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RESUMEN

Yoong, A. 2004. Caracterizacion fisico-quimica del propdéleo de la Escuela Agricola
Panamericana y su efecto antioxidante en aceite de soya. Proyecto Especial de Programa de
Ingeniero en Agroindustria, Zamorano, Honduras. 50p.

El propoleo es elaborado por abejas meliferas y posee propiedades benéficas para la salud
humana. Se estudio la calidad de 12 muestras de propdleo cosechado por medio de mallas
provenientes del Apiario Local (AL), Monte Redondo (MR) y Pantanal (P), evaluando
caracteristicas fisico-quimicas como: humedad, cenizas, ceras, resinas, impurezas
mecanicas, fenoles totales, flavonoides totales, indice de oxidacion, espectrograma UV y
contenido de plomo. Hubo tal variacion entre composiciones, que no todos los propoleos
cumplieron totalmente la Norma IRAM-INTA 15935-1 argentina. El AL present6 mayor
contenido de fenoles que P y MR respectivamente. El 83.3% de muestras absorbi6 luz UV-
visible con un pico maximo entre 270-315 nm, donde se presentan flavonoides (no
caracterizados). Se detectd plomo en dos muestras (0.3 ppm), aunque bajo limites
permitidos (10 ppm). Se evalu¢6 el efecto antioxidante del extracto etandlico de propdleo
(EEP) al 15% en aceite de soya sin preservantes, mediante la adicion de 0%, 0.5%, 1% y
1.5% de EEP (midiendo valor de TBA e indice de peréxido). No hubo un efecto favorable.
El 1.5% alcanzé un IP maximo inferior a los otros tratamientos, aunque sobrepasé los 10
meq/kg de peroxidos permitidos en menos de una semana. A mayor porcentaje de EEP,
menor valor de TBA. Soélo el control y 0.5% EEP sobrepasaron el limite (0.2) en la
segunda semana. El propoleo varid su calidad segin la vegetacion circundante, teniendo
que ser estandarizado por el contenido de resinas para ajustar compuestos fenolicos y
aprovechar su actividad biologica.

Palabras clave: compuestos fendlicos, flavonoides totales, espectros UV, valor de TBA,
indice de peroxido.

Francisco Javier Bueso, Ph. D.
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1. INTRODUCCION

El propdleo es un producto procesado por las abejas meliferas (Apis mellifera) que es
empleado como mecanismo de defensa dentro de la colmena. Las “resinas, gomas y
balsamos son colectados a partir de la vegetacion” circundante a las colmenas y procesados
por las abejas para ser explotadas por el hombre para su aprovechamiento debido a las
valiosas cualidades que posee (Bedascarrasbure, 2000a).

Su denominacidn se origina del griego pro (en defensa) y polis (ciudad), pues resguarda la
colmena, donde su principal funcion es “desinfectar y proteger a las abejas de enfermedades
(bacterias, virus), reducir vias de acceso a enemigos naturales y favorecer el mantenimiento
de la temperatura interna de la colmena” (Yanucci, 2002).

Consecuentemente, el interés de analizar fisico-quimicamente el propoleo de la Escuela
Agricola Panamericana radica en conocer su composicion y posibles efectos antioxidantes
sobre la base del contenido total de los compuestos fenodlicos; de modo que se pueda
conocer la calidad y valor potencial como alimento (suplemento nutracéutico).

Con base en investigaciones realizadas en Espana, se realizd un ensayo comparativo para
determinar el efecto antioxidante del propdleo con mayor contenido de compuestos
fenodlicos en aceite de soya sin preservantes.

Mediante el presente estudio se pueden establecer recomendaciones sobre practicas apicolas
para mejorar la produccion de propdleo procedente de la Escuela Agricola Panamericana y
por consiguiente optimizar la calidad de sus subproductos como la miel propolizada que se
ofrece en la unidad de comercializacion de Zamorano y en determinados supermercados en
Tegucigalpa.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 General

e (Caracterizar fisico-quimicamente el propoleo de la Escuela Agricola Panamericana y
evaluar su efecto antioxidante en aceite de soya.



1.1.2 Especificos

¢ Analizar fisico-quimicamente el propoleo del Apiario local (AL), Monte Redondo (MR)
y Pantanal (P) de la Escuela Agricola Panamericana.

e Determinar la correlacion entre el contenido de fenoles totales e indice de oxidacion del
propdleo de la Escuela Agricola Panamericana.

e Evaluar el efecto antioxidante del propdleo con mayor contenido de compuestos
fenolicos en aceite de soya.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 DEFINICION DEL PROPOLEO

Bedascarrasbure (2000a), define al propdleo como una sustancia resinosa, gomosa y
balsamica colectada por las abejas meliferas a partir de brotes de corteza, hojas y otras
partes de arbustos silvestres, arboles. La recoleccion del propoleo es actividad de las
pecoreadoras, que extraen con sus mandibulas sustancias de las yemas, y con ayuda del
primer par de patas, la secrecion de glandulas mandibulares (4cido 10-hidroxidecenoico)
permite el ablandamiento para triturarlo y transportarlo a las cestillas. Una vez que ingresan
a la colmena, se dirigen a sitios donde se requiere de este producto y permanecen quietas
mientras las abejas propolizadoras toman particulas de la sustancia para comprimirlas y
agregarles cera procediendo al propolizado.

2.2 COMPOSICION DEL PROPOLEO

Segun Krell (1996), los componentes del propéleo (Cuadro 1), se fraccionan en: resinas,
gomas y balsamos (compuestos fenolicos -flavonoides, acidos fendlicos- y ésteres), de cera
de abeja (4cidos grasos de cadena larga), aceites esenciales o volatiles provenientes del
balsamo, polen (proteinas -16 amino 4acidos libres >1%- arginina y prolina generalmente
son el 46% del total); y de materiales diversos o impurezas mecanicas.

Entre los compuestos localizados en la fraccion resinosa se encuentran moléculas orgéanicas
como acidos organicos (acido benzoico y galico) y acidos-fenoles (acido caféico, cindmico,
fenilico, insofenilico y p-cumanirico). Ademads se han encontrado aldehidos aromaticos
(vainilina, isovainilina); y cumarinas (esculetol y escopoletol).

De acuerdo con Pena (2001), los flavonoides mads comunes son las flavonas como
acacetina, crisina amarilla, pectolinarigenina, tectocrisina; flavonoles como la galangina,
izalquinina, kaempférido, quercetina, ramnocitrina y las flavononas: pinostrobina,
sakuranetina y flavonoles como la pinobanksina.

En menor proporcion, se encuentran vitaminas como la provitamina A, vitamina B3 y otras
del grupo B.



Cuadro 1. Composicion del propdleo.

Componente % Contenido
Resinas y balsamos 50-55 Flavonoides, acidos fenolicos y esteres
Cera de abeja 30-40 Acidos grasos de cadena larga
Aceites esenciales 5-10 Aceites volatiles
Polen 5 Proteinas
14 trazas de minerales, Fe y Zn (més comunes),

Materiales diversos y

L . 5 cetonas, lactonas, quinonas, esteroides, acido
compuestos organicos

benzoico, vitaminas, aziicares

Fuente: Krell, 1996.

La composicion del propoleo es bastante compleja y dificil de caracterizar o comparar
mediante una norma generalizada debido a su alta variacion (por cambios en vegetacion,
clima, manejo, ubicacion). Por esto existen rangos generales que sirven para conocer la
composicion y las fuentes de origen de cada componente, asi como sus usos
(Bedascarrasbure et al., 2000b).

De acuerdo con Bedascarrasbure et al., 2000a, es en la fraccidn resinosa donde se
encuentran compuestos bioldgicamente activos, por lo tanto un mayor fragmento de ésta
puede indicar mejor calidad por las posibles propiedades y usos potenciales en la industria.

El propdleo en definitiva debe estar “libre de contaminantes toxicos (metales pesados);
contener bajos niveles de cera, impurezas mecéanicas y cenizas”. Asimismo es
recomendado determinar la fuente vegetal circundante de la colmena para conocer los
componentes activos presentes en sus resinas y de igual forma, estimar la proporcion de
¢éstos compuestos activos en el propdleo (Bankova, 2000).

2.3 VEGETACION PREDOMINANTE

La calidad del propoleo se debe mayoritariamente a la vegetacion. Por esto siempre es
favorable una localizacion estratégica del apiario, con base en una flora predominante (para
produccion de miel y polen) y vegetacion resinosa para encontrar resinas, balsamos
(solubles en solventes organicos) y/o gomas (hidrosolubles) que tengan una calidad
reconocida, como es el caso del “balsamo, alamo, pino, sauce, castafios, abetos, sauces,
plantas herbaceas y otras especies vegetales (Asis, 2003).

Los apiarios de Zamorano estan rodeados de la vegetacion y en menor cantidad cerca de
plantaciones de frutales, pastos, y cultivos extensivos (granos, frijol, entre otros). Sin



embargo el riesgo de contaminacidon por agroquimicos es minimo dado que no es una
fuente de resinas para las abejas meliferas. En el Cuadro 2 se detallan las fuentes de resinas
proximas a cada apiario, lo cual puede facilitar la caracterizacion de compuestos de interés
biologico si se emplean las resinas y balsamos de estos arboles para compararlo con el
propoleo de las colmenas de cada localidad.

Entre las especies predominantes, sobresalen el eucalipto (Eucalyptus globulus Labill), que
posee numerosos usos en la fitoterapia debido a sus resinas y balsamos, los cuales
contienen “taninos (detoxificantes), pigmentos flavonicos (heterosidos del quercetol), un
heter6sido fendlico complejo, asi como también caliptdsidos, &cidos fenolicos (géallico,
caféico) y un principio amargo”. Como es de esperarse, estas resinas y balsamos del
eucalipto guardan propiedades semejantes a las que se le atribuyen al propdleo, aunque con
su variaciones ya que el proceso realizado por las abejas mejora la calidad de la resina
original (paginamédica.com, 2004).

Cuadro 2. Vegetacion predominante en el Apiario: Local (AL), Monte Redondo (MR) y
Pantanal (P)".

Localidad Nombre Cientifico Nombre Comiin
AL Eucalyptus globulus Labill Eucalipto
Guarea sp. Carbon
Pinus patula Ocote
Araucaria araucana Araucaria
MR Guarea sp. Carbon
Enterolobium cyclocarpum Guanacaste
Guaiacum officinale Guayacan
Acacia Xanthophloea Acacia amarilla
Eucalyptus globulus Labill Eucalipto
P Acacia Xanthophloea Acacia
Enterolobium cyclocarpum Guanacaste
Bursera cuneata Bursera
Aspidosperma dugandii Carreto
Guarea sp. Carbon
Teutona grandis Teca
Eucalyptus globulus Labill Eucalipto

Fuente: Linares, (2003).

! Linares, J. 2003. Vegetacion predominante del Apiario Local, Monte Redondo y Pantanal. Zamorano,
E.A.P. (Comun. Pers.).



2.4 CLIMA

La Escuela Agricola Panamericana se encuentra a 800 m.s.n.m., posee dos estaciones
marcadas: el invierno (mayo-noviembre), es la época donde se concentran las
precipitaciones y el verano (diciembre-abril), cuando las lluvias son practicamente nulas.

Generalmente las temperaturas no son extremas y en la estacidon metereologica se ha
registrado que el promedio anual es de 24°C, mientras que las precipitaciones anuales
tienen un promedio de 1000 mm.

2.5 PROPIEDADES DEL PROPOLEO

El extracto etanolico de propoleo ha sido sometido a estudios quimicos y bioldgicos en los
ultimos 50 afios.

En un estudio sobre los métodos analiticos para el control de calidad del propoleo, Pieta
(2002) cit6 propiedades del propdleo como “anticarcinogénico (Matsuno, 1995);
antiinflamatorio (Wang et al., 1993); antibittico (Grange y Davey, 1990; Park et al., 1998;
Nieva et al., 1999; Koo et al., 2000); antioxidante (Scheller et al., 1990; Yamauchi et al.,
1992; Pascual et al., 1994; Basnet et al., 1997; Nieva et al., 2000), antiviral (Manolova, et
al., 1985; Ghisalberti, 1979; Amoros et al., 1992; Marucci, 1995; Kujumgiev et al., 1999),
antifungal (Kujumgiev et al., 1999), anestésica y citostatica (Ghisalberti, 1979)”.

De acuerdo con investigaciones del propoleo como antioxidante, se afirma que esta
propiedad estd fuertemente relacionada con su contenido de compuestos fenodlicos, los
cuales dependen de su origen botanico y por tanto se afirma que el propoleo constituye una
“nueva fuente de antioxidantes naturales” (Ozcan, 2000).

Ozcan (2000), afirma que la “actividad antioxidante de propdleo aumenta con su
concentracion”.  Esto se comprobd mediante ensayos con extractos metanolicos de
propdleo (EMP) en aceite de oliva almacenado a 60°C a partir de muestras recolectadas en
Espafia, donde las concentraciones fluctuaban entre 0.02% a 0.08%, siendo las
concentraciones de “0,06% y 0,08% de EMP, las que mostraron mayor actividad
antioxidante comparando con antioxidantes comerciales” como el hidroxianisol butilado
(BHA) y el hidroxitolueno butilado (BHT) a concentraciones del 0,01%. La diferencia en
efectividad es notable debido a que depende de la concentracion de compuestos fendlicos
que contenga el propdleo y a que tanto el BHA como BHT son antioxidantes artificiales y
comercialmente empleados en la industria de grasas.

Organismos de regulacion como el Codex Alimentarius (1990), han publicado ciertas
normas o parametros para aditivos (preservantes y antioxidantes) en aceites. En el caso del
propdleo, como antioxidante natural no presenta regulaciones sobre cantidad maxima de
adicion en alimentos, mientras que los antioxidantes artificiales por reglamentacion deben
encontrarse hasta en un 0.02% (en total).



En el propdleo, la capacidad antioxidante se ha relacionado con la prevencion de
enfermedades de gran trascendencia como aterosclerosis, reuma e incluso el cancer. Otros
antioxidantes naturales, como la vitamina E (alfa tocoferol), impiden la oxidacion lipidica
(del colesterol de baja densidad) reduciendo asi el riesgo de enfermedades cardiovasculares
y neutralizando los radicales libres, que son los responsables del envejecimiento celular, lo
cual le permite adquirir insospechables perspectivas de desarrollo del propdleo para el
consumo humano (Bedascarrabure, 2000a).

2.5.1 Usos del propdleo

El propoleo es muy valorado y empleado en paises como Japén (donde utilizan el 4cido
benzoico presente en el propdleo brasilero) a manera de “preservante en bebidas gaseosas
pescados y mariscos”. Asimismo, en Cuba es empleado en medicina veterinaria y
apiterapia; mientras que en paises de Europa occidental y Asia se utiliza principalmente
para elaborar productos medicinales, nutracéuticos, alimenticios y cosméticos (Yanucci,
2002).

De acuerdo con Sloan (2004), en la revista “Food Technology”, menciona que el consumo
de productos naturales es de gran importancia dadas las recientes tendencias por consumir
alimentos nutracéuticos y funcionales. La industria del propdleo puede ser muy rentable y
entra en esta denominacion de productos naturales y/o nutracéuticos; por esto también
existen paises donde se ha intensificado la investigaciéon y el desarrollo de productos que
conlleven beneficios al consumidor; principalmente sobre la base de fines medicinales,
suplementos dietarios y cosméticos.

La industria alimentaria lo comercializa como suplemento dietario y se han desarrollado
productos como miel propolizada, gomas de mascar, bebidas nutracéuticas, extracto blando
y otros. En el area de cosmética es muy empleado en la fabricacion de cremas, jabones,
talcos, shampoos, enjuagues bucales, tinturas, lociones, entre otros. La industria
farmacéutica también toma ventaja del propdleo para elaborar pasta dental, gotas oculares
tabletas con hierbas, ungiientos,

Las oportunidades de emplear el propoleo son extensas y contintian siendo estudiadas, pues
es de gran importancia agregarle valor sin alterar sus propiedades durante los procesos que
pueda sufrir.

2.6 COMPUESTOS FENOLICOS

La amplitud de compuestos fendlicos en la naturaleza da como resultado propdleo con
caracteristicas fisico-quimicas y propiedades variables. Son elementos de interés bioldgico
que se valoran en el propoleo, donde la mayoria de las propiedades son atribuidas a los
flavonoides y acidos fenolicos.



Los acidos fendlicos y flavonoides son capaces de absorber radiacion electromagnética del
espectro uv-visible en un rango de 250 a 450 nm, lo cual representa una proteccioén natural
para el material vegetal contra la radiacion solar. Sobre la base de esto, se justifica el
efecto protector sobre la piel de productos a base de propdleo.

Estudios realizados por Amoros (1992) y Serkedjieva (1992), que son citados por
Bankova (2000) afirman que los ésteres de acidos fendlicos como el caféico, fertlico (3-
metilbut-2-enil cafeato, 3-metilbutil ferulato, respectivamente) y ciertos flavonoides a
manera de agliconas (luteolina, pinocembrina) presentan importantes actividades
biologicas.

2.6.1 Flavonoides

Los flavonoides son pigmentos y compuestos aromaticos presentes en la constitucion de las
plantas superiores. Se encuentran en las partes verdes y coloreadas, pero también en la
savia y resinas, lo cual “constituye un mecanismo de defensa vegetal contra parasitos,
bacterias, virus y hongos” (Castelo, 2002).

La coloracion del propdleo depende en gran parte de la cantidad de flavonoides del mismo,
aunque la cera influye y disminuye la calidad de este producto.

Martinez (2002), afirma que los flavonoides son pigmentos contenidos en el propoleo y se
definen como “compuestos fendlicos constituyentes de la parte no energética de la dieta
humana”. Hasta el momento se han identificado mas de 5000 flavonoides provenientes del
propoleo, frutas, verduras, vino, cerveza, entre otros productos vegetales, que diariamente
pueden aportar su “accion antioxidante, minimizando la peroxidacion lipidica y el efecto de
los radicales libres”. Esta accion se debe a los grupos hidroxilos fenolicos que estan en su
estructura quimica, logrando ademas ejercer propiedades quelantes de hierro y metales de
transicion (Bedascarrasbure, 2000).

Se cree que el propoleo con mayor contenido de flavonoides es de mejor calidad, pero
estudios acerca de la actividad biologica individual de componentes del propoleo
demostraron que ‘“esta creencia esta alejada de la realidad, especialmente en paises
tropicales” (por la variedad y desconocimiento de las propiedades que ejercen las especies
vegetales) (Bankova, 2000).

Sin embargo, los flavonoides son componentes clave del propoleo dado que se
responsabilizan de su actividad bioldgica, siendo los mdas frecuentes: kaempferol,
naringenina, acacetina, apigenina, pinocembrina, galangina. Sus diversas bioactividades,
estan en funcion de sus minimas diferencias estructurales y que han ayudado a clasificarlos
como: flavonoles, flavanonas, flavonas, isoflavonas, catequizas y antocianinas (Bankova,
2000).



Por otro lado, Nazareno (2004), enfatiza que los flavonoides ejercen funciones de
proteccion contra el cancer, accidn vaso protectora, prevencion de enfermedades
cardiovasculares, actividad antiinflamatoria, tratamiento de hipertension y como
mejoradores en la accion de la vitamina C.

En la naturaleza, los flavonoides se pueden encontrar glicosidados o como agliconas, es
decir que pueden estar ligados a una molécula de carbohidratos o no respectivamente. El
propoleo no es la excepcion y se pueden presentar de ambas maneras, lo cual influye en su
funcionamiento.

2.7 EFECTO ANTIOXIDANTE DEL PROPOLEO EN ACEITE DE SOYA

El efecto antioxidante que ofrece el propdleo se debe a los compuestos fenolicos,
principalmente flavonoides, que desempefian un papel importante en la salud humana pues
forman parte de nuestra dieta.

De acuerdo con el estudio realizado por Ozcan (2000), el extracto de propoleo puede
retardar la oxidacion de 4cidos grasos poliinsaturados (como el acido linolénico y
linoléico). Este efecto se observaria en el aceite de soya por la presencia del &cido
linolénico, pues a pesar de estar en pocas proporciones (7%), tiende a enranciarlo con
rapidez que otros aceites. Al ejercer este tipo de funciones en ciertos alimentos, su
importancia radica en la minimizacion de radicales libres e influencia en el desarrollo de
enfermedades coronarias, arterosclerosis y determinados tipos de cancer.

Kinsella (1993), citado por Marcucci (1998), demostré que individuos que ingieren mayor
cantidad de flavonoides de origen vegetal presentan un menor riesgo de muerte por
enfermedades cardiovasculares.

Un caso particular es el vino tinto, que posee relativamente altas cantidades de flavonoides
y es responsable de la denominada “paradoja francesa” que se dio a conocer en Francia,
pues a pesar de tener una dieta habitual rica en grasa animal, se consume sustancialmente
mayor cantidad de vino (como parte de su cultura). Debido al consumo de vino, se
relacionan los flavonoides presentes en ¢l con la baja incidencia de enfermedades
cardiovasculares en la poblacion, comparado con otros paises como Estados Unidos en
donde la incidencia de estos males ya es un problema en los adultos (Marcucci, 1998).



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 UBICACION

Los analisis fisicoquimicos se llevaron a cabo en el laboratorio del PROAPI en la Estacion
Experimental Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) ubicado en Famailla,
provincia de Tucuman, Argentina; a partir de muestras del propdleo producidas en tres
zonas de la Escuela Agricola Panamericana.

De igual manera, se realiz6 la evaluacion del propdleo como antioxidante en aceite de
soya, con muestras del mismo origen en el Centro de Evaluacién de Alimentos (C.E.A.) de
la Escuela Agricola Panamericana, ubicada en el Valle del Yeguare, San Antonio de
Oriente, km. 30 via a Danli.

3.2 MATERIALES

Para la cosecha y almacenamiento del propdleo se empled el overol para trabajar en los
apiarios, velo, ahumador, espatula, bolsas plasticas para guardar las muestras, adhesivos
para rotular y una hielera para mantener las muestras.

En los estudios realizados dentro de los laboratorios se emplearon frascos ambar, beakers,
erlenmeyers, crisoles, balones, pipetas, propipetas, embudos, papel filtro, hilo de algodon,
papel aluminio, pinzas, desecador. De igual manera se emplearon materiales como el
propoleo, aceite de soya libre de preservantes; solventes como agua destilada, etanol,
metanol, hexano; estandares como acido gélico (Sigma & Aldricht) y quercetina dihidrato;
reactivos como Folin-Ciocalteu y tricloruro de aluminio.

A nivel de laboratorio se emple6 un congelador, agitador, balanza analitica, horno, mufla,
extractor Soxhlet, espectrofotometro Hewlett Packard 8452A con detector de arreglo de
diodos (en laboratorio del INTA-Famailld), Spectronic (C.E.A.).

3.3 Cosecha de propoleo
La cosecha se llevd a cabo el segundo dia de diciembre del 2004, al concluir la etapa

lluviosa. Se cosechd por medio de mallas, las cuales fueron llevadas al congelador (-5°C
por un dia) para endurecer el propdleo y facilitar su remocion de las mallas.
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Las muestras se recolectaron a partir de tres localidades de la Escuela Agricola
Panamericana: Apiario Local (AL), Monte Redondo (MR) y Pantanal (P). Dichas
localidades fueron seleccionadas por estar ubicadas en tres sitios con relativamente
distanciados y por el hecho de contar con vegetacion variable.

3.4 MANEJO DE MUESTRAS

De los tres apiarios se obtuvieron 50 g de muestra a partir cuatro colmenas
respectivamente, con un total de 12 muestras que fueron analizadas por duplicado.

Cada muestra de propodleo se colocd en una bolsa plastica transparente y limpia.
Posteriormente, se introdujeron en una bolsa de pléstico negra (para evitar exposicion a la
luz) y como empaque terciario, una caja de carton sellada, almacenada a 0 a -5°C
aproximadamente.

La muestra se protegié adecuadamente durante su transporte hasta el lugar de andlisis en el
laboratorio de Agroindustrias del Proyecto Apicola Integrado en la Estacion Experimental
Agricola-Famailla del INTA, pues se mantuvo en hielera sin verse alterada por altas
temperaturas, pues en realidad la temperatura que puede afectar al propoleo es de 65°C en
adelante.

3.4.1 Extraccion del propdleo

Se prepar6 un extracto etandlico de propoleo para solubilizar la fraccion resinosa y sus
compuestos fendlicos. Se empled etanol al 95% y propdleo mecanicamente limpio en una
una solucion 85/15 (85% solvente y 15% de propdleo), la cual fue agitada durante
aproximadamente 20 horas en un agitador (sin luz) y posteriormente se filtrd y conservo en
un ambiente fresco, seco y al abrigo de la luz.

3.5 ACEITE DE SOYA

El aceite de soya fue seleccionado para este estudio porque posee un perfil de 4cidos grasos
con alto grado de insaturacion (cuadro 3), lo que lo hizo més inestable y permitid obtener
resultados de rancidez en menor tiempo para verificar el efecto antioxidante del extracto de
propdleo sobre la base de su contenido de compuestos fendlicos.
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Cuadro 3. Perfil de acidos grasos del aceite de soya.

Acido graso Insaturacion (es) Porcentaje
A. Palmitico C16:0 10
A. Estearico C18:0 4
A. Oleico C18:1 24
A. Linoléico C18:2 51
A. Linolénico C18:3 7

Fuente: Baduy, 1999.

3.6 DISENO EXPERIMENTAL

Para la caracterizacion fisico-quimica del propoleo se emple6 un disefio completo al azar
(DCA), teniendo tres tratamientos, que fueron las localidades dentro de la EAP (AL, MR y
P). Se realiz6 cada analisis por duplicado para determinar si la caracterizacion de cada
apiario es igual estadisticamente (H,=AL=MR=P).

El segundo ensayo utilizé un disefio estadistico de bloques completamente al azar (BCA)
con medidas repetidas en el tiempo, presentando cuatro niveles de tratamiento: 0%, 0.5%,
1% y 1.5% de EEP, porcentajes seleccionados en estos rangos por los bajos contenidos de
compuestos fenolicos en la muestra de propdleo.

La hipétesis nula (Ho) fue que los tratamientos tenian el mismo efecto a través del tiempo
sobre la oxidacion del aceite de soya. Las variables dependientes del tiempo y EEP fueron
el valor de TBA e indice de peroxido, que se midieron desde la adicion del extracto hasta la
semana cuatro.

Ambos disefios fueron analizados en el programa de analisis estadistico SAS® (“Statistical
Analysis System, 1996”).

3.7 CARACTERIZACION FiSICO-QUIMICA DEL PROPOLEO DE LA E.A.P.

La caracterizacion fisico-quimica se realizo en el laboratorio agroindustrial de la Estacion
Experimental Agricola del INTA-Famailld, con métodos adaptados para estudiar el
propoleo bajo la norma argentina que se identifica como IRAM-INTA 15935-1:2002 para
propoleo en bruto (Bedascarrasbure et al., 2002).

3.7.1 Determinacion de humedad

Se usé un método gravimétrico en el que se secan las muestras en un horno siguiendo el
método de la AOAC 930.15 (1998) citado en la norma IRAM-INTA 15935-1:2002.
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En primer lugar, se peso la muestra en la balanza analitica una capsula de porcelana limpia
y seca (T), luego se colocaron aproximadamente seis gramos de propoleo en bruto, pesado
también en balanza analitica. (Cpy). Finalmente se coloco la capsula en la estufa a 100°C
hasta eliminar completamente la humedad, verificando constancia de peso (al menos 20
horas). Los calculos se fueron determinados con la siguiente formula:

Humedad% =100 *(1 —Mj [1]
(CTH _T)

Cps: Peso (constante) de la capsula con muestra seca.
Cpn: Peso de la capsula con muestra en bruto.
T: Peso de la capsula vacia (tara)

El resultado se reportdé en porcentaje de humedad como promedio de los duplicados,
tomando en cuenta que los resultados individuales no varien en + 1%.

3.7.2 Determinacion de cenizas

Las muestras secas en capsulas de porcelana resultantes del analisis de humedad se
colocaron en una mufla y se incineraron a 500°C durante al menos 4 horas. No se excedi6
de esa temperatura para evitar pérdidas de plomo por volatilizacion (método AOAC
923.03, 1990).

Luego se colocaron las capsulas con cenizas en el desecador hasta verificar constancia de
peso (Cz) y finalmente se cuantifico en porcentaje mediante la ecuacion siguiente.

€C2=D w100 2]
CPh _T)

Cenizas % =

Cz: Peso del crisol con cenizas.
Cpp: Peso del crisol con muestra hiimeda.
T: Peso de la capsula (Tara)

El resultado se reportd en porcentaje de cenizas (g/g), como valor promedio de los
duplicados, tomando en cuenta que los resultados individuales no varien en + 1%.
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3.7.3 Determinacion de ceras totales

La cera total se determind por medio de un extractor Soxhlet, empleando dos gramos de
muestra adecuadamente molida. Esta muestra se coloc6 encerrada en papel filtro seco (P) y
sujetada con hilo de algodon.

El balon donde se recogio la cera se pesd en una balanza analitica (Bcp), luego se
colocaron 120 ml de hexano (solvente). Una vez armado el equipo, se coloco la muestra
preparada en el cuerpo del extractor Soxhlet durante aproximadamente 6-8 horas, a una
velocidad aproximada de 120-150 gotas de condensado por minuto.

Transcurrido el tiempo de extraccion, se comprobo si habia finalizado retirando por la llave
lateral un par de gotas del solvente en contacto con la muestra en un vidrio de reloj. Se
controld el procedimiento evaporando el hexano y se verifico que no quedaran residuos de
cera.

La muestra encerrada en el papel se saco del extractor, se secd y se reservd para las
determinaciones de resinas e impurezas mecanicas.

En el balon quedd la cera disuelta en hexano y para el céalculo se retird el exceso de
solvente. El excedente se recuper6 en el equipo de destilacion a baio maria (70 — 75 °C),
que una vez recuperado se puede reutilizar en el mismo tipo de analisis.

La cera y el balon que la contenia fueron colocados en una estufa a 80°C para evaporar los
restos de hexano. Después de seis horas, se retiraron de la estufa y se colocaron en un
desecador a temperatura ambiente para ser pesados. Se repite el ultimo procedimiento hasta
lograr constancia de peso (Bc;) y mediante la ecuacién 3:

B.i: Peso del balon con cera (seco)
Bco: Peso del balon vacio (seco)
m: Peso de la muestra.

Se asumid que los compuestos arrastrados por el hexano eran el contenido total de ceras y
finalmente, el resultado se reportd en porcentaje, como el valor promedio obtenido de las
muestras y sus duplicados, tomando en cuenta que los resultados individuales no varien en
* 1%.
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3.7.4 Determinacion de resinas totales

A partir de la muestra libre de ceras se extrajo (con extractor Soxhlet) la resina de la
muestra empleando 120 ml de etanol de 96° durante al menos seis horas, a una velocidad de
aproximadamente 120-150 gotas de condensado por minuto.

El final de la extraccion se indico por el color del alcohol (incoloro). En este punto, se lleno
el cuerpo del extractor y se descarg6 por la llave lateral. El contenido del baldn se vacié un
matraz aforado de 100 ml (VR) y se llevo al volumen con etanol 96°.

Se pipetearon 50 ml (Vg;) y se colocaron en un erlenmeyer previamente pesado en balanza
analitica (Brg). Luego se evapor6 completamente el alcohol en una estufa a 80 °C (P.E.
normal del etanol 96°: 79°C) durante 4-6 horas aproximadamente.

Los restantes 50 ml se colocaron en un frasco color ambar, con tapa y capacidad para 100
ml. Como el andlisis se realiza por duplicado, se dispuso de otros 50 ml que se colocaron
en el frasco, obteniéndose asi 100 ml de extractos alcoholicos de las muestras para otras
determinaciones (Fenoles Totales, Flavonoides Totales, Espectro UV).

Las resinas que quedaron en el erlenmeyer (el conjunto) se retiraron de la estufa, se colocd
en un desecador a temperatura ambiente y se pesO en la balanza analitica. Se repitid el
pesado hasta lograr constancia de peso, por duplicado (Bg;). Trabajando bajo este método,
se calculo el porcentaje de resina total con la ecuacion cuatro:

(BRI _BRO) *200 [4]
m

Resinas % =

Bri: Peso del balon con resinas (secos)

Bro: Peso del balon vacio (seco)

m: Peso la muestra.

Vg: Volumen al cual se diluye el extracto etanolico total de resinas.
Vri: Volumen tomado para evaporar el alcohol y efectuar el calculo

El resultado se report6 en porcentaje, como el valor promedio de los duplicados, tomando
en cuenta que los resultados individuales no varien en + 1%.

3.7.5 Impurezas mecanicas

El resto de la muestra (encerrada en papel) luego de la extraccion de ceras y resinas, fue
retirada del extractor y se seco en la estufa a 80°C. Luego se dejo enfriar y se peso en una
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balanza analitica. El pesado se repite para lograr constancia de peso (P;) y se calculd
mediante la siguiente ecuacion:

M*IOO [5]
m

Impurezas Mecénicas % =

P;: Peso del cartucho o papel con hilo (secos)
P: Peso del cartucho o papel vacio (seco)
m: Peso la muestra.

El resultado se inform6 en porcentaje, como el valor promedio de los duplicados, tomando
en cuenta que los resultados individuales no varien en £ 1%.

3.7.6 Indice de oxidacion

De acuerdo con la Legislacion Brasilera (2001), corresponde al tiempo de decoloracion,
medido en segundos (con un maximo permisible de 22 segundos), de una solucion de
permanganato de potasio 0.IN por accion de los compuestos oxidantes del propoleo. A
menor tiempo de reaccidon, mejor calidad del propoleo.

Para medir el tiempo se pesaron 0.2 g de muestra de propdleo en polvo. Luego se colocd en
un erlenmeyer de 125 ml y se afiadieron 5 ml de etanol 96 dejando en reposo durante una
hora.

Se agregaron 100 ml de agua destilada, se agito, filtr6 y se recogié el filtrado en un vaso de
precipitacion. Del filtrado se colocaron 2 ml en un tubo de ensayo, se adicioné 1 ml de
solucion HySOy al 20% y se agitd durante un minuto.

Por ultimo, se agregd una gota de solucion de permanganato de potasio (KMnQOy) 0.1 Ny
se tomo el tiempo desde que la gota se pone en contacto con la solucién acidulada de
propoleo hasta que desaparecio el color rosado de la solucion (se agitd constantemente).

El resultado se reportdé como el valor promedio del tiempo (en segundos) transcurrido en
cada muestra y su duplicado.

3.7.7 Compuestos fendlicos totales

Se determind con un método cuantitativo y colorimétrico por medio del espectrofotometro
Hewlett Packard 8452 A (Lee, K. Et al, citado por la norma IRAM-INTA 15935-1:2002.
2002)
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Partiendo de la sangria obtenida en el analisis de resinas, se obtuvieron 100 ml de mezcla
del extracto etanolico de propoleos (Vs). Luego se midieron cinco ml de sangria (Vi) y se
colocaron en un matraz aforado de 100 ml (V). Se complet6 con agua destilada y se agitd
vigorosamente para estabilizar la emulsion formada.

Se tomd 1 ml (V1) de la solucion anterior y se colocd en un matraz aforado de 25 ml (V(),
se agregaron 10 ml de agua destilada y 1 ml del reactivo de Folin Ciocalteu, se agitd
suavemente y permanecio en reposo durante 2 minutos.

Seguidamente se afiadieron 4 ml de la solucion de carbonato de sodio al 15% y se completo
al volumen con agua destilada, sin agitar. Se calentd en bafio maria a 50°C durante cinco
minutos y se enfrid en bafio de agua durante 15 minutos, hasta llegar a la temperatura
ambiente.

La absorbancia fue leida en el espectrofotometro a 765 nm, contra un blanco preparado en
las mismas condiciones, con los reactivos y utilizando 1 ml de agua destilada en lugar de
muestra.

Con el valor de absorbancia obtenido, se interpola en una curva de calibracion, construida
con acido galico como referencia y se cuantifica el contenido de fenoles totales.

El resultado fue expresado como 4cido galico en gramo de compuestos fenolicos por 100 g
de propdleo (g/100g). Se tomo6 promedio obtenido de la muestra y su duplicado tomando
en cuenta que los resultados individuales no varien en £ 1%.

3.7.8 Flavonoides totales

Se realiz6 de acuerdo con estudios de Woisky, R.; Salatino A., 1998 citado por
Bedascarrasbure (2002).

De igual forma se cuantifico sobre la base de la combinacion de 50 ml de cada uno de los
extractos alcohodlicos provenientes de la determinacion de resinas al procesar la muestra
simple, su duplicado y se colectaron 100 ml de sangria.

Se pipeted 0,1 ml de sangria mezcla (V¢) en un matraz de 25 ml (V,), se agregaron 0,5 ml
de solucion de tricloruro de aluminio al 5% y se enras6 con metanol.

El blanco se prepar6 de la misma manera, empleando 0,1 ml de alcohol etilico en lugar de
la muestra del extracto etanolico. Se dejo por 30 minutos en la oscuridad y se leyo la
absorbancia a 425 nm. El contenido de fenoles totales se calculé empleando la formula 6.

Abs " Ve (6]

Fl=
o*b 10000*Vt
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Donde:

F1: Contenido de flavonoides totales [gramos/100 gramos de extracto etanolico].
Abs: absorbancia de la muestra a 425 nm

Vi: Volumen tomado del extracto etanolico.

V.: Volumen del matraz.

d: Densidad de la tintura [g/ml], se asume que es = 1 por la dilucion que tiene.

El resultado se expres6 en gramos de flavonoides por 100 gramos de de extracto etandlico
(g/100g o %), como el valor promedio obtenido de la muestra y su duplicado tomando en
cuenta que los resultados individuales no varien en + 1%.

3.7.9 Espectrofotometria de absorcion UV

El espectro de absorcion de cada muestra se obtuvo a partir de la dilucién del extracto
etandlico (obtenido al extraer resinas totales) y AICl; como reactivo de arrastre. Esto se
pudo detectar con un espectrofotometro UV Hewlett Packard 8452A con detector de
arreglo de diodos (Markham, 1982).

Las diluciones se midieron en un rango de 240 a 420 nm y debieron presentar dos bandas
caracteristicas entre 270 y 315, siendo el espectrograma resultante de la sumatoria de
absorciones de los acidos, ésteres, alcoholes, flavonoides, chalconas, etc (a excepcion de
acidos fenolicos y flavonas).

Inicialmente el método fue fijado por los japoneses para identificar flavonoides. El
laboratorio del INTA-PROAPI también lo emplea pues determina la cantidad y calidad de
flavonoides de interés sin la necesidad de recurrir a métodos mas complejos y costosos
como la cromatografia liquida de alta resolucion.’

3.7.10 Cuantificacion de plomo

El plomo es un metal pesado que se incluye dentro de los pardmetros de calidad del
propoleo por tratarse de un producto que puede captarlo del medio ambiente o segun el
manejo de la colmena y método de cosecha.

Su valor maximo permitido es de 0.5 ppm y la metodologia se desarrolla sobre la base del
método general de ditizona de la AOAC Official Method 934.07 — Lead Food — citado por
Alvarez et al., (2002).

2 Maldonado, L. 2004. Espectroscopia de absorcion UV en propéleo. INTA-Famailla. Argentina (Comun.
Pers.)
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Este método empleo la ceniza de propoleo acidificada, que contenia determinada cantidad
de plomo. Se mezcl6 con una solucion reductora de citrato-cianuro amoniacal, y luego el
plomo se extrajo con ditizona en cloroformo para formar un complejo de ditizonato de
plomo color rojo. Por ultimo se midid el color en el espectrofotdémetro a 510 nm y el
resultado se reportd en ppm de plomo.

3.8 CORRELACION ENTRE EL CONTENIDO DE FENOLES TOTALES E
INDICE DE OXIDACION

A partir los datos obtenidos en la caracterizacion, se estim6 una correlacion simple, para
determinar el grado de asociacion de la relacion lineal entre el contenido de compuestos
fenolicos e indice de oxidacion en las doce muestras analizadas por duplicado.

3.9 EVALUACION DEL EFECTO ANTIOXIDANTE DEL PROPOLEO EN
ACEITE DE SOYA.

La actividad antioxidante del propoleo fue medida a nivel de laboratorio, empleando
extracto etandlico de propdleo al 15% en aceite de soya sin antioxidantes y/o procesos de
hidrogenacion, mediante la adicion de diferentes porcentajes de dicho extracto.

El propdleo evaluado correspondié a la muestra con mayor contenido de compuestos
fendlicos y flavonoides. Estadisticamente podia emplear dos muestras del Apiario Local o
una de Pantanal. Para este caso se emple6 la muestra nimero uno del Apiario Local ya que
hubo mayor disponibilidad de dicha muestra. Esta muestra contenia 9.1% de compuestos
fendlicos y 7.185% de flavonoides sobre la base del contenido de resinas totales.

Como ya se menciono anteriormente, el extracto etanolico de propdleo se adiciono al aceite
de soya (seleccionado por su disponibilidad y por ser inestable dado el alto grado de
insaturacion), para facilitar la observacion del efecto del extracto de propoleo. Se evalud la
rancidez del aceite con cuatro diferentes tratamientos, los cuales permanecieron bajo
condiciones de temperatura extremas (60°C) por cuatro semanas.

3.9.1 Preparacion de tratamientos

Se evaluaron cuatro porcentajes de extracto etanolico de propdleo (EEP) agregadas a cada
unidad experimental de 200 ml de aceite de soya. Se analizaron semanalmente (tiempo: 0,
1, 2, 3) el indice de peroxido y valor de acido tiobarbittrico (TBA).

200 ml de aceite y 0% de EEP
200 ml de aceite y 0.5% de EEP
200 ml de aceite y 1% de EEP
200 ml de aceite y 1.5% de EEP

e
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Las concentraciones de EEP se seleccionaron sobre la base de evaluaciones de extractos
similares en otros tipos de aceites mas estables, por lo tanto se aumentaron relativamente
para identificar el mejor tratamiento (Ozcan, 2000).

3.9.2 indice de peroxido

La primera variable a medir, permiti6 cuantificar el grado de rancidez del aceite de soya. Es
Un método quimico que se basa en medir la capacidad de los perdxidos, producto de la
oxidacion de grasas, de oxidar iones de yoduro valorados con solucion de tiosulfato de

sodio (AOAC method 923.03, 1990)

En cada andlisis se pesd la muestra (5 g), se adicionaron 30 ml de solucién acido
acético:cloroformo, luego 0.5 ml de solucion sobresaturada de Ioduro de Potasio (KI) y se
agitd durante un minuto.

Posteriormente se adicionaron 30 ml de agua destilada y se procedi6o a titular con la
solucion de tiosulfato de sodio. Al perder el color amarillo se coloca 1 ml de solucion de
almidon (al 1%) y se titula nuevamente hasta que el color morado desaparezca.

El célculo se realizo sobre la base de la cantidad de tiosulfato que se empled mediante la
siguiente formula:

IP= S*N*1000 (7)
M

Donde:

S= ml de tiosulfato utilizado para titular la muestra (menos el titulado del blanco).
N=normalidad de la solucion de tiosulfato de sodio.

M= peso de la muestra en gramos.

El resultado se reportd en meq. de peroxido/kg de aceite, como valor promedio de la
muestra y el duplicado.

3.9.3 Valor de TBA

Es un método que colabora con el indice de perdxido pues éste tiende a aumentar a medida
que la oxidacidon es mas avanzada (con la presencia del malonaldehido). Se basa en la
“reaccion de condensacion entre dos moléculas de TBA con una de malonaldehido en la
que se produce un compuesto cromogeno de color rojo” y se midié por medio del
espectrofotometro a 530 nm (Baduy, 1999).
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Se peso6 la muestra, se adicion6 1-butanol y se colocaron 5 ml de la solucién en un tubo de
ensayo. Luego se agregaron 5 ml de solucion de 4cido tiobarbitarico (TBA), se mezclo bien
y se coloco en bano Maria durante dos horas.

Una vez que las soluciones estuvieron a temperatura ambiente, se midi6 la absorbancia de
cada muestra a 530 nm en el Spectronic. Con el resultado se calculd el valor de TBA
mediante la siguiente formula:

TBA= 50*(A-B) (8)
M

Donde:

A= absorbancia de la muestra
B= absorbancia del blanco
M= peso de la muestra

El valor de TBA fue expresado en mg de malonaldehido/kg de aceite, como valor
promedio de la muestra y su duplicado.

3.10 ANALISIS ESTADISTICO

Se realizé un analisis de varianza (ANDEVA) y separacién de medias con el estadistico de
Tukey un nivel de significancia de 0.05 de las caracteristicas fisico-quimicas.

Por otro lado, se llevo a cabo la prueba de correlacion entre el contenido de fenoles totales
e indice de oxidacion del propoleo.

Para concluir el estudio estadistico descriptivo, se realizd un segundo andlisis de varianza
(ANDEVA) de las medidas repetidas en el tiempo, con separacion de medias Tukey
(0=0.05) para la segunda etapa del proyecto, es decir la evaluacion del efecto antioxidante
del propdleo en aceite de soya sin preservantes.



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 CARACTERIZACION FiSICO-QUIMICA

Se encontraron diferencias significativas entre las caracteristicas fisico-quimicas de los
propoleos, a pesar de estar no estar tan distanciados. Es probable que el comportamiento
propolizador de las abejas y principalmente el tipo de vegetacion circundante, fueron
determinantes para obtener estas variaciones significativas.

Cuadro 4. Caracterizacion fisico-quimica del propoleo de AL, MR y P.

AL MR P

Variable . 3 . . Referencia’® DMS’®
Media + ¢ Media + ¢ Media + ¢

Humedad (%) 4894065 759+320  8.10+1.08 <10 0.896
Ceras (%) 29.65+330 63.54+137 383642484 <30 3.797
Resinas (%) 42.59+5.12 13.42+9.6 35.14+18.7 >35 1.58
Cenizas (%) 1.66+0.12  212+052  224+034 <5 0.153
Indice de

1cc de 1484033  40.66+48.0 2698+436 <22seg. 3.5
Oxidacidn (seg.)
Impurezas 2324320 1434290  21.81£7.02 <25 3.13
Mecéanicas (%)
?,Z‘;Oles Totales 5 ) 4185 2594235  7.2944.62 >5 0
Flavonoides 513+1.81 174+173  5.11+3.37 > 0.33
Totales (%) T T T - )

El primer pardmetro medido fue humedad, que es un indicador del manejo y ambiente en
que se ha producido y cosechado el propoleo. Los valores de humedad estuvieron bajo el
10% de recomendado por la norma del instituto argentino de normalizacion (IRAM). Los
apiarios de P y MR mostraron contenidos de humedad significativamente mayores a las
muestras del AL (8.1 y 7.59 respectivamente), por lo tanto el AL presenta mejor calidad, ya

? Desviacion estandar.
*Norma IRAM-INTA para propdleo en bruto.
> Diferencia minima significativa.
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que tendria menos tendencia de promover el deterioro del propdleo por crecimiento de
hongos u otros microorganismos.

La diferencia en humedad se le atribuye al manejo, ya que del AL hay menos distancia con
respecto al lugar de almacenamiento (Planta de mieles y derivados), mientras que en MR y
P puede existir mayor manipulacion y tiempo hasta llegar a la Planta de mieles y derivados.
El clima y humedad relativa no son variables entre cada localidad, por lo tanto no debe
influenciar en la humedad de las diferentes muestras.

La cantidad de ceras producidas en cada colmena fue muy elevada (mas del 60% en un par
de casos) y estuvo fuera de los rangos establecidos en P y MR, sin embargo el AL tampoco
presentd cantidades muy inferiores a las recomendadas (<30%). Para este pardmetro se
encontraron diferencias significativas en las tres localidades, siendo el AL el de mejor
calidad, seguido por P y MR.

El alto contenido de cera se debe al comportamiento de las abejas de rellenar las mallas
para propoleo. Esto no es favorable para la calidad del propoleo, pero se presentd en
ciertas colmenas (seleccionadas al azar) de cada apiario.

Las resinas se constituyen como el principal elemento del propdleo, pero no estuvieron
dentro de los rangos Optimos, pues los niveles fueron inferiores y se encontraron
diferencias estadisticas entre las muestras de las 3 localidades. Los mayores contenidos de
resinas, fueron encontrados en el AL, seguido de P y MR.

El propoleo del AL guarda las mejores caracteristicas, pues al tener mayor contenido de
resinas, posee mayor contenido de compuestos fenolicos que son de gran interés en este
producto. Seguidamente estd P y por tltimo MR, que en general es mas irregular y por
ende, no posee caracteristicas tan deseadas.

La fraccion de impurezas mecanicas es una de las caracteristicas fisicas visibles y no
deseadas en el propoleo. Para el caso de las tres localidades de la E.A.P., todas estuvieron
dentro de los rangos establecidos por la norma de referencia y no presentaron diferencias
significativas entre las medias de cada apiario.

Un menor contenido de impurezas representa mejor calidad y en este pardmetro el
porcentaje de impurezas de MR fue significativamente menor a los valores mostrados en P
y el AL respectivamente. Entre P y Al no se encontraron diferencias significativas, lo cual
se puede deber a que las abejas tienden a depositar en las mallas mayor cantidad de resinas
y con esta fraccion incluyen restos de plantas, animales u otros residuos que se adhieren en
el proceso de sellado de las mallas para cosechar propoleo. Cabe resaltar que es posible
reducir la cantidad de materiales no deseados al momento de cosechar y retirar el propoleo
de la malla.

El contenido de cenizas también estuvo dentro del rango establecido por la norma IRAM
para los tres apiarios. En las muestras de MR y P las cantidades fueron iguales
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estadisticamente, mientras que en el AL la cantidad de cenizas fue menor y
significativamente diferente a las dos localidades mencionadas anteriormente.

Analizando los contenidos de fenoles totales, se reveld que las cantidades estan sobre la
cantidad establecida en la norma, exceptuando la media de MR, donde existe un deficiente
contenido de compuestos fenolicos.

Se encontraron diferencias estadisticas al comparar entre los tres apiarios, siendo el AL la
mejor localidad (mayor contenido de fenoles totales), seguida de P y por tltimo MR. En el
propoleo del AL se presentd un valor maximo de fenoles de 9.27% y una media de 7.62 %,
mientras que los valores que se mantuvieron por debajo de la referencia recomendada
fueron tres muestras provenientes de MR con 0.69%, 2.48%, 1.25% y una media de
2.59%.

Los promedios de cada apiario son resultado de una gran variabilidad existente en la
calidad de propdleo producido. Generalmente esto estd muy ligado a la cantidad de otros
componentes, principalmente de las resinas.

El contenido de flavonoides totales del AL y P estuvieron dentro del rango establecido por
la norma de propodleo en bruto y no hubieron diferencias significativas entre ambas
localidades (Cuadro 4). En el caso de MR, se mostr6 un promedio de contenido de
flavonoides muy inferior (1.74%), por tanto present6 diferencias significativas con respecto
a los dos apiarios antes mencionados. Igual que el contenido de compuestos fendlicos, en el
AL se cuantificaron los mayores contenidos de flavonoides, seguido de P y MR
respectivamente. Esto indicoé que el mayor valor biologico del propdleos se encuentra en
las muestras del AL, que a su vez poseen mayor contenido de resinas y consecuentemente
una mejor calidad debido a que posee mayor fuente de resinas que en P y MR. Sobre la
base de la composicion del propdleo de la E.A.P., se calculd que al consumir en la dieta
500 mg de propdleo en bruto por dia, se incorporarian entre 0.6 y 37.5 mg de flavonoides.

En el indice de oxidacion, los tres apiarios presentaron diferencias significativas dado que
ciertas muestras de MR y P, tardaron mas tiempo en reaccionar en comparacion con el AL,
donde tardaron apenas 1.48 segundos en promedio. Esto indica que los compuestos del
propdleo del AL poseen una actividad antioxidante potencial mayor que en P y MR
respectivamente. Estas diferencias entre los propodleos de cada apiario se dieron por a las
variaciones en el contenido de compuestos fenolicos y flavonoides de cada localidad. Por
lo demas, la media del indice del propoleo de P se vio afectada por una muestra con bajo
contenido de resinas, compuestos fenolicos y flavonoides.

Por ultimo, se analizé el espectrograma UV, pues el propdleo absorbe fuertemente la luz
UV el rango de 270 a 350 nm e indica una presencia importante de flavonoides que tienen
valor biolodgico.
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Cuadro 5. Absorbancia méxima del espectro de luz UV a 290 nm en AL, MRy P.

Espectros UV del propdleo
Muestra Absorbancia a 290 nm Promedio

0.69
0.46
AL 0.75 0.59

0.45

0.53
0.65
MR 0.66 0.63

0.67

0.79
0.86
P 0.4 0.52

0.86

Diferencia minima significativa = (.32

En la figuras 1, 2 y 3 se puede observar que el comportamiento de los espectros UV de las
muestras provenientes de AL, MR y P respectivamente posee perfiles que guardan un
comportamiento similar, donde hubo un méaximo de absorbancia de 0.86 a 290 nm. Se
encontraron dos muestras sin picos maximos en ese rango longitud de onda, dados los
bajos niveles de flavonoides que presentaban.

Los valores promedios no presentaron diferencias de absorcion a 290 nm (Cuadro 5), no
obstante, el propdleo del AL se mostré mas constante en el predominio de pinocembrina.
Los propoleos de MR y P presentaron sendas muestras que no mostraron el pico maximo a
290 nm, lo cual se relacion6 directamente con la reducida presencia de resinas en el

propoleo (en muestras con cantidad muy baja de resinas, no se detectd el pico maximo a
290 nm).

El pico maximo a los 290 nm en las muestras de propdleo se identificO como
pinocembrina®. Ademas se mostraron dos bandas amplias, insinuadas, (ver anexos 1-6) y
un segundo pico, a los 354 nm, particular en las muestras y generalmente no registrado en
otros espectros de propdleo.

Para identificar los flavonoides que se aprecian en los anexos 9-14 serian necesarias
técnicas analiticas y precisas como la cromatografia, para tipificar y deducir la calidad de
flavonoides de interés biologico (Bedascarrasbure, 2004).

4 Maldonado, L. 2004. Espectrometria de absorcion UV en propoleo. INTA-Famailla. Argentina (Comun.
Pers.).
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Figura.1 Espectrograma UV visible de muestra en el Apiario Local.
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Figura 2. Espectrograma UV visible de muestra en Monte Redondo.
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Figura 3. Espectrograma UV visible de muestra en Pantanal.
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4.1.1 Deteccion y cuantificacion de plomo

Los resultados de esta determinacion fueron bastante favorables, al encontrar solamente
dos muestras con plomo, pero bajo los niveles permitidos de 10 ppm, establecidos por la
norma de referencia (IRAM-INTA). Diez de las doce muestras mostraron niveles no
detectables de plomo.

Cuadro 6. Cuantificacion de plomo en el propdleo del AL, MR y P.

Localidad Plomo (ppm)

0.29
0.12
<0.1
<0.1
<0.1
<0.1
<0.1
<0.1
<0.1
<0.1
<0.1
<0.1

AL

MR

En el Cuadro 6 figuran las muestras donde se detectaron residuos de plomo y esto es
atribuido a una posible contaminacion por el tipo de mallas o contaminacion externa
(durante el manejo de las colmenas —restos de pintura u otros-) aunque realmente no esta
bien definida la causa de la presencia de plomo (Pb) en dos de las cuatro muestras, ya que
todas las colmenas se encontraban bajo las mismas condiciones en el AL.

4.2 CORRELACION ENTRE EL INDICE DE OXIDACION Y CONTENIDO DE
FENOLES TOTALES.

El indice de oxidacion es influenciado enormemente por el contenido de compuestos
fenodlicos. Entre el indice de oxidacion y el contenido de fenoles totales del propoleo de la
E.A.P, hubo un grado de asociacion inverso (coeficiente de correlacion r = -0.79 y pr =
0.001). Esto indica que a mayor concentracion de fenoles totales el tiempo de la reaccion es
mas rapido (poder antioxidante del propoleos, sobre la solucion de permanganato de
potasio).
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Con este grado de asociacion, el tiempo de oxidacion puede ser capaz de predecir el
contenido de compuestos fendlicos, lo cual es conveniente para estimar rapidamente estos
compuestos de alto interés en el propdleo. En el caso de la E.A.P., el nimero de muestras
para este andlisis de correlacion debe ser incrementado y asi lograr un resultado mas
confiable, dado que el propoleo es bastante variable en cuanto al contenido de fenoles
totales

Cuadro 7. Correlacion entre contenido de fenoles totales e indice de oxidacion.

Muestra Fenoles Totales (%) indice de Oxidacion
9.1 1.2
6.57 1.6
AL 9.27 1.225
5.55 1.9
5.94 1.75
0.69 107.5
MR 2.48 10.2
1.25 43.2
9.12 1.3
P 10.06 1.6
0.38 104
9.62 1
*Coeficiente de correlacion = -0.797
Prob. =0.001

Como sefiala Maidana (2000), probablemente ciertos propoleos tengan mayor
concentracion de compuestos fendlicos que decoloren con més rapidez el permanganato
de potasio; o bien contengan acidos no fenolicos insaturados (como el cinamico) junto
con acidos grasos insaturados de cadena abierta, procedentes del mismo metabolismo de
las abejas meliferas.

El 75% de las muestras poseen un indice de oxidacidbn menor a 22 segundos, lo cual
aparentemente indica una alta calidad y actividad antioxidante potencial. A pesar de contar
con un valor maximo de fenoles totales de 10.06%, curiosamente el menor tiempo no
corresponde al mayor contenido de fenoles totales. En el Cuadro 7 se observa que los
mejores resultados corresponden a las colmenas del AL, donde todas las muestras
decoloraron casi inmediatamente (menos de 22 segundos) el KMnOy, seguidas de P y MR
respectivamente.
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43 EVALUACION DEL EFECTO ANTIOXIDANTE DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE PROPOLEO SOBRE LA OXIDACION DEL ACEITE DE SOYA.

La evaluacion de la susceptibilidad al enranciamiento del aceite de soya sin propdleo y con
0.5, 1y 1.5% del EEP, se muestra en las figuras cuatro y cinco.

De acuerdo con el Codex Alimentarius, el indice de perdxido tiene un méaximo permisible
en aceite de soya es de 10 meq/kg. Durante el presente ensayo, el control super6 este limite
entre la semana uno y dos. Luego continu6 ascendiendo, hasta que llego al nivel maximo
en la semana cuatro (84.5 meq/Kg).

Los tratamientos no retrasaron el tiempo de oxidacion del aceite por encima del limite
permitido, pues la oxidacion se inici6 incluso antes de concluir la semana uno. No obstante,
mediante el uso de extractos de propdleo se lograron reducir los niveles de perdxidos en la
semana cuatro (73.8 meq/kg).

El efecto que tuvo el EEP en la muestra al disminuir la cantidad de per6xidos producidos
no es comparable al efecto de un antioxidante artificial, que retrasa la oxidacion por meses.
Si se refiere al propdleo como un antioxidante natural, no tuvo consecuencias positivas en
el aceite debido a las bajas cantidades de compuestos fendlicos. Del mismo modo, no se
conoce si el tipo de compuestos fendlicos que posee tiene actividad antioxidante.

%0 | HSD(S)=833 444

80 ———— —o—IP sn EEP

0 4 —=—0.5% EEP / 73.18
1% EEP /n/

60 7 1.5% EEP / -

50
/
40

Indice de peroxido (meq/kg)

30
50 | HSD(1)=2.73
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10 7%/
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Figura 4. Efecto de cuatro niveles de EEP sobre el indice de perdxido del aceite de
soya sin preservantes medido durante cuatro semanas.
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Semanalmente se presentaron diferencias entre cada tratamiento. En la ltima semana (4),
se alcanzaron los valores maximos de peroxidos y se presentaron diferencias entre el
control y 0.5% de EEP, y 1-1.5% de EEP, lo cual se aprecia en la Figura 4, a partir del
valor la diferencia minima significativa (DMS). Los tratamientosl y 1.5% de EEP
tratamiento presentaron los valores de IP mas bajos después de cuatro semanas de
almacenamiento.

Paralelamente, en el valor de TBA tampoco hubo un efecto de los compuestos fenolicos. El
control (0% EEP) present6 un comportamiento similar al de las muestras con EEP.
Unicamente en la semana 2 se mostrd un cambio en el valor de TBA, pues se llego al limite
permitido (TBA=0.2), y luego descendié drasticamente.

Los valores de TBA no tuvieron un comportamiento 1égico al disminuir desde la segunda
semana, sin embargo es probable que la presencia de compuestos fendlicos haya reducido
la cantidad de sustancias reactivas con TBA, especialmente en la semana dos, cuando se
alcanzaron los mayores valores (0.23 en 0% EEP y 0.12 en 1.5% EEP). Se menciona esto,
pues se han realizado estudios en plasma sanguineo donde polifenoles del vino, redujeron
“la cantidad de sustancias reactivas al acido tiobarbitirico” y bajo este sentido se podria
asumir que ocurrié el mismo comportamiento en el aceite de soya (Leighton, 2000).

En definitiva, los extractos preparados no mostraron un efecto antioxidante favorable en el
aceite de soya, al no alargar la vida util del producto. La reduccion en cantidad de
subproductos de la oxidacion no fue relevante. Eventualmente a partir de estos resultados
se puede concluir que el contenido de compuestos fendlicos del propoleo se debe enfocar
en otras propiedades atribuidas al propoleo (antimicrobianas, antiinflamatorias u otras)

0.23 —e— Control

HSD;=0.019 0.5% EEP

EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEERl

— — — 1% EEP
—————— 1.5% EEP

[} 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5
Tiempo (Semana)

Figura 5. Efecto de cuatro niveles de EEP sobre el valor de TBA del aceite de soya sin
preservantes medido durante cuatro semanas.



5. CONCLUSIONES

La cantidad de muestras resultd insuficiente para caracterizar con precision el propdleo de
la E.A.P.

Las caracteristicas fisico-quimicas del propoleo de los apiarios difirieron a pesar de
encontrarse a cortas distancias (1-2 km) por la variabilidad de la vegetacion circundante.

El tiempo del indice de oxidacion tuvo una relacion inversamente proporcional al
contenido de compuestos fenolicos, indicando confiabilidad para determinar la
concentracion de fenoles totales en propoleo a partir de este analisis (indice de oxidacion
del propoéleo).

La presencia de compuestos fenolicos del propoleo de la E.A.P. no tuvo un efecto
antioxidante de relevancia sobre el aceite de soya sin preservantes.



6. RECOMENDACIONES

Realizar una caracterizacion del propdleo con mayor nimero de muestras de la zona para
estandarizar y posteriormente realizar ensayos biologicos sobre la base de fundamentos
cientificos.

Tipificar la composicion de las resinas vegetales que rodean los apiarios para facilitar la
caracterizacion de los propdleos de la zona.

Practicar el indice de oxidacion, para estimar un aproximado del contenido de compuestos
fendlicos.

Medir el efecto antioxidante del propdleo mediante métodos como el ORAC (“Oxygen
Radical Absorbance Capacity”), para determinar cuantitativamente la capacidad de ejercer
su actividad antioxidante o en su defecto, evaluar otras propiedades que son atribuidas al
propoleo.
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Anexo 1. Analisis de varianza y separacion de medias del contenido de humedad.

The GLM Procedure
Dependent Variable: Hum
Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 11 121.4544333  11.0413121 24.46 <.0001
Error 12 5.4169000 0.4514083

Corrected Total 23 126.8713333

R-Square Coeff Var Root MSE = Hum Mean
0.957304 9.791634  0.671869  6.861667

The GLM Procedure
Tukey's Studentized Range (HSD) Test for Hum

Minimum Significant Difference 0.8962
Means with the same letter are not significantly different.

Tukey Grouping Mean N Apiario
8.1013 8 Pantanal

7.5950 8 MRedondo
4.8888 8 Local

@ > > >
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Anexo 2. Analisis de varianza y separacion de medias del contenido de resinas
totales.

The GLM Procedure
Dependent Variable: Res
Sum of
Source DF Squares Mean Square I Value Pr>TF
Model 11 6472.149246  588.377204 541.36 <.0001
Error 12 13.042150 1.086846

Corrected Total 23 6485.191396

R -Square  Coeff Var  Root MSE ~ Res Mean
0.997989  3.528630  1.042519  29.54458

The GLM Procedure
Tukey's Studentized Range (HSD) Test for Res

Minimum Significant Difference 1.3906
Means with the same letter are not significantly different.

Tukey Grouping Mean N Apiario
A 40.0675 8 Local
B 35.1450 8 Pantanal

C 13.4213 & MRedondo
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Anexo 3. Analisis de varianza y separacion de medias del contenido de cera.

The GLM Procedure
Dependent Variable: Cera
Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 11 10912.57798  992.05254 160.93 <.0001
Error 12 73.97240 6.16437

Corrected Total 23 10986.55038

R-Square Coeff Var Root MSE  Cera Mean
0.993267 5.662170  2.482814  43.84917

The GLM Procedure
Tukey's Studentized Range (HSD) Test for Cera

Minimum Significant Difference 3.3118
Means with the same letter are not significantly different.

Tukey Grouping Mean N Apiario

A 63.536 8 MRedondo
B 38.355 & Pantanal
C 29.656 8 Local
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Anexo 4. Analisis de varianza y separacion de medias del contenido de impurezas
mecanicas.

The GLM Procedure
Dependent Variable: Impmec
Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 11 773.8437333  70.3494303  23.74 <.0001
Error 12 35.5620000  2.9635000

Corrected Total 23 809.4057333

R-Square  Coeff Var  Root MSE Impmec Mean
0.956064  8.695085  1.721482 19.79833

The GLM Procedure
Tukey's Studentized Range (HSD) Test for Impurezas mecénicas

Minimum Significant Difference 2.2962
Means with the same letter are not significantly different.

Tukey Grouping Mean N Apiario

A 232375 8 Local

A

A 21.8138 8 Pantanal

B 14.3438 8 MRedondo
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Anexo 5. Analisis de varianza y separacion de medias del contenido de ceniza.

The GLM Procedure

Dependent Variable: Cz

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 11 3.96184583  0.36016780 27.80 <.0001
Error 12 0.15545000 0.01295417

Corrected Total 23 4.11729583

R-Square Coeff Var Root MSE  Cz Mean
0.962245  5.682532  0.113816 2.002917

The GLM Procedure
Tukey's Studentized Range (HSD) Test for Cz

Minimum Significant Difference 0.1518
Means with the same letter are not significantly different.

Tukey Grouping Mean N Apiario
2.24375 8 Pantanal

2.10750 8 MRedondo
1.65750 & Local

w > > >
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Anexo 6. Analisis de varianza y separacion de medias del indice de oxidacion.

The GLM Procedure
Dependent Variable: Indox
Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 11 35980.16865  3270.92442 460.66 <.0001
Error 12 85.20625 7.10052

Corrected Total 23 36065.37490

R-Square Coeff Var Root MSE Indox Mean
0.997637 11.56566  2.664680  23.03958

The GLM Procedure
Tukey's Studentized Range (HSD) Test for Indox

Minimum Significant Difference 3.5544
Means with the same letter are not significantly different.

Tukey Grouping Mean N apiario

A 40.663 & MRedondo
B 26.975 8 Pantanal
C 1.481 8 Local
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Anexo 7. Analisis de varianza y separacion de medias del contenido de fenoles
totales.

The GLM Procedure
Dependent Variable: Fen
Sum of
Source DF Squares Mean Square F Va lue Pr>F
Model 11 309.13258  28.1029621 Infty <.0001
Error 12 0.0000000  0.0000000

Corrected Total 23 309.13258

R-Square Coeff Var Root MSE  Fen Mean
1.000000 0 0 5.835833

The GLM Procedure
Tukey's Studentized Range (HSD) Test for Fen

Minimum Significant Difference 0
Means with the same letter are not significantly different.

Tukey Grouping Mean N Apiario
A 7.623 8 Local
B 7.295 8 Pantanal

C 2.590 8 MRedondo
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Anexo 8. Andlisis de varianza y separacion de medias del contenido de flavonoides
totales.

The GLM Procedure
Dependent Variable: Flav
Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 11 166.6349333  15.1486303 245.45 <.0001
Error 12 0.7406000 0.0617167

Corrected Total 23 167.3755333

R-Square Coeff Var Root MSE  Flav Mean
0.995575  6.221078  0.248428  3.993333

The GLM Procedure
Tukey's Studentized Range (HSD) Test for Flav

Minimum Significant Difference 0.3314
Means with the same letter are not significantly different.

Tukey Grouping Mean N Apiario
5.1300 8 Local

5.1100 & Pantanal
1.7400 & MRedondo

w > > >
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Anexo 9. Espectros de absorcion UV visible del propoleo en el Apiario Local (a).
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Anexo 10. Espectros de absorcion UV visible del propoleo en el Apiario Local (b).

Analisis Espectral - Muestra N° 503
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Anexo 11. Espectros de absorcion UV visible del propoleo en el Apiario de Monte
Redondo (a).
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Anexo 12. Espectros de absorcion UV visible del propoleo en el Apiario de Monte
Redondo (b).

Andlisis Espectral - Muestra N° 507
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Anexo 13. Espectros de absorcion UV visible del propodleo en el Apiario de
Pantanal (a).
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Anexo 14. Espectros de absorcion UV visible del propodleo en el Apiario de
Pantanal (b).

Analisis Espectral - Muestra N 511°
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