones se calcula superior a 2000 mg/kg (Burdock, 1998; Banskota, 2001), con lo que es
un producto de muy baja toxicidad. La ingesta cronica de los propoleos también ha sido
evaluada, no encontrandose alteraciones bioquimicas que sugieran toxicidad a largo plazo
(Mani et al, 2006), al contrario, mostrando una buena biodisponibilidad oral y un
adecuado perfil de seguridad (Basista-Sottys, 2013). Estas propiedades, que han sido
acreditadas por diversos investigadores en los ultimos 30 afios, son las responsables de la
proliferacion en el mercado de productos derivados de los propdleos provenientes tanto
de la industria farmacéutica como alimenticia (Venegas et al., 2015). En la actualidad son
numerosos los trabajos de investigacion que avalan la eficacia de los propoleos en
diferentes campos y mostrando resultados sorprendentes e innovadores, no solo en el
campo de la Medicina sino también en Alimentacion, Agricultura o Veterinaria (Pinto et
al., 2001; Gekker et al., 2005; Cortés, 2008; Pastor et al., 2010; Andrade-Carvalho et al.,
2011).

Composicion quimica de los propoleos

La variabilidad de los propdleos en su composicién quimica depende del lugar de
colecta, de los diferentes ecosistemas y de las secreciones que sirven como fuentes
(Bankova et al., 2000; Dos Santos-Pereira et al., 2002), de lo que se deduce que el
término “propdleos” no caracteriza quimicamente al producto. El conocimiento de la
composicion quimica de los propdleos se considera un aspecto muy importante, ya que
permite correlacionarla con la actividad biolégica de los mismos. Por otra parte, permite
controlar la calidad de las férmulas farmacéuticas desde un punto de vista quimico y
determinar las dosis efectivas en las mismas, asi como elaborar medicamentos méas
eficaces sobre la base de las propiedades fisico-quimicas de los componentes especificos
(Chi et al., 1994). Ademas, el potencial bioldgico de los propoleos se puede diversificar
sobre la base de uno o varios componentes quimicos (Campo-Fernandez, 2007).

Los propoleos no eran considerados de importancia ni en la apicultura, ni para los
apicultores dado que carecia de valor comercial, hasta que comienza a tener significado

para los tratamientos de afecciones de la salud a partir de la década del 50 en la Union de


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814610016444

Republicas Socialistas Soviéticas (URSS) y los paises de Europa del Este con resultados
satisfactorios (Matsuno et al., 1997). La primera patente se inscribio en Rumania en
1965. Pefia, (2008), sefiald que existen 239 y que el 43% de las mismas son de origen
japonés. En América, en los paises del oeste de Europa y en Japon, los propdleos no
adquirieron popularidad, sino hasta la década del “80, cuando se anunciaron sus
cualidades farmacolégicas, en el 30™ Congreso Internacional de apicultura en Nagoya
(Salatino et al., 2005). Por lo antedicho, Dos Santos-Pereira et al., (2002), sefiala las
perspectivas futuras de los propdleos e indica que en el Chemical Abstracts se publicaron
en los ultimos 100 afios, 450 trabajos oriundos de 39 paises (dos de cinco continentes) y
239 patentes. EI incremento en las investigaciones a partir de la década del “80 oscil6
entre 44 y el 660% (Vazquez, 2010).

En numerosos estudios, se ha determinado que, los constituyentes principales de los
propdleos son: cera, resinas, balsamos, aceites esenciales, polen, ademas de impurezas
orgénicas e inorganicas denominadas genéricamente impurezas mecanicas (Ribeiro-
Campos, 1987; Asis, 1989). La proporcion de éstos es variable y depende de factores
como la época de recoleccion, el origen vegetal de la resina y también es importante la
raza de abejas (Meda et al., 1994).

Un andlisis primario de cualquier muestra de los propdleos permitira determinar, en
lineas generales, la presencia de cera, intimamente mezclada en proporciones de 20-30 %.
Las muestras obtenidas por raspado de cuadros presentan mayores cantidades de cera y
ademas, resinas y balsamos aromaticos (40-50%), aceites esenciales (5-10%), polen (4-
5%) y mezclas mecéanicas (10-30%). Estas Gltimas se encuentran en los propéleos
empleados con fines constructivos (Ribeiro-Campos, 1987; Asis, 1989; Del Cueto-Leiva,
1994; Chaillou, 2005).

Debido a la participacion de la abeja, la composicion de los propéleos difiere de las
resinas vegetales, pudiendo considerarse por lo tanto, un producto de origen mixto,
vegetal y/o animal de acuerdo de la legislacion vigente en cada pais (Bonvehi et al.,
1994), Externamente las abejas forrajeras cosechan los propdleos solamente a partir de
yemas y en otras diferentes partes de las plantas (Hegazi, 2000), este lo recolectan
mediante sus mandibulas y lo transportan en las cestillas de sus patas traseras. En Europa,
Norte y el oeste de Asia la fuente principal de los propdleos es el exudado de yemas de
alamo (Populus sp.) (Bedascarrasbure et al., 2006; Koening, 1985) y en Rusia del abedul
(Betula sp.) (Bedascarrasbure et al., 2006).



Por otro lado, Soleo-De Funari et al., (2006), revelan que la presentacion rigida de
los propdleos, puede ser una caracteristica deseable porque las actividades bioldgicas
analizadas han sido atribuidas a sustancias contenidas en esta fraccion. Por el contrario,
su estado maleable, indicaria un elevado porcentaje de ceras. Respecto al sabor y aroma,
son indicativos de edad de la muestra, dado que, al disminuir estos parametros en la
misma, sefialaria antigiiedad en su elaboracién. Las ceras y las mezclas mecanicas
constituyen casi siempre entre el 40 a 50 % de la masa total, siendo el resto lo que
corresponde a la parte biolégicamente activa. La calidad de los propoleos serad
inversamente proporcional a las cantidades de materias insolubles (Walter et al., 1987).

Quimicamente, se han identificado en los propoleos, aminoécidos, acidos alifaticos
y sus ésteres, acidos aromaticos y sus ésteres, alcoholes, aldehidos, flavonoides agliconas,
hidrocarburos, cetonas, terpenoides, vitaminas y minerales (Gonzalez-Guerra et al.,
1997). Los componentes principales son compuestos fenolicos (Bankova et al., 1992),
que presentan en su estructura un anillo aroméatico con uno o mas grupos hidroxilo (Melo
et al., 2002, Chaillou, 2005). Estos compuestos polifendlicos constituyen mezclas
complejas que contienen compuestos representativos de diversos grupos estructurales,
destacandose entre los mismos los flavonoides y sus agliconas, a los cuales se les atribuye
las propiedades antibacterianas, fungicidas, antivirales, anestésicas (Bankova et al., 1992;
Ghisalberti, 1978; Gonzalez-Guerra et al., 1997) y antioxidantes (Asis, 1989), asi como
también se incluyen los acidos fenolicos y sus ésteres (Marcucci, 1995).

Desde que Dietrich y Kustenmacher en 1911, identificaron los primeros elementos
activos entre los que se destacan la vainillina, el &cido y el alcohol cindmico (Gonzélez-
Guerra et al., 1997; Véazquez, 2010). Propavko (1975), aislé once elementos y considero
como principales componentes las flavonas, los flavonoles, las flavanonas, los terpenos,
la isovanillina y el acetoxi-betulenol. Cizmarik et al., (1970), determinaron los acidos
aromaticos no saturados, caféico y ferdlico. Greenaway et al., (1990), indica que los
propoleos cualitativamente estaban compuestos por aminoacidos (mas de veinte), acidos
alifaticos y sus ésteres, acidos aromaticos y sus ésteres, alcoholes, aldehidos, calconas,
dihidrocalconas, flavanonas, flavonas, hidrocarbonos, cetonas, terpenoides y otros
compuestos (Vazquez, 2010).

Los mas importantes constituyentes parecen ser los compuestos fenolicos, que
constituyen mas del 50 % de su peso total, (Bankova et al., 2000). La literatura existente
Orantes-Bermejo, (2006), sefiala que la actividad principal es debida a los flavonoides

(compuestos no sintetizados por los animales), por eso la relacion flavonoides-efecto



bioldgico de los propdleos revela el interés de cuantificar estos constituyentes (Bruschi et
al., 2003). El estudio de los compuestos fendlicos que contiene ha resultado una
herramienta muy util a la hora de determinar su origen geogréafico y boténico; de hecho,
se ha propuesto como posible marcador del origen floral de los propoleos (Matsuda et al.,
2008). Ademas de esto influye la estacion (clima) y recoleccion existente en la zona,
siendo la especie Populus la més frecuente en climas templados incluyendo a Europa,
Norte América, Asia, Sur América y Nueva Zealanda (Kujumgiev et al., 1999; Sforcin et
al., 2000; Bankova et al., 2000; Velikova et al., 2000; Melliou et al., 2004; Bankova,
2005; Salatino et al., 2005; Katircioglu et al., 2006; Popova et al., 2007,
Mohammadzadeh et al., 2007; Bankova et al., 2008). Son cuantiosas las investigaciones
que indican la existencia de una estrecha relacion entre la flora circundante al colmenar
que las abejas utilizan como fuente de resinas y la composicion de polifenoles de los

propdleos (Bankova et al., 2000).

Compuestos toxicos en los propoleos

Metales pesados

Existe muy poca informacion sobre el contenido de oligoelementos en los
propoleos, especialmente la posible presencia de minerales tdxicos, lo que puede afectar
significativamente a sus propiedades. Los elementos minerales justifican muchas virtudes
de los propdleos, como su participacion en los procesos metabdlicos, previniendo la
arteriosclerosis y el aumentando la capacidad inmune del cuerpo (Sforcin, 2007). El
contenido mineral de los propdleos se utiliza como caracteristica distintiva de las zonas
geogréficas donde se produce (Cantarelli et al., 2011; Gong et al., 2012) y como un
indicador de contaminacién medioambiental (Formicki et al., 2013). En los propoéleos se
encuentran Ca, Mg, K, Fe, Zn y presencia de elementos toxicos como Cr, Cd, Pb, Ni y
Cu. En realidad, algunas especies de plantas empleadas por las abejas son conocidas y
bien caracterizados por su capacidad para acumular altos niveles de metales pesados en
su biomasa. Ellos se clasifican como hiperacumuladores (Meers et al., 2005; Wei et al.,
2006). Algunas fuentes probables de cadmio y las emisiones de plomo son industriales
(Conti et al., 2001; Falco et al., 2005).

Entre los datos bibliograficos del contenido de compuestos minerales en los
propbleos encontramos en Argentina, Sosa-Lopez et al., (2000 a y b), publican estudios

donde determinan calcio, magnesio, potasio, hierro y zinc en los propéleos de este pais,



asi como niveles de zinc dentro de un mismo apiario, encontrando que los contenidos en
el interior de la colmena superaron a las recogidas en la piquera. Sales et al., (2006),
considera que existe menor contaminacion con plomo cuando se usan mallas tipo
mosquitero (Vazquez, 2010). Ademas, es conocido que los flavonoides tienden a formar
complejos estables con elementos minerales divalentes como hierro, cromo, niquel, cobre
0 plomo (Havsteen et al., 2002). Esta propiedad hace que estos elementos se acumulan en
los propoleos y se convierten en contaminantes de los mismos (Gonzélez-Martin et al.,
2015).

Por otra parte, la presencia de elementos toxicos en los propdleos se asocia con la
contaminacion ambiental de origen antropogénico alrededor de los apiarios a través de
diversas fuentes como el aire, el agua, las plantas y el suelo. Los metales pesados y los
residuos de plaguicidas estan entre los elementos potencialmente toxicos que pueden
encontrarse dentro de los propdleos. Formicki et al., (2013) determinan los contenidos de
niquel, cadmio, plomo, hierro, magnesio y zinc en los productos con propéleos y abejas
recogidos en Polonia. Gong et al., (2012), estudian el contenido de calcio, aluminio,
magnesio, potasio, hierro, sodio, zinc, manganeso, estroncio, cobre, cromo, niquel y
toxinas, como el arsénico, el cadmio y el plomo en muestras de los propoleos Chinos.

Parece existir una relacion del origen de los propdleos, su composicion y la
contaminacion ambiental. Pierini et al., (2016), cuantifican el contenido de plomo en los
propdleos argentino, Serra-Bonvehi et al., (2013), determinan, entre otros, los niveles de
arsénico, cadmio, mercurio y plomo en las muestras de los propdleos recogidas en el sur
de Espafa, y Finger et al., (2014), estudian en Brasil el contenido de cadmio, en los
propoleos. Ademas, Gonzalez-Martin et al., (2015), cuantifican los contenidos de Zn, Cr,
Ni, Cu y Pb en los propoleos espafioles y chilenos. Como reflexion, el contenido de
minerales en los propdleos puede ser utilizado como un rasgo distintivo de las areas
geogréficas donde se produce (Formicki et al., 2013), como indicador de la
contaminacion ambiental (Cantarelli et al., 2011; Gong et al., 2012) y para el desarrollo
de métodos fiables de trazabilidad (Pierini et al., 2016). Los metales pesados se
determinan habitualmente por absorcion atémica y mediante la tecnologia NIR en los

propbleos (Gonzalez-Martin et al., 2015).

Pesticidas

Desde 1950 la produccién agricola ha ido aumentando continuamente a un ritmo

que ha superado con creces el tan importante aumento de la poblacion. Este incremento



se ha conseguido, principalmente, sin poner nuevas tierras en cultivo, sino aumentando el
rendimiento por superficie, es decir, consiguiendo una mayor produccion por cada
hectérea cultivada. Dicho aumento de la productividad se ha desarrollado con la difusion
de nuevas variedades de cultivo de alto rendimiento, unido a nuevas practicas agricolas
que utilizan grandes cantidades de fertilizantes y pesticidas, asi como tractores y otra
maquinaria pesada. Los beneficios alcanzados por esta mejora agricola son indiscutibles,
pero han surgido diversos problemas entre los que destacan los dafios medioambientales
generados, incluyendo la erosion del suelo, la salinizacion y el anegamiento de suelos
muy irrigados, el agotamiento de acuiferos, deforestacion, etc. y la contaminacién del
medioambiente por el uso excesivo de pesticidas (Hernandez, 2005).

La denominacion de pesticidas o plaguicidas, incluye una amplia variedad de
productos muy diferentes en su composicion y propiedades a pesar de su utilizacién
comdun. Para los fines del Codex Alimentarius (Comision creada en 1963 por la Food and
Agricultural Organization, FAO, y la Organizacion Mundial de la Salud, OMS o WHO,
World Health Organization, pertenecientes a la ONU), se entiende por plaguicida o
pesticida, “cualquier sustancia destinada a prevenir, destruir, atraer, repeler o combatir
cualquier plaga, incluidas especies indeseadas de plantas o animales, durante la
produccion y/o almacenamiento, transporte, distribucion y elaboracion de alimentos,
productos agricolas o alimentos para animales, o que pueda administrarse a los animales
para combatir ectoparasitos”. El término incluye las sustancias destinadas a utilizarse
como reguladores del crecimiento de las plantas, defoliantes, desecantes, agentes para
reducir la densidad de la fruta o inhibidores de la germinacion, y las sustancias aplicadas
a los cultivos antes o después de la cosecha para proteger el alimento o medicamentos
para animales. Actualmente, se utilizan cada afio en Europa cerca de 300.000 toneladas
de pesticidas. Muchos de ellos presentan una alta toxicidad asi como una gran
persistencia y movilidad medioambiental, lo que los convierte en uno de los grupos de
contaminantes mas importantes. Se han detectado residuos de pesticidas en alimentos,
aguas, suelos, fluidos bioldgicos, etc. (Dean et al., 1996; Ahmed, 2001; Barr et al., 2002;
Berrada et al., 2003) y en lugares tan remotos como la Antartida o el Artico.

Por otro lado, el numero de referencias existentes esta creciendo cada vez mas en
cuanto a la presencia de insecticidas en los productos derivados de las abejas (Mullin et
al., 2010; Panseri et al.,, 2014; Barbosa, et al., 2015). Insecticidas, tales como
organofosfatos, piretroides, carbamatos y organoclorados, se han encontrado en la miel y
cera de abejas (Pareja et al., 2011; Zhu, et al., 2014; Niell et al., 2015). Otras familias de



insecticidas, asi como fungicidas y herbicidas, se han encontrado por (Mullin et al., 2010;
Zhu et al., 2014; Rodriguez-Lépez et al., 2014 y Stanley et al., 2015). Sin embargo, el
tipo mas comin de contaminantes que se encuentran en la miel, propdleos y cera son
acaricidas, como coumafos, fluvalinato y chlorphenvinfos, que suelen estar presentes en
concentraciones superiores a los encontrados en la contaminacion del medio ambiente.
(Chauzat et al., 2007; Mullin et al., 2010; Serra-Bonvehi et al., 2013; Al Naggar et al.,
2015). Los residuos de insecticidas en los productos derivados de la colmena provienen
de la contaminacién producida por las practicas agricolas y la aplicacion de plaguicidas
en la colmena, por ejemplo, en el tratamiento contra la varroa (Adamczyk et al., 2010;
Serra-Bonvehi et al., 2010; Niell et al., 2015).

La determinacion de estos tipos de contaminantes en los propdleos implica un
procedimiento de extraccion que incluye el uso de disolventes, tal como acetonitrilo,
acetona o acetato de etilo, y la purificacién adicional de extracto de las muestras a
analizar, por lo general mediante el uso de espectrometria de masas de cromatografia de
gases. Asi se han determinado pesticidas organofosforados (Pérez-Parada et al., 2011;
Acosta-Tejada et al., 2011; Medina-Dzul et al., 2014), organoclorados (Chen et al., 2009)
y otros pesticidas tales como bifentrina, buprofezina, tetradifon y vinclozolina (Santana-
Dos Santos et al., 2008).

Sin embargo, no hay referencias existentes que informen de la aplicacion de la
tecnologia NIR para la cuantificacion de residuos de pesticidas en los prop6leos.
Influencia de la zona geogréfica sobre la composicion quimica de los propoéleos

En la actualidad es admitido y esta quimicamente demostrado que, en las zonas
templadas de Europa, Norte América y regiones no tropicales de Asia, la principal fuente
de los propdleos son los exudados de los brotes de las especies Populus y sus hibridos.
Las investigaciones realizadas sobre la composicion quimica de los propoleos
recolectados en diferentes regiones, tales como Bulgaria, Espafia, Francia, Gran Bretafia,
Hungria y México, revelan que el origen de éstos es el mismo, y que su fuente principal
son las secreciones de los dlamos negros (Populus nigra) (Bankova, 2000). En Rusia se
ha encontrado que las abejas colectan las resinas de los brotes de los abedules (Betula
verrucosa). En Ucrania, las secreciones para la elaboracion de los propdleos provienen de
B. verrucosa, P. nigra y Populus tremula, mientras que en Mongolia provienen de
Populus suaveolens (Bankova, 2000; Marcucci et al., 2001). Asi mismo, los estudios

revelan que las muestras originarias de estas zonas se caracterizan por tener una



composicion similar, siendo sus principales constituyentes los compuestos fenolicos,
flavonoides, &cidos aromaticos y sus ésteres (Bankova, 2000). Otros autores citan como
menos frecuentes a Eucalyptus spp. Castafio Silvestre (Aesculus hippocastanum), Abedul
(Betula spp.), Aliso (Alnus spp.), Olmo (Ulmus spp.), Acacia (Robinia pseudoacacia),
Alerce (Picea sp.), Pino (Pinus sp.), Fresno (Fraxinus sp.),Cerezo (Prunus avium),
Ciruelo (Prunus domestica), Abeto (Abies sp.), Sauce (Salix spp.), Roble (Quercus spp.),
Acacia (Gleditsia triacanthos) (Koening, 1985; Tomé&s-Barberen et al.,1993 a y b;
Bonvehi et al.,1994). Se sabe que las colmenas ubicadas en bosques tienen mayor
cantidad de los propoleos que las que se encuentran en otros sitios (Hegazi, 2000a).

En zonas tropicales, los propoleos contienen flavonoides analogos a las muestras
europeas, pero a partir de plantas diferentes (Wollenweber et al., 1997). Las
investigaciones de Volpi et al., (2006), han encontrado en extractos etandlicos de los
propdleos de Argentina, Italia y Espafia un perfil cromatografico aproximadamente
similar. Todos presentan una importante cantidad (49 %, 48 % y 39 % respectivamente)
de pinocembrina y una variable, pero similar porcentaje de otros compuestos. Salatino et
al., (2005), afirman que la amplia diversidad en la composicién de los propdleos revela
que los ultimos 15 afos de investigacidn son escasos para realizar una evaluacion
completa de la potencialidad de los propoleos en las areas quimico-farmacologicas.

Estudios de los propdleos de diversas latitudes han demostrado que tanto su
composicién como su actividad biologica se encuentran directamente relacionadas con
las especies vegetales, que visitan las abejas propolizadoras (Bankova, 2005b). Es por
ello por lo que el origen botanico es crucial para la caracterizacion de los propoéleos, la
que también es afectada por las caracteristicas geograficas y climaticas del sitio de
recoleccion (Bankova et al., 1998). La determinacion del tipo de los propoleos en
relacién con su origen botanico deberia ser el primer eslabon en la cadena de su control
de calidad (Bankova et al., 2000).

La zona central de Chile de donde proceden las muestras de este trabajo presenta
un clima mediterraneo, en donde las lluvias caen cada afio en la época de invierno y
durante el verano hay una larga temporada de sequia. Este tipo de clima esta presente en
diversas partes del planeta, como, por ejemplo, el mediterraneo europeo, el suroeste de
Australia, California, entre otros. (Hoffmann, 1998). Sin embargo, a pesar de la similitud
del clima con el nuestro, los propdleos chilenos poseen un origen botanico diferente al de

esas regiones, debido a que la flora de Chile se ha desarrollado como resultado del



aislamiento geogréafico entre el Océano Pacifico y la cordillera de los Andes (Valcic et
al., 1998).

En muchos paises ha sido posible asociar la composicion quimica de los propéleos
con la flora botanica (Chen et al., 2007; Lozina et al., 2010). Sin embargo, en Espafia, en
especial en Galicia y Castilla y Leon, donde existe una gran variedad de especies
vegetales para la obtencidn de sus resinas, son escasos los estudios en este sentido.

Las zona geografica parece ser la responsable de la composicion quimica de los
propdleos, se han encontrado mas de 300 compuestos quimicos en los propoleos de
diversos origenes (Castaldo et al., 2002; Pereira et al., 2002). En la figura 17, se
muestras los paises y regiones de procedencia de los propoleos utilizados en esta

investigacion.



COMENTARIO Y ENFOQUE DE LOS RESULTADOS Y PUBLICACIONES.

1- RESIDUOS DE PLAGUICIDAS EN LOS PROPOLEOS DE ESPANA Y CHILE.
ENFOQUE DONDE SE UTILIZA LA ESPECTROSCOPIA INFRARROJA
CERCANA.

Gonzalez Martin, Maria Inmaculada; Revilla Isabel, Vivar Quintana, Ana Maria;
Betances Salcedo, Eddy Valentin: Pesticide residues in propolis from Spain and Chile.
An approach using near infrared spectroscopy. En: Talanta 2017. Vol. 165. Pag. 533—
539, doi: 10.1016/j.talanta.2016.12.061.

1.1. Antecedentes

Los productos naturales son las fuentes mas demandadas por los seres humanos
desde la antigliedad, ya sean por sus atributos alimenticios, como para la salud en sentido
general. En este trabajo se analizan la existencia de residuos de pesticidas en las
muestras de los propdleos crudos de Espafia y Chile, mediante las técnicas de
cromatografia GC-MS y espectroscopia infrarroja cercana (NIR). Como bien se conoce,
la composicion de los propdleos es muy compleja y variada en funcién de la diversidad
de la zona geografica, la temporada y el area de recoleccién (Bankova et al., 2002;
Gomez-Caravaca et al., 2006). Las investigaciones en este campo estan creciendo cada
vez mas en cuanto a la presencia de insecticidas en los productos derivados de las abejas
(Mullin et al., 2010; Panseri et al., 2014; Barbosa et al., 2015). Insecticidas, tales como
organofosfatos, piretroides, carbamatos y organoclorados, se han encontrado en la miel y
cera de abejas (Pareja et al., 2011; Zhu et al., 2014; Niell et al., 2015). Otras familias de
insecticidas, asi como fungicidas y herbicidas, también se han encontrado por (Mullin et
al., 2010; Zhu et al., 2014; Rodriguez-Lopez et al., 2014 y Stanley et al., 2015).

Sin embargo, el tipo mas comun de contaminantes que se encuentran en la miel,
propoleos y cera son acaricidas, como coumafos, fluvalinato y chlorphenvinfos, que
suelen estar presentes en concentraciones superiores a los encontrados en la
contaminacion del medio ambiente. (Chauzat et al., 2007; Mullin et al., 2010; Serra-
Bonvehi et al., 2013; Al Naggar et al., 2015), residuos de insecticidas en los productos
derivados de la colmena provienen de la contaminacion producida por las practicas
agricolas y la aplicacion de plaguicidas en la colmena, por ejemplo, en el tratamiento
contra la varroa (Adamczyk et al., 2010; Serra-Bonvehi et al., 2010; Niell et al., 2015).

La determinacion de estos tipos de contaminantes en los propoleos exige un
procedimiento de extraccion que incluye el uso de disolventes, tal como acetonitrilo,

acetona o acetato de etilo, y la purificacion adicional de extracto de las muestras a



analizar, por lo general mediante el uso de espectrometria de masas de cromatografia de
gas. Han sido determinados en propoleos pesticidas organofosforados (Pérez-Parada et
al., 2011; Acosta-Tejada et al., 2011; Medina-Dzul et al., 2014), organoclorados (Chen et
al., 2009) y otros tales como bifentrina, buprofezina, tetradifon y vinclozolina (Santana-
Dos Santos et al., 2008).

Sin embargo, hay pocos estudios que evalGan el potencial de la espectroscopia de
infrarrojo cercano (NIR) para el andlisis cuantitativo de los propoleos, la espectroscopia
de infrarrojo visible/Cerca (Vis/NIRS) se ha aplicado para el analisis de la crisina y
galangina en los propdleos chinos (Nie et al., 2013), o explorar su aplicabilidad para la
determinacion de propiedades antioxidantes (Cruz et al., 2008). La deteccion de
falsificacion de propdleos por la adicion de flavonoides glucosido y latex de arbol ha sido
llevado a cabo con NIR-transformada de Fourier (Xu et al., 2013). NIR también se ha
utilizado para confirmar la identidad de los aislados de cera de abeja y propdleos
(Hogendoorn et al., 2013), y para cuantificar algunos minerales y oligoelementos en los
propoleos crudo (Gonzélez-Martin et al., 2015).

No hay referencias existentes que informan de la aplicacion de la tecnologia NIR
para la cuantificacion de residuos de plaguicidas en los propéleos. La espectroscopia de
infrarrojo cercano (NIR) ha demostrado ser una técnica analitica rapida que no es
destructiva y requiere poca o0 ninguna preparacion de la muestra (Muller et al., 2006). En
este trabajo, el andlisis de pesticidas en los propoleos crudo, procedente de Espafia y
Chile, se llevo a cabo mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas. Ademas, el uso de la espectroscopia NIR fue explorada inicialmente para la
diferenciacion de las muestras contaminadas o no contaminadas con triadimefon, v,
posteriormente, para la determinacion cuantitativa de este plaguicida en los propoleos

crudo.

1.2. Objetivos

El objetivo del presente estudio es analizar si existe la presencia de residuos
indeseables de pesticidas en los propoleos, por medio de cromatografia y comparar los
resultados obtenidos con la tecnologia de la espectroscopia en el infrarrojo de cercano
(NIR) como herramienta para usar las distintas metodologias.

e Determinar la detencion de residuos de pesticidas en los propoleos por medio de
cromatografia GC-MS.



e Puesta a punto de nuevos métodos de analisis NIR que permitan determinar los
pesticidas en los propéleos.

e Diferenciacion de las muestras de propéleos contaminados con triadimefon.

1.3. Parte experimental

Se analizan 106 muestras de los propdleos crudos procedentes de Espafia (Galicia
(14) y (Castilla y Leon (33), Extremadura (1)), y Chile (Region Bio-Bio (58)). Se tritura
cada muestra y se registra los espectros NIR con mucho cuidado, a una longitud de onda
que va entre 1100-2000 nm, con datos tomado cada 2 nm.

Por ultimo, se extrae la tintura de los propéleos por medio de metanol, ultrasonido,
centrifugado, filtrado y diluido 1:100. Los extractos obtenidos fueron sometidos a un
analisis cromatografico GC-MS con el fin de conocer los perfiles cromatograficos de los
residuos de pesticidas identificindose hasta encontrar 7 residuos de pesticidas, en funcion
a las caracteristicas espectrales y los picos cromatograficos (por orden de dilucion:
Triadimefon, Profam, Procimidona, Metazacloro, Folpet, Dicofol y Diclofluanida. Se
registran las concentraciones que van desde 5-500 pl, esta area se vincula con la recta de
calibrado para cada uno de estos residuos. Los resultados se expresaron en miligramos
por kilogramos de los propo6leos.

A partir de los datos cromatogréaficos y utilizando el método de regresion MPLS se
optimizan los modelos para la determinacion de pesticidas mediante NIR.

Para la discriminacion de los propdleos contaminados y no contaminados con
triadimefon se utiliza el método de reconocimiento de pautas prefijadas DPLS, para ello
se usa la informacion espectral NIR de todas las muestras recogidas que constituyen el
conjunto de entrenamiento, en este caso sin realizar ningun pretratamiento de los datos
espectrales. EI modelo se valida interna y externamente. El porcentaje de muestras
correctamente clasificadas en las clases a las que pertenecen indica la bondad del modelo

desarrollado.

1.4. Conclusién

Se ha puesto de manifiesto la presencia de residuos de pesticidas: Triadimefon,
Profam, Procimidona, Metazacloro, Folpet, Dicofol y Diclofluanida en muestras de los
propdleos crudos originarias de Chile y Esparia (Castilla y Leon y Galicia). Se encuentran
diferencias tanto en los pesticidas presentes como en los rangos de concentracion de los

pesticidas en las diferentes regiones. Se utilizo la espectroscopia de infrarrojo cercano



(NIR) con una sonda de fibra dptica de reflectancia remota para detectar y cuantificar el
pesticida triadimefon en los propoleos. La ecuacion desarrollada utilizando la tecnologia
NIRS permitid la cuantificacion del pesticida triadimefon en muestras de los propoleos
sin tratamiento o manipulacion de las muestras en un amplio rango de concentracion
(0,74-42,17 mg/kg de los propdleos). El procedimiento tiene un excelente potencial para
la determinacién rapida y rentable del pesticida triadimefon en propoleos. Los resultados
indican que la espectroscopia NIR podria convertirse en una alternativa a la
cromatografia de gases.

Se detecta la presencia de triadimefon en propoleos, utilizando so6lo los espectros
NIR mediante el modelo DPLS. Se obtiene un coeficiente de correlacion de 0,71, con un

nivel de deteccion del triadimefon en las muestras de un 79%.



2- PREDICCION DE FLAVONOIDES Y LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE
LOS PROPOLEOS USANDO LA ESPECTROSCOPIA INFRARROJO
CERCANO.

Betances Salcedo, Eddy Valentin, Revilla Isabel, Vivar-Quintana, Ana Maria,
Gonzélez Martin, Maria Inmaculada. Flavonoid and Antioxidant Capacity of Propolis
Prediction Using Near Infrared Spectroscopy. En: Sensors 2017, 17, 1647;
d0i:10.3390/s17071647.

2.1. Antecedentes

Son conocidos los beneficios desde la antigliedad de los propdleos como sustancias
naturales producidas por las abejas Apis melliferas (Farré et al., 2004; Dussart et al.,
2007; Pineda et al., 2010). Estas sustancias de aspecto resinoso presentan un aroma dulce
agradable y en funcidn de la época en que es recolectada y su origen botanico difieren en
color, sabor y consistencia, siendo quebradiza a bajas temperaturas y Vviscoso a
temperaturas mas altas, aspectos que influyen en sus propiedades (Alarcon, 1989; Farré et
al., 2004). Su composicion quimica es muy compleja (Bankova, 2005), destacando la
presencia de compuestos bioldgicamente activos tales como los polifenoles, en los que se
incluyen los flavonoides, los acidos fendlicos y sus ésteres (Gomez-Caravaca et al.,
2006).

Esta variada composicion presente en los propoleos, le confiere mdaltiples
propiedades terapéuticas tales como, antioxidante, antimicrobiano (antibacteriano,
antifngico y antiviral), antiinflamatorio, antitumoral (citostatico), cicatrizante, inmuno-
estimulador, anestésico, antiulceroso, hipotensivo, anticariégeno, antialérgico y
antiparasitario (Grange et al., 1990; Marcucci, 1995; Kujumgiev et al., 1999; Sforcin et
al., 2011). Son numerosos los trabajos que tratan de la determinacion espectrofotométrica
de los flavonoides en los propoleos como flavonas y flavonoles utilizando como
referencia la quercetina o la rutina, aplicando el método propuesto por Bonvehi et al.,
(1994) y que ha sido adaptado por otros investigadores Popova et al., (2004) y Valencia
etal., (2012).

La determinacién de las flavanonas y dihidroflavonoles en los prop6leos mediante
métodos espectrofotométricos (Nagy et al., 1996), se basan en la reaccion de dichos
compuestos con 3,4-dinitrofenilhidrazina (DNP) para obtener fenilhidrazona coloreada de
color amarillo, utilizando la pinocembrina como referencia (Popova et al., 2004 y Falcao

et al., 2013). En cuanto a la cuantificacion individualizada de estos compuestos, se realiza



por cromatografia (Garcia et al., 1993; Hostettmann et al., 1997; Popova et al., 2004 y
2005).

En la determinacion de la capacidad antioxidante en los prop6leos crudos se puede
realizar por diferentes métodos. Asi, en numerosos trabajos se realiza la medida de la
actividad inhibidora del radical ABTS, utilizando Trolox como referencia (Ahn et al.,
2007; Gulgin et al., 2010; Graga et al., 2010; Debbache et al., 2014). De igual forma, la
determinacion de la capacidad antioxidante medida como actividad inhibidora del radical
del &cido linoleico/p-caroteno, utilizando el Trolox como método de referencia, se ha
aplicado a la determinacidn en propdleos por los autores (Kumazawa et al., 2004; Ahn et
al., 2007; Chaillou et al., 2006 y 2009; Oldoni et al., 2011; Shimomura et al., 2012).

Por otra parte, la espectrometria NIR podria ser un método eficaz y rapido para la
determinacion de la calidad de los propdleos, entre ellos, un estudio caracteriza los
propdleos de Jalisco (México), mediante técnicas de espectroscopia UV-Vis
fluorescencia-FTIR, considerando que el espectro FTIR cambia en funcion del &rea
geogréfica y de la estacion del afio (Delgado-Aceves et al., 2015). Por otra parte, se ha
aplicado espectroscopia visible/ infrarrojo cercano para el analisis de crisina y galangina
en los propodleos chinos (Nie et al., 2013), para detectar adulteracion con Poplar balata
(Xu, et al., 2013), para identificar cera de abejas en los prop6leos (Hogendoorn et al.,
2013), para la determinacion de la composicion mineral (Gonzalez-Martin et al., 2015), la
cuantificacion del éster fenil del &cido cafeico o CAPE (Venegas et al., 2015).
Aplicaciones mas recientes determinan de las caracteristicas fenolicas, antioxidantes, del

color y bactericidas de los prop6leos crudos utilizando NIR (Revilla et al., 2017).

2.2. Objetivos

El objetivo de este estudio fue desarrollar un método rapido para cuantificar en los
propoleos, la composicion de flavonas y flavonoles, flavanonas y dihidroflavonoles y la
capacidad antioxidante por los métodos del ABTS y del acido linoleico/p-caroteno
usando la espectroscopia en el infrarrojo cercano (NIR) con una sonda de fibra dptica de
reflectancia remota aplicada directamente a la muestra triturada de los propoleos, con

muestras procedentes de Espaiia y Chile.

2.3. Parte experimental

Se analizan 99 muestras de los propdleos crudos procedentes de Espafia ((Galica
(14) y (Castilla y Ledn (33)) y Chile (Region Bio-Bio (52)). Las muestras se recolectan



por los apicultores en los afios 2014-2015. En cada uno de los apiarios se recolectan por
medio de malla, raspado, envasado, rotulado y refrigerado a una temperatura de -4°C.
Después de ello se tritura cada muestra y se registra los espectros con mucho cuidado, a
una longitud de onda que va entre 1100-2000 nm, con datos tomado cada 2 nm. A la
matriz espectral obtenida se le aplica un analisis de componentes principales (PCA) con
el objetivo de reducir su dimension, con 6 componentes principales, se mantiene la
variabilidad espectral en un 99%.

Por altimo, se extrae la tintura de los propoleos por medio de metanol, ultrasonido,
centrifugado, filtrado y diluido 1:100. Los extractos obtenidos se llevaron a un
espectrofotometro para conocer la composicion de las flavonas mas flavonoles,
flavanonas y dihidroflavonoles y la capacidad antioxidante por los métodos del ABTS y
del acido linoleico/s-caroteno. Los resultados se expresaron en cada de las flavonas mas
flavonoles en relacibn a mg de rutina o quercetina/gr propdleos; flavanonas vy
dihidroflavonoles en mg de pinocembrina/gr propéleos; ABTS (% inhibicién) y la del
acido linoleico/s-caroteno (% inhibicion.

Con los datos espectrofotométricos y los espectros NIR de las muestras de
propdleos se construyen modelos para determinar los flavonoides y capacidad
antioxidante mediante el método de regresion por Minimos Cuadrados Parciales
Modificado (MPLS).

2.4. Conclusion

A la vista de los resultados, podemos concluir que, la metodologia NIR se puede
utilizar para predecir el contenido total de flavonas y flavonoles, la suma de flavanonas y
dihidroflavonoles y la actividad inhibidora del radical ABTS y la actividad antioxidante
sobre la oxidacion del &cido linoleico en los propdleos con valores comparables a
espectrofotometria. Esta metodologia es que puede ser aplicada a cualquier tipo de los
propoleos desconocidos triturados de diferentes origenes sin tratamiento previo y sin
destruccion de las muestras, es decir, de la aplicacion directa de la sonda de fibra Optica

sobre la muestra.



CONCLUSIONES

En los dltimos afios se ha incrementado la demanda comercial del propoéleo,
producto apicola que resulta una alternativa interesante en el sector dado su alto valor
econdémico. La composicion del propoleo es muy compleja y variada en funcion de la
diversidad fitogeografica de las zonas de recoleccion, época del afio, tipo y subespecie de
Apis mellifera. Ademas, a los propdleos se les atribuye importantes propiedades
beneficiosas para la salud, relacionadas con la actividad biolégica del producto,
proporcionadas principalmente por los compuestos fendlicos y flavonoides. En este
sentido, la determinacion de estas propiedades de una forma répida y econdémica
permitiria otorgarles a los propdleos de cada region un valor afiadido basado en su
capacidad biocida.

La definicion de la calidad de los alimentos con gran valor afiadido como los
propoleos exige la busqueda de métodos de analisis, lo mas rapidos, objetivos y
econdmicos posibles para la caracterizacion de este producto. Entre estos nuevos métodos
se encuentra la espectroscopia en el infrarrojo cercano (NIR); esta tecnologia como
técnica analitica tiene las ventajas de ser rapida, no destructiva, y que requiere escasa 0
nula preparacion de la muestra, ademas de ser multiparamétrica y no requiere reactivo
alguno.

Esta tesis se plante6 como objetivo aplicar técnicas quimiométricas junto con la

tecnologia NIR para conocer la trazabilidad alimentaria y ayudar al sector apicola a
identificar y proveer informacién de un producto como los propéleos de gran valor
afiadido.
Para llevar a cabo este objetivo se han analizado 106 muestras de propdleos crudos,
procedentes de apiarios espafioles y chilenos, recolectadas directamente por los
apicultores. Se han determinado parametros fisico-quimicos caracteristicos de las
propiedades biocidas de los propd6leos (composicién fendlica, composicién mineral y
capacidad antioxidante) asi como la presencia de metales pesados y pesticidas.

Ademas de los propoleos crudos, se han analizado 31 muestras de preparados
comerciales que contienen propdleo y que proceden mayoritariamente de Espafia,
Portugal y Chile, en menor proporcion de Bélgica, Inglaterra y USA. Las formas de
presentacion estudiadas han sido pastillas, comprimidos, capsulas, extractos y jarabes y
caramelos. En estas muestras se ha analizado la presencia de metales pesados y

pesticidas.
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Los resultados obtenidos han puesto de manifiesto la presencia de residuos de pesticidas:
Triadimefon, Profam, Procimidona, Metazacloro, Folpet, Dicofol y Diclofluanida en
muestras de prop6leo crudo encontrandose diferencias tanto en los pesticidas presentes
como en los rangos de concentracion de los pesticidas en las diferentes regiones.
Respecto a los preparados comerciales se ha detectado la presencia de metales pesados
como Cr, Ni, Cu, Zn y Pb, y plaguicidas como los fungicidas triadimefén, procimidona,
diclofluanida, folpet, herbicidas como el metazacloro y acaricidas como el clorofenson.

La utilizaciéon de la tecnologia NIRS permitio la cuantificacion, en muestras de
propdleos crudos triturados y sin manipulacion previa, del pesticida triadimefon en el
margen (0,74-42,17 mg/kg de prop6leos). El contenido total de flavonas y flavonoles, la
suma de flavanonas y dihidroflavonoles, la actividad inhibidora del radical ABTS y la
actividad antioxidante sobre la oxidacion del acido linoleico, han podido predecirse con
la utilizacion de esta tecnologia. Asi mismo se ha podido determinar los contenidos de 13
acidos fendlicos y sus derivados con valores similares comparables a los obtenidos por
métodos quimicos, espectrofotométricos y HPLC.



