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RESUMEN
El propoéleos es el producto originado de sustancias resinosas, gomosas Yy
balsamicas, colectadas por abejas meliferas, de brotes y exudaciones de corteza,
hojas y otras partes de las plantas. El objetivo principal de este trabajo fue evaluar
las caracteristicas fisicoquimicas y perfil cromatografico por TLC de propdleos
procedentes de cinco localidades de El Salvador. Las muestras se recolectaron
en seis apiarios, ubicados en los departamentos de Sonsonate, La Libertad y
Morazéan, durante los meses de marzo a mayo de 2019 por dos métodos: raspado
y malla plastica. Se determinaron propiedades organolépticas (aspecto,
consistencia, olor, color y sabor) y fisicoquimico (humedad, cenizas, resinas,
ceras y contenido de plomo y cadmio). La caracterizacion fisicoquimica del
propéleos se realiz6 de acuerdo con las especificaciones de la Norma (NSO
65.19.02:03); a excepto con el contenido de cadmio que fue comparado con
estudios previos de metales pesados en propoleos de Turquia. sy En la
evaluacion del perfil cromatografico por TLC, se identifico indirectamente grupos
de metabolitos secundarios: flavonoides, chalconas, diterpenos y triterpenos
utilizando para tal fin marcadores de referencia: quercetina, kukulkanin-A, &cido
isocuprésico y B—amirina. Los resultados de las propiedades organolépticas
revelaron diferencias en los perfiles sensoriales de las seis muestras. Las
propiedades fisicoquimicas: humedad, ceniza, plomo y cadmio cumplieron la
norma, mientras que en el parametro de resina las muestras evaluadas (3 y 5)
cumplieron y el contenido de cera ninguna cumplié. Los resultados del pefrfil
cromatografico revelan que los propoéleos estudiados se identificaron flavonoides,
chalconas, diterpenos y triterpenos. Por lo tanto los resultados obtenidos en los
parametros establecidos por la norma, no cumplieron pero son de gran valor, ya
gue se puede relacionar la composicion quimica con su actividad biolégica. Se
aconseja incentivar a los apicultores por medio de capacitaciones y apoyo para
promover las buenas practicas de apicultura y asi mejorar la calidad en la

produccion de los mismos.
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1.0 INTRODUCCION

La apicultura es una actividad agropecuaria orientada a la crianza de abejas, que
representa una gran fuente de riqgueza por los multiples beneficios que se pueden
obtener a través de la explotacion artesanal o industrial. La colmena proporciona
como productos principales la miel, polen, cera, jalea real, apitoxina, pan de
abejas y propdleos. La demanda de todos estos productos ha estado creciendo
en el mercado mundial, EI Salvador produce, mas de 1,881 toneladas de

productos apicolas, exportando principalmente a Europa, Australia y Asia.

El propdleos de Apis mellifera se define como el producto originado de sustancias
resinosas, gomosas Yy balsamicas, colectadas por abejas meliferas, de brotes y
exudaciones de corteza, hojas y otras partes de las plantas, a las cuales las
abejas agregan secreciones salivales y cera, para la elaboracion final del

propéleos.

El estudio de MONICA realizado en 1989 por la OMS, ha contribuido al interés
por los flavonoides al comprobar que las tasas de mortalidad por enfermedades
cardiovasculares en Francia eran mucho menores que en otros paises
industrializados como EE.UU. Algunos flavonoides de tipo ésteres de acidos
fendlicos, flavonoles, flavanonas, flavonas, catequinas, antocianinas e
isoflavonoides se les atribuye propiedades antitumorales. Estos compuestos
tienen importantes propiedades antioxidantes, estos minimizan la peroxidacion
lipidica y el efecto de los radicales libres, contribuyendo de esta manera a reducir
el riesgo de enfermedades cardiovasculares. Los flavonoides mas comunes en
las plantas y en los propéleos en general son: apigenina, quercetina, kaempferol,

pinocembrina, galangina, crisina y hesperidina.
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En la industria cosmética a nivel mundial son incontables las aplicaciones que
pueden tener los productos a base de propdleos, dentro de las que podemos
mencionar: como filtro solar, regeneradores de dafio celular, reguladores de
secreciones sebaceas, antiséptico, cicatrizantes entre otras. En la industria
alimenticia como preservantes de origen natural y en la industria farmacéutica
para la produccion de productos naturales, como principio activo en jarabes,

cremas y soluciones orales.

En el presente trabajo se muestra el interés de “identificar compuestos bioactivos
y sus propiedades fisicoquimicas de seis matrices de propéleos salvadorefios”,
con el fin de conocer cualitativamente su respectiva composicion quimica,
identificando componentes bioactivos de tipo: flavonoides, chalcona, diterpenos
y triterpenos. Las seis matrices de propdleos fueron recolectadas en cinco
localidades que pertenecen a los departamentos de Sonsonate, La Libertad y
Morazéan, haciendo uso de los métodos de raspado y malla plastica, en la época

de verano e inicio de invierno, durante los meses de marzo a mayo de 2019.

La investigaciébn de laboratorio, comprendié el andlisis organoléptico vy
fisicoquimico de las muestras de propoleos, donde se identificaron las
caracteristicas sensoriales como: aspecto, consistencia, olor, color, sabor y en el
analisis fisicoquimico se determiné el porcentaje de humedad, cenizas, ceras y
resinas. Ademas, se cuantifico el contenido de metales pesados (plomo y
cadmio) por el método de Espectrofotometria de Absorcion Atémica a las seis
matrices de propdleos crudo. Los resultados obtenidos en cada determinacién
fueron comparados con las especificaciones de la Norma Salvadoreiia (NSO
65.19.02:03). Los resultados de cadmio fueron comparados con estudios previos
de bio-monitoreo de metales pesados en matrices de propéleos, encontrados en
Turquia. Dado que la Norma Salvadorefia para propéleos no contempla limites

para cadmio ().
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La segunda etapa del estudio comprendio el perfil cromatografico por TLC, donde
se identific6 indirectamente grupos de metabolitos secundarios como:
flavonoides, chalconas, diterpenos vy triterpenos que son caracteristicos de los
propéleos. Lo cual se utiliz6 marcadores de referencia a los compuestos
quercetina (flavonol), kukulkanin-A (chalcona), acido isocuprésico (diterpeno) y

B—amirina (triterpeno).

Los resultados organolépticos, fisicoquimicos e identificacion de metabolitos
secundarios de la presente investigacion, servirdn como indicadores de calidad
para corregir procesos de produccion e intentar aumentar el valor agregado de
los propdleos, como materia prima para la elaboracion de diversos productos a
base de propdleos. Ademas, los parametros fisicoquimicos determinados,
serviran como informacion complementaria de estudios previos de propdleos

Salvadorefios.
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2.0 OBJETIVOS

2.1. Objetivo general:

Evaluar las caracteristicas fisicoquimicas y perfil cromatografico por TLC de

propdleos procedentes de cinco localidades de El Salvador.

2.2. Objetivo especificos:

221

2.2.2

2.2.3

224

Determinar indicadores de calidad de seis matrices de propdleos,
mediante pruebas organolépticas (aspecto, consistencia, olor, color,
sabor) y fisicoquimicas como: humedad, cenizas, resinas y ceras
establecidas en la Norma Salvadorefia (NSO 65.19.02:03).

Cuantificar plomo y cadmio por método de absorcién atbmica, en seis
matrices de propéleos procedentes de cinco localidades de
El Salvador.

Identificar chalconas, flavonoides, diterpenos y triterpenos de seis
muestras de propoleos mediante cromatografia en capa fina (TLC),

haciendo uso de marcadores de referencias.

Establecer si existe diferencia estadistica en las muestras de

propéleos entre el contenido de resinas y el lugar de recoleccion.
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3.0MARCO TEORICO

3.1 La apicultura

La apicultura es una actividad agropecuaria orientada a la crianza de abejas del
género Apis, que representa una gran fuente de riqueza por los mdultiples
beneficios que se pueden obtener a través de la explotacion artesanal o industrial.
Ademas de proporciona miel como producto principal, la Apis mellifera también

produce polen, cera, jalea real, propdleos y apitoxina. o

3.2 Organizacion de las abejas (

Un enjambre puede contener un numero variado de individuos desde cinco hasta
treinta mil, pero estrictamente hablando. Todos y cada uno de los miembros de
una colonia de abejas dependen de los otros y no pueden existir por separado. En
una colmena existen tres clases de individuos: abeja reina, obreras y zanganos, a

continuacion, se describen cada uno de ellos:

3.2.1 La Reina

Es de vital importancia para el mantenimiento de un enjambre, ya que por muy
grande que sea este, resulta indtil a menos que tenga una reina fértil. Es la Gnica
hembra fecundada por lo que se convierte en el centro y vida de la familia. Si se
muere, la colonia tendra que crear otra o de lo contrario desaparecera. No toma
parte del gobierno de la colonia y su funcién principal es poner huevecillos que

aseguren la continuidad y supervivencia de la sociedad. (o
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3.2.2 Obreras

Las obreras son hembras que constituyen la mayor cantidad de poblacion y
cumplen diversas funciones en la colmena. Son el elemento productor y directivo
de la colmena. Se llaman asi porgue son las que realizan el trabajo: producen miel
y cera, fabrican panales, colectan polen, limpian la colmena y mantienen el orden.

Son infecundas y también son las mas pequefias del enjambre. o

3.2.3 Clases de Obreras ¢

Cada una de las obreras durante todo el ciclo de su vida desempenfia diferentes
actividades para el funcionamiento de la colonia, las que van cambiando segun su
edad.

- Nodrizas: Alimentan los hijos o larvas de la colmena, al principio con una
sustancia glandular lechosa conocida como jalea real y mas tarde con una
mezcla de miel y polen que se llama papilla.

- Limpiadoras: Limpian la colmena, sacan las larvas y abejas muertas,
eliminan de la colmena cualquier objeto raro que en ella encuentren.

- Ventiladoras: Ventilan la colmena para mantener estable la humedad, la
temperatura interna de la colmena. Las crias para desarrollarse necesitan
entre 34 y 36 °C y humedad de 65 a 75 %.

- Constructoras: Fabrican panales, la construccion de panales tiene dos
etapas: Operculado a cargo de las obreras constructoras jovenes y la
construccion de panales a cargo de obreras mas viejas. La cera de
construccion de panales es producida por el cuerpo de las abejas.

- Guardianas: Protegen la colmena. Es una etapa previa al pecoreo, su
funcidn es evitar la entrada de abejas de otras colmenas, insectos y otros

animales ajenos a la colmena.
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- Pecoreadoras: El pecoreo consiste en salir de la colmena a colectar polen,
néctar, agua y propoleos. El polen y los propdéleos lo acarrean en una
cestilla ubicada en las patas traseras y el néctar en su estdbmago.

- Exploradoras: Buscan fuentes de alimento y nuevas casas, son las obreras
mas viejas de la colmena. Cuando encuentran alimento, agua o nueva
morada, regresan a la colmena y avisan a sus semejantes por medio de

danzas.

3.2.4 Zdnganos o Machos

Carecen de aguijon, su Unica funcion es aparearse con las nuevas reinas y ayudar
a calentar las crias cuando estan dentro de la colonia. Los zanganos nacen de
huevos sin fecundar, son de mayores dimensiones que la obreras, abdomen mas

cuadrado, ojos grandes y contiguos (ver anexo N° 1). o

3.3 Laflora apicola

La flora apicola se conoce como el conjunto de especies vegetales que producen
0 segregan sustancias o elementos que las abejas recolectan para su provecho.
Generalmente estas son néctar, polen, propdleos y de ellas depende el
rendimiento, calidad y diferenciacion que pueden tener los productos de la

colmena. @s

3.4 Propoleos

Es el producto originado de sustancias resinosas, gomosas Yy balsamicas,
colectadas por abejas meliferas, de brotes y exudaciones de corteza, hojas y otras
partes de las plantas, a las cuales las abejas agregan secreciones salivales y cera

para la elaboracion final del propdleos. a2
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3.5Recoleccion y procesamiento del propoleos por las abejas (Apis

mellifera.)

La recoleccion responde a un patron especifico de forrajeo, las pecoreadoras
extraen el propoéleos de las yemas valiéndose de sus mandibulas y con ayuda del
primer par de patas, la secrecion de las glandulas mandibulares (4cido 10-
hidroxidecendico) permite el ablandamiento para triturarlo y transportarlo a las
cestillas. Al ingresar a la colmena, se dirigen inmediatamente al lugar donde éste
es requerido y permanecen quietas, permitiendo a las abejas propolizadoras,
tomar algunas particulas de la sustancia, comprimirlas y agregarles cera para

proceder al propolizado. @7

3.6 Funcién del propdleos dentro de la colmena

El propdleos cumple diversas funciones dentro de la colmena. Una de ellas, es de
tipo estructural, es decir, cubrir grietas y orificios, reparar las paredes, recubrir la
entrada de la piquera y fijar los cuadros. También es usado como una sustancia
embalsamante para cubrir los pequefios animales invasores, que las abejas han
eliminado y no pueden transportarlos fuera de la misma. Esta sustancia recubre

la colmena protegiéndola de bacterias y hongos. @s)

3.7 Composicion quimica del propdleos

La composicion quimica del propdleos varia debido a diferentes factores como:
fuente de exudados, condiciones medioambientales, clima, vegetacion
circundante y tiempo de recoleccion. De manera general se puede indicar que el
propéleos esta compuesto macroscopicamente de resinas y balsamos, ceras,
aceites esenciales, polen, compuestos organicos, minerales y otros como polen,

mucilagos, gomas y latex (ver tabla N° 1). (9
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Tabla N° 1. Composicion quimica del prop6leos us

Componente (%) Contenido
Resinas y balsamo 50-60 Flavonoides, acidos fendlicos y ésteres
Ceras 30-40 Acidos grasos de cadena larga
Aceites esenciales 7-10 Aceites volatiles
Polen 5.0 Proteinas
Compuestos organicos | 4.0 Polifenoles, cetonas, lactonas, quinonas,
esteroides, acido benzoico y azucares.
Minerales 1.0 14 trazas de minerales, Fe y Zn (mas
comunes),

En cuanto al contenido en materia organica, el propoleos contiene polifenoles,
ésteres, flavonoides en todas sus formas (flavonoles, flavonas, flavononas y

chalconas), &cidos fendlicos, feralico, cinAmico y cumarinas.

El flavonoide crisina proporciona el color amarillo caracteristico al propdleos vy

ceras.

Adicionalmente se encuentran terpenos, sesquiterpenos, B-esteroides, aldehidos

aromaticos y vitamina B3 (ver tabla N° 2).
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Tabla N° 2. Grupos de metabolitos secundarios 4

Acidos organicos

Acido benzoico, acido galico.

Acidos fenélicos

Acido caféico, acido ferulico, acido cinamico, Aacido

fenilico, acido isofenilico, acido cumarinico.

Aldehidos aromaticos

Vainillina, Isovainillina.

Cumarinas Esculetol, escopoletol.

Flavonas Acacetina, crisina, pectolinarigenina, tectocrisina,
apigenina.

Flavonoles Galangina, izalquinina, kaempferol, quercetina,
ramnocitrina.

Flavanonas Pinocembrina, sakuranetina, naringenina.

Dihidroflavononas Pinobanksina.

Terpenoides Limoneno, cimeno y estireno.

Diterpenos Totarol, &cido isocuprésico, &cido imbricatdlico,
manool.

Triterpenos a- amirina, B— amirina, Lupeol, Lupenona.

3.7.1 Las resinas del propdleos

Las resinas son altamente solubles en etanol, metanol, cloroformo vy
practicamente insoluble en agua, dependiendo del origen botéanico del propdleos.
Dentro de esta fraccion se encuentran compuestos de tipo fendlicos, con intensa
actividad bioldgica. Esta fraccion estd muy relacionada con las plantas que lo

originaron.

Se puede encontrar también otros compuestos con actividad biolégica como los

aceites esenciales (compuestos volatiles), que se pueden degradar,

principalmente por oxidacion ya sea por accion del tiempo o temperaturas altas. «
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3.7.2 Las ceras del propdleos

La fraccién denominada “cera” (cera de abeja) es insoluble en agua y alcohol en
frio, pero muy soluble en n-hexano o éter de petréleo y normalmente es

considerada como inerte.

3.8 Compuestos fendlicos

La amplitud de compuestos fendlicos en la naturaleza, da como resultado
prop6leos con caracteristicas fisicoquimicas y propiedades variables. Son
elementos de interés bioldgico que se valoran en el propéleos, donde la mayoria

de las propiedades son atribuidas a los flavonoides y acidos fendlicos. ws)

3.8.1 Flavonoides us

Los flavonoides son pigmentos y compuestos aromaticos presentes en la
constitucién 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”.

La coloracién del propdleos depende en gran parte de la cantidad de flavonoides
del mismo, aunque la cera influye y disminuye la calidad de este producto. Sin
embargo, los flavonoides son componentes clave del propéleos, dado que se
responsabilizan de su actividad biologica, siendo los mas 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,

catequinas y antocianinas.
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En la naturaleza, los flavonoides se pueden encontrar glicosilados o como
agliconas, es decir que pueden estar ligados a una molécula de carbohidratos o
no, respectivamente. El propéleos no es la excepcidon y se pueden presentar de

ambas maneras, lo cual influye en su funcionamiento.

3.8.2 Estructura del flavonoide

Los flavonoides poseen como unidad basica un esqueleto de quince atomos de
carbono. Son estructuras del tipo C6-C3-C6 con dos anillos aromaticos (A y B)
unidos entre si por una cadena de tres carbonos ciclada a través de un oxigeno
(anillo C).

Todos los flavonoides poseen un grupo carbonilo en la posicion 4 y las variaciones
se producen en las posiciones 1, 2 y 3 de la unidad C3 y en el anillo B, son
estructuras hidroxiladas (OH) en el anillo aromatico y por lo tanto son estructuras

polifendlicas (ver figura N° 1). ¢

Figura N° 1. Estructura basica de los flavonoides g

3.8.3 Clasificacion de los flavonoides

Los flavonoides se pueden clasificar dependiendo de la estructura de su esqueleto
base (ver tabla N° 3).
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Tabla N° 3. Clasificacion de los flavonoides (7)

Flavanona Cuando la estructura base posee un grupo carbonilo
en la posicion cuatro. Son precursores de otros

0 O flavonoides mas complejos, pero se encuentran como

Q tales en altas concentraciones en los citricos y son las

© responsables en muchos casos de su sabor amargo.

Flavona Cuando se introduce un doble enlace entre las

posiciones dos y tres de la flavanona. Son amarillas y
pueden estar en algunas flores o frutos. Son
frecuentes en los tejidos jovenes, se encuentran tanto
en estado libre como en forma de heterdsidos. La
intensidad de su color amarillo aumenta con el nUmero

de grupos hidroxilos y el incremento del pH.

Se caracterizan por la presencia de un doble enlace

en C2 y de un grupo hidroxilo en C3 en el heterociclo.
Dentro de éste grupo encontramos la quercetina, y
tiene como funcion principal dar color a las flores,

frutas y la proteccion de los rayos UV.

Estan implicadas en la estimulacion de la polinizacion

gracias a que inducen el desarrollo de colores en el

espectro de lo visible y en el UV que atraen a insectos

(mariposas y abejas). La caracteristica principal de las

O chalconas es la ruptura del anillo “C”.

3.9 Diterpenos s

Diterpenos son compuestos organicos compuestos por cuatro unidades de
isopreno y son conocidos por sus caracteristicas bioldgicas y farmacologicas,

tales como antibacteriano, anticancerigeno, y anti-inflamatorio. En la composicién
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quimica de los propoleos se encuentran los diterpenos y han mostrado una amplia
gama de efectos bioldgicos, tales como antibacterianos, antioxidantes, anti-

inflamatorios, antifingicos y anticancerigenos.

Los diterpenos pertenecen a la clase de terpenos basados en tener el esqueleto
C20, compuesto de cuatro unidades de isopreno, se originaron a partir de
mevalonato o desoxi-celulosa fosfato (no mevalonato). Mas de 3,000 diterpenos
han sido explorados desde la naturaleza, pero solo un pequefio numero de ellos
han sido reconocidos como clinicamente eficaz. Uno de los ricos recursos de
diterpenos farmacol6gicamente activos en la naturaleza son los que provienen de
propéleos y los cuales podrian usarse directamente en el tratamiento de
enfermedades por sus efectos menos toxicos. Los diterpenos con propiedades
antibacterianas y antifUngicas son: totarol, totarolone, 13-epi-torulosol, acido
isocupreésico, acido imbricatélico, el que presentan actividad citotoxicas es el

manool entre otros.

3.10 Propiedades terapéuticas y actividad biolégica del propdleos

El propdleos es un producto de extraordinario interés para la medicina e industria
farmacéutica, al que se atribuyen efectos antiinflamatorios, antioxidantes,
inmunoestimulantes, antimicrobianos, antivirales, antifingicos, antiprotozoarios,
anestésicos. Los flavonoides quercetina, apigenina, galangina y los acidos
fendlicos caféico, isoferdlico, cinAmico y benzoico son los responsables de la

actividad bioldgica. )

3.10.1 Actividad antioxidante

Es una excelente fuente natural de antioxidantes, por su alto contenido en

flavonoides. Los flavonoides absorben radiacion electromagnética en la zona del
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ultravioleta-visible y de esta forma representan una proteccion natural para las
plantas contra la radiacion UV, al contener en su estructura quimica un numero
variable de grupos hidroxilo fendlicos, lo que les confiere una capacidad
antioxidante. Los antioxidantes impiden la oxidacion lipidica, reduciendo el riesgo
de enfermedades cardiovasculares, y ademas, neutralizan los radicales libres, que

son los responsables del envejecimiento celular.

3.10.2 Actividad antiinflamatoria

Algunos de los componentes fendlicos del propdéleos, como el acido caféico y el
éster del acido fenil-etil caféico, la quercetina y la naringenina, ejercen efectos
anti-inflamatorios. «7 El propdleos rojo de Consolacion del Sur, Cuba, a dosis de
50 mg/kg (via oral) mostré actividad antiinflamatoria en el modelo de granuloma
por algodén en ratas, asi como en la prueba de permeabilidad capilar en el

peritoneo de ratas en la dosis de 10 mg/kg.

3.10.3 Actividad antimicrobiana

Los principales responsables de esta propiedad son los flavonoides galangina y
pinocembrina y derivados de los acidos benzoico, ferulico y caféico. Los
componentes cinamicos y flavénicos del propdleos, que alteran las membranas e
inhiben la motilidad bacteriana, contribuyen a esta accién y al sinergismo
observado con algunos antibiéticos. En conjunto, el prop6leos muestra una buena
actividad antimicrobiana, dosis dependiente frente a Streptococcus pneumoniae,

Haemophilus influenzae y Moraxella catarrhalis. (s

3.10.4 Actividad antiviral (s
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El propdleos ejerce efectos inhibidores frente a los virus de la viruela vacuna, la
influenza, la enfermedad de Newcastle, el herpesvirus. Esta actividad se atribuye
al contenido en compuestos fendlicos, principalmente acido caféico, ésteres de
los &cidos caféico y feralico (3-metilbut-2-enil cafeato, 3-metilbutil ferulato) y

agliconas flavonicas (luteolina y quercetina), muy activas frente al virus del herpes.

3.10.5 Actividad antifungica

El propdleos tiene, en distintos grados, efectos fungicidas frente a numerosas
especies como Candida albicans, Aspergillus niger, Botrytis cinérea, Ascosphaera
apis y Plasmopara viticosarla. El prop6leos a una concentracion del 4% inhibe el
desarrollo de Alternaria alternata y Penicillium digitatum. (s

3.10.6 Actividad anestésica

Los extractos alcohdlicos de propdleos poseen una accion anestésica local,
atribuible a sus contenidos en pinocembrina y ésteres de cafeato, efectos
citostaticos que dependen de su composicion. )

3.11 Generalidades de produccién del propéleos

En primer lugar, hay que considerar que la cantidad de propdleos que produce
una colmena dependera de la raza de abeja, asi como de su ubicacidén. Se ha
observado que las colmenas situadas en bosques o al lado de rios donde hay
alamos contienen mas propéleos que las situadas en zonas llanas. La cantidad
media que se puede producir por colmena al afio oscila entre los 150 y los 300
gramos, mientras que el método de malla puede alcanzar hasta los 500 gramos,
mejorando la calidad sin incrementar demasiado los costos de produccion. Las

abejas propolizan durante todo el afio, pero a final de verano y otofio son las de
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mayor cantidad. El apicultor debera recolectar el propdleos pasado el invierno. Si

bien la calidad de propoleos depende del tipo de flora y ambiente; es decisivo en

este sentido el trabajo del apicultor. La calidad del producto resultante estara

directamente relacionada con los métodos de extraccion, almacenamiento y

conservacion. ez

3.12 Métodos de recoleccion

Existen dos métodos de recoleccion:

Método artesanal o método de raspado: La recoleccién se efectia
mediante una espatula, desprendiendo el propdleos de aquellas zonas
donde se encuentra adherido: &ngulos, marcos, piezas metalicas, piqueras.
Es recomendable utilizar una espatula de acero inoxidable sin mucho filo
para reducir el riesgo de arrastrar virutas de maderas. Cuidar de no raspar
donde haya pintura sobre madera, pues éste es uno de los mayores

responsables de la contaminacion de propdleos. 7

Método malla: El método de rejilla o malla, las cuales se colocan debajo de
la tapa. Consiste en una lamina de plastico con ranuras que las abejas se
apresuran a rellenar con propdleos, lo que permite su facil retirada y
recoleccion.

El propdleos obtenido mediante este procesamiento posee una calidad

superior que el colectado mediante el sistema de raspado.

3.13 Industria apicola en El Salvador

De acuerdo al anuario estadistico Agropecuario efectuado en El Salvador en el

afio 2017-2018, por el Ministerio Agricultura y Ganaderia (MAG) en el pais se
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produjo 1, 881,000 kilogramos de miel de abeja y el costo por botella de miel tenia
un valor de aproximadamente $ 5.00. @)

En los dltimos datos registrados por el IV censo agropecuario efectuado en El
Salvador por el Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG) en 2007-2008 habia
en el pais un total de 1,070 apicultores distribuidos en todo el pais y existia 68,902
colmenas distribuidas en 2,050 apiarios, los cuales los departamentos de mayor

produccion de miel son La Libertad, Sonsonate, Chalatenango y Santa Ana. (o

3.14 Productos en el mercado internacional elaborados con propéleos

En el comercio, se puede encontrar el propdleos puro bajo diferentes formas
galénicas: pasta, granulado, capsulas, tintura madre y extracto seco, también
combinado con otros productos naturales como la miel, la jalea real, diferentes
plantas medicinales y aceites esenciales. A partir del propdleos crudo se generan
varios productos: caramelos, shampoos, enjuague bucal, crema dental, cremas
para la piel y extracto de propoleos. Estos productos son usados como
cosmeéticos, golosinas 0 medicamentos, debido a las virtudes del mismo. No
obstante, es importante aclarar que para la generacion de estos productos debe
usarse alcohol etilico apto para consumo humano y es permitido incorporar el

propilenglicol en cosméticos. )

3.15 Produccion de propéleos en El Salvador

En El Salvador no hay registro que verifique la produccion de propoleos, por lo
gue no hay datos que estimen la produccion. Se estima que entre el 1 al 2% de
los apicultores nacionales, estan utilizando el propéleos para la venta en bruto o
preparado. Este porcentaje tan bajo, los técnicos y productores lo justifican por la

falta de mercado y por el precio tan bajo del propdéleos que fluctia entre US $10 a
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US $30 por libra, precios que se verificd en negocios de productos apicolas como
en procesadores de propoleos. También hay que destacar, que falta de
caracterizacion de los propoleos salvadorefios, hacen que los precios no sean
competitivos, frente a propoleos bien estudiados y caracterizados como por

ejemplo los propdleos brasilefios.

3.16. Generalidades de los sitios de recoleccion de las muestras

3.16.1 Municipio Chilanga

Chilanga es un municipio del departamento de Morazan en El Salvador. Limita al
norte con Gualococti, Osicala, Delicias de Concepcion y Yoloaiquin; al este
con Lolotiquillo y San Francisco Gotera; al sur con Sensembra, Yamabal; al oeste
con San Simén. Para su administracion Chilanga se encuentra dividido en
5 cantones y 47 caserios. Siendo sus cantones: Chaparral, Joya del Matazano,

Lajitas, Pedernal, Piedra Parada. (0

La Flora constituye bosque humedo tropical, bosque himedo subtropical. Las
especies arboreas méas notables son: “conacaste” (Enterolobium cyclocarpum)
“‘morro” (Crescentia alata Kunth), “cedro” (Cedrela salvadorensis Standl), “hance”
(Byrsonima crassifolia), “mango” (Mangifera indica), “marafién” (Anacardium
occidentale) y “mangollano” (Pithecellobium dulce), “Carreto”

(Pithecellobium saman Jacq.). (25)

3.16.2 Municipio Jocoaitique

Jocoaitique es un municipio del departamento de Morazan en El Salvador. Limita
al norte con Perquin y Arambala; al este con Arambala y Meanguera; al sur con El

Rosario y Meanguera y al oeste con El Rosario y Torola. Para su administracion
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Jocoaitique se encuentra dividido en 2 cantones y 15 caserios. Siendo sus
cantones: El Rodeo, Volcancillo. 22

La vegetacion esta constituida por bosque humedo tropical y bosque muy humedo
subtropical. Las especies arblOreas mas notables son: “cedro” (Cedrela
salvadorensis Standl), “copinol” (Hymenaea courbaril L.), “quebracho” (Lysiloma
acapulcense), “ceiba” (Ceiba pentandra), “laurel” (Cordia alliodora), “madrecacao’
(Gliricidia sepium), “chaparro” (Curatella americana), “conacaste” (Enterolobium

cyclocarpum) y “nance” (Byrsonima crassifolia). 1)

3.16.3. Municipio El Rosario

El rosario es un municipio del departamento de Morazan en El Salvador. Limita al
norte con Torola; al este con Jocoaitique y Meanguera; al sur
con Osicala, Gualococti y San Simon; al oeste con San Isidro y Torola. Para su
administracion El Rosario se encuentra dividido en 2 cantones y 12 caserios.

Siendo sus cantones: La Laguna, Ojos de Agua. @y

La flora constituye bosque conformado por arboles y enredaderas. Existen
algunas gramineas en las laderas rocosas, “ramadillo” (Senna reticulata), “flor de
mayo” (Plumeria rubra), “conacaste” (Enterolobium cyclocarpum), “izcanal”
(Acacia hendis Benth), “almendro de rio” (Andira inermis), “jiote” (Bursera
simaruba) y “amate” (Ficus sp). Se encuentra “cola de caballo” (Aster spinosus),
“zorra, cenicero o carreto” (Samanea saman), “‘pepeto de rio” (Inga vera),
“tecomasuche” (Chlorospermum vitifolium), “ramadillo” (Senna reticulata) y

enredaderas como “chupa miel” (Combretus farinosum H. B. K.) entre otros. ()

3.16.4 Municipio Huizucar



42

Huizucar: es un municipio del departamento de La Libertad en El Salvador. Limita
al norte con Nuevo Cuscatlan, Antiguo Cuscatlan y San Marcos, al sur con La
Libertad, al este con Panchimalco y Rosario de Mora y al oeste con San José
Villanueva. Para su administracion Huizicar se encuentra dividido en 6 cantones
y 32 caserios. Siendo sus cantones: Analquito, La Lima, Nazareth, Ojos de Agua,

San Juan Buenavista, Tilapa. @9

La poblacién de Huizlcar goza de un clima tropical debido a su cercania a las
costas del litoral salvadorefio y a su vez posee cantones a sus alrededores que
por situarse en cadenas montafiosas son bastante frescos como por ejemplo el
cantdon “Ojo de agua”. A nivel de flora cuenta con amplia vegetacion, que es de
tipo bosque humedo subtropical, encontrandose arboles como “pino ocote” (Pinus
oocarpa), “chaparro” (Curatella americana), “nance” (Byrsonima crassifolia),

‘roble” (Quercus corrugata), “pepeto” (Inga vera) y “café” (Coffea arabiga L). @

3.16.5 Municipio Juayua

Juayula es un municipio del departamento de Sonsonate en El Salvador. Limita al
norte con Atiquizaya y Chalchuapa, al sur con Nahuizalco y Salcoatitan. Para su
administracion Juayula se encuentra dividido en 10 cantones y 35 caserios. Siendo
sus cantones: Buenos Aires, La Fuente, La Unién, Los Apantes, Los Cafnales, Los
Naranjos, Ojo de Agua, San José la Majada, San Juan de Dios, Valle Nuevo. @3

El clima es fresco y agradable, pertenece a los tipos de tierra caliente, tierra
templada y tierra fria. La flora constituye bosque humedo tropical, bosque himedo
subtropical y bosque muy humedo montano bajo. Las especies arbéreas mas
notables, son: “cedro” (Cedrela salvadorensis Standl), “balsamo” (Myroxylon
pereirae), “copinol” (Hymenaea courbaril L.), “papaturro” (Coccoloba

caracassana), “‘conacaste” (Enterolobium cyclocarpum), “morro” (Crescentia
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alata), “Pepeto” (Inga vera), “madrecacao” (Gliricidia sepium), “chaparro”
(Curatella americana), “nance” (Byrsonima crassifolia), “roble” (Quercus

corrugata). s

3.17 Normativa nacional y regional

En Latinoamérica, Argentina, Brasil y Cuba tienen normativas nacionales para la
verificacion de la calidad de los propdleos; en cambio, a nivel mesoamericano,
sélo El Salvador y Honduras poseen éste tipo de normativas. La ausencia de
mecanismos de regulacién en la mayoria de paises probablemente se debe a que
este producto aun no ha alcanzado niveles de consumo y exportacion altos, por
lo tanto, la norma salvadorefia de propdleos crudo, que segln se menciona en
ella, es, “una adaptacién del Reglamento Técnico Brasilefio para la Calidad de
Propdleos”, constituye una normativa pionera en la region. Sin embargo, varios de
los parametros e indicadores de calidad son meramente cualitativos y por lo tanto
se deben realizar estudios fundamentales que generen criterios adecuados que

sean reflejo de la calidad del producto. ay

3.18 Parametros de calidad del propdéleos a»

Se ha planteado normas de calidad regional y nacional para garantizar las
propiedades del propéleos y su actividad biol6gica, es asi que citando se hace
referencia a la Norma salvadorefia (NSO 65.19.02:03, calidad de propdleos

crudo).

Los parametros fisicoquimicos mas importantes que se encuentran en la Norma

salvadorefa se muestran en la tabla N° 4.
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Tabla N° 4. Requisitos de calidad fisicoquimicos recomendados por la Norma

salvadorefia (NSO 65.19.02:03) @2

Requisitos de calidad Maximo
Humedad 8.0 %
Cenizas 5.0%

Cera 30.0 %
Impurezas 5.0 %

indice oxidacion
Solubilidad en etanol (Resinas) 30-35 %

22 segundos

Compuestos fendlicos Reaccion positiva

Flavonoides Reaccidn positiva
Plomo (Pb) 5.0 ppm
Cadmio (Cd) 0.60-1.80 ppm* @y

*  Matin, G., Kargar, N., y Buyukisik, HB (2016). Biomonitoreo de cadmio, plomo, arsénico y mercurio en los
distritos industriales de Esmirna, Turquia, mediante el uso de miel de abeja, propdleos y hojas de
pino. Ingenieria Ecoldgica, 90, 331-335. doi: 10.1016/ j.ecoleng.2016.01.035.

En la fraccion resinosa de los propdleos es donde se encuentran compuestos
biolégicamente activos, por lo tanto, un mayor porcentaje de esta fraccién puede
indicar mejor calidad por las posibles propiedades y usos potenciales en la

industria. 4

El propoleos crudo en definitiva debe estar “libre de contaminantes toxicos
(metales pesados); contener bajos niveles de cera, impurezas mecanicas Yy
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 propoleos

crudo. s

3.19 Conservacion del propdéleos )
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Para que las propiedades del propoleos no se pierdan o alteren, se debe de
mantener en recipientes herméticos de plastico y guardar dentro de cajas de
cartdn, madera o un recipiente apropiado que lo proteja por largo tiempo, se debe
de conservar a temperatura que oscilan entre -10 y 20 °C durante 48 horas, se
puede utilizar los refrigeradores de uso doméstico, una vez retirado del mismo, no
se debe dejar expuesto al aire ya que tiende a condensar la humedad del

ambiente.

El almacenamiento se realiza en locales limpios, fuera de plagas y roedores,
secos, ventilados, separados del piso y de las paredes. Nunca se debe almacenar
el propéleos en la intemperie, ni cerca de fuentes de contaminacién. Los propéleos
son en si bastantes estables, pero es conveniente que sean conservados en las

condiciones que favorezca la estabilidad de los compuestos activos.

3.20 Determinaciones fisicoquimicas

3.20.1 Determinaciéon de humedad

El parametro de humedad, que es un indicador del manejo y ambiente en que se
ha producido y cosechado del propéleos. Los valores de humedad deben estar
por debajo del 8.0 %, segun lo recomendado por la Norma salvadorefia (NSO
65.19.02:03). Un porcentaje alto de humedad es un indicativo del deterioro del

propoleos por crecimiento de hongos u otros microorganismos. ay

Fundamento: Se entiende por humedad a la pérdida de masa durante el proceso
de desecacion; es decir, el agua de las muestras se pierde por volatilizacion a
causa del calor. La cantidad de material residual después de eliminar la humedad,

constituye la materia seca. @
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3.20.2 Determinacién de cenizas

Las cenizas son un indicativo del contenido de sales minerales presentes en la
muestra. El porcentaje de ceniza debe estar por debajo del 5.0 %, segun lo
recomendado por la Norma salvadorefia. Un contenido alto de cenizas es

indicativo de presencia de impurezas mecanicas, tierra y minerales entre otros. @y

Fundamento: La determinacion del contenido de cenizas se basa en que una
muestra pesada inicialmente y sometida a un proceso de calcinacién a 500 °C,
pierde los materiales o componentes organicos, obteniéndose un residuo

inorganico al que se le denomina cenizas. @s

3.20.3 Determinacion de ceras

La presencia de ceras resta pureza al propoleos. Se consideran propéleos de
calidad aquellos en los cuales el porcentaje de ceras no supere el 30%, segun lo
recomendado por la Norma salvadorefia. Desde el punto de vista de calidad un
alto contenido de ceras no es favorable porque estas no presentan actividad

bioldgica.

Es posible que al presentar un alto contenido de ceras en las muestras sea un
reflejo de la mala manipulacién de la muestra durante la recoleccion o que la abeja
se ve forzada a mezclar mayor cantidad de ceras con las resinas colectadas, para

poder cubrir los orificios de las mallas empleadas. @o)

Fundamento: El contenido de cera se determina por extraccion con n-hexano
(intervalo de destilacion 60-80 °C) en un extractor Soxhlet por 4 horas. Se evapora

a sequedad a 50 °C hasta un peso constante. Se expresa en % (g/Q). s
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3.20.4 Determinaciéon de resinas

La fraccidn resina es un indicativo de calidad, ya que contienen los compuestos
biologicamente activos. El porcentaje de resina deben estar en el rango 30-35%,
segun lo recomendado por la Norma salvadorefia, cuanto mayor sea el valor de
esta fraccion mayor serd también la calidad del producto final, es aqui donde se

encuentran todos los compuestos polifendlicos. ay

Fundamento: La determinacion del contenido de resinas se basa en que una
muestra pesada inicialmente y sometido a un proceso de extraccion con etanol al
96° a 40°C, con agitacion por 45 minutos, se filtra para retener las ceras e
impurezas mecanicas. Se elimina el solvente del filtrado por evaporacién suave y
se determina el contenido de resinas por gravimetria, que se expresa en

porcentaje (9/g). s

3.21 Metales pesados

Entre los contaminantes quimicos, los metales pesados son seriamente toxicos y
la exposicion de los organismos vivos (humanos, animales y plantas) afecta
negativamente su salud. La contaminacion ambiental provoca la existencia de
metales pesados en la cadena alimentaria, se clasifican como el grupo principal
de los contaminantes inorganicos, estos tienen presencia a largo plazo y se
acumulan en el medio ambiente debido a su liberacién rapida y sostenida, tienen
capacidad para la movilizacién y la dispersion, no son biodegradables y de larga

vida media. @

Los metales pesados son un grupo de elementos quimicos que presentan una

densidad relativamente alta y cierta toxicidad para el ser humano; entre los mas
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importantes tenemos: arsénico (As), cadmio (Cd), cobalto (Co), cromo (Cr), cobre
(Cu), mercurio (Hg), niguel (Ni), plomo (Pb), estafio (Sn) y cinc (Zn). as)

El contenido de metales pesados en los alimentos tanto de origen vegetal como
animal, depende de muchos factores, entre los cuales se encuentran las condiciones
medioambientales, los métodos de produccidn, el procesamiento y el lugar de origen

del alimento, especialmente en relacion a la composicion del suelo. @

3.22 Generalidades del plomo (Pb)

El plomo es un elemento quimico de la tabla periddica cuyo simbolo es Pb y su
namero atdmico es 82. Es un metal pesado, de densidad relativa 11,4 a 16°C, de
color azuloso, que se empafa para adquirir un color gris mate. Es flexible,
inelastico y se funde con facilidad. Su fundicion se produce a 327,4°C y hierve a
1725°C. Las valencias quimicas normales son 2 y 4. Es relativamente resistente
al ataque de acido sulfarico y acido clorhidrico, aunque se disuelve con lentitud en
acido nitrico y ante la presencia de bases nitrogenadas. El plomo es anfétero, ya
que forma sales de plomo de los &cidos, asi como sales metélicas del acido
plumbico. Tiene la capacidad de formar muchas sales, 6xidos y compuestos
organometalicos. Industrialmente, sus compuestos mas importantes son los
oxidos de plomo y el tetraetilo de plomo. @s

Entre los metales pesados, el plomo es uno de los mas utilizado en las industrias.
Su uso diversificado se atribuye principalmente a su maleabilidad y resistencia a
la corrosion. A pesar de la introduccion de medidas de higiene industrial, el plomo
sigue siendo responsable de la alta incidencia de intoxicacion entre los
trabajadores. El mas alto nivel de exposicion se produce principalmente entre las
personas que trabajan en el moldeado de plomo. Los diversos procesos que
intervienen en el resultado de refinacion de plomo, en la generacién de vapores

de metal y la deposicion del polvo de 6xido de plomo en el ambiente. @
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Las principales rutas de la absorcion de plomo son el tracto gastrointestinal y el
sistema respiratorio. Pequefas cantidades de plomo también pueden ser
absorbidas de la ingesta o piel erosionada cuando se aplica en alta

concentraciones. g

3.22.1 Efectos toxicos del plomo en el ser humano

El plomo puede causar varios efectos no deseados, como son:
- Perturbacion de la biosintesis de hemoglobina y anemia.
- Incremento de la presion sanguinea.
- Dafio a los rifiones.
- Abortos.
- Perturbacioén del sistema nervioso.
- Dafio al cerebro.
- Disminucién de la fertilidad del hombre a través del dafio en el esperma.
- Disminucién de las habilidades de aprendizaje de los nifios.
- Perturbacion en el comportamiento de los nifios, como es agresion,

- Comportamiento impulsivo e hipersensibilidad.

El organismo acumula este metal durante toda la vida y lo libera lentamente, por
lo que incluso dosis pequefas pueden producir, con el transcurso del tiempo, una
intoxicacion por plomo, pues de la carga corporal total de plomo depende el riesgo
de efectos adversos. Los efectos bioldégicos del plomo son los mismos,
independientemente de que entre en el organismo por inhalacion o ingestion. El

plomo interfiere con la funcidn celular normal y con varios procesos fisiologicos.

3.22.2 El mecanismo toéxico del plomo esta dado por tres modalidades
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- Compite con metales esenciales, especialmente el calcio y el zinc, en sus
sitios de insercion.

- Afinidad por los grupos sulfidrilos (-SH) de las proteinas, lo que significa
alteracion de la forma 'y funcion de ellas.

- Alteracion del transporte de iones esenciales.

El envenenamiento por plomo puede ser tratado por terapia de quelacién que es
una técnica que consiste en la administracion intravenosa de EDTA (Acido Etileno
Diamino Tetracético) u otra sustancia como por ejemplo la penicilamina, mas
complejos polivitaminicos, poliminerales y anti-oxidantes en el organismo para el
tratamiento de las diversas enfermedades causadas por los depdsitos de calcio y

la acumulaciéon de metales pesados en las arterias. a7

3.23 Generalidades de cadmio (Cd)

El cadmio es un metal que forma parte del grupo 1B de la tabla perioédica, con un
peso atémico de 112.41 U; la forma i6nica del cadmio (Cd?*) esta usualmente
combinada con formas i6nicas del oxigeno 6xido de cadmio (CdO3z), cloruro
(cloruro de cadmio, CdCl2) o sulfuros (sulfato de cadmio CdSOa); se ha estimado
gue 300,000 toneladas de cadmio son liberadas al medio ambiente cada afio de

las cuales 4,000 a 13,000 toneladas son derivadas de las actividades humanas. g

3.23.1 Formas de exposiciéon por cadmio

En general, la poblacion esta expuesta al cadmio principalmente por dos vias: la
oral a través del agua e ingesta de comida contaminada con cadmio (hojas de
vegetales, granos, cereales, frutas, visceras animales y pescado); la segunda via
es a través de la inhalacién de particulas de cadmio durante las actividades

industriales en personas laboralmente expuestas, mientras que en la poblacion
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general, la inhalacion es principalmente debida al humo de cigarro que contiene
cadmio; la exposiciéon e inhalacién del humo de cigarro en fumadores activos y
pasivos es considerado altamente peligroso ya que el cadmio se absorbe

facilmente por los pulmones. )

3.23.2 Efectos en la salud humana

En humanos la absorcidn del cadmio se lleva a cabo a través de un proceso similar
al de la absorcién de metales esenciales como el hierro y zinc; esta absorcién es
potenciada cuando existen deficiencias de calcio y hierro en la dieta o dietas bajas
en proteinas, el cadmio es transportado por la sangre y distribuido inicialmente al

higado y al rifion.

El cadmio afecta diversos 6rganos y tejidos como: rifidn (produciendo insuficiencia
renal tubular, proteinuria e insuficiencia renal cronica), corazon (produciendo
arterosclerosis adrtica y coronaria, incremento en colesterol y acidos grasos),
huesos, testiculos, placenta, y sistema nervioso central y periférico. El pulmon es
un 6rgano muy susceptible a la exposicion a cadmio, la inhalacion cronica
subaguda, puede producir bronquitis con dafio progresivo alveolar, fibrosis

secundaria y enfisema.

El cadmio afecta al sistema nervioso central en nifios debido principalmente a que
el desarrollo de la barrera hematoencefélica todavia no alcanza su madurez, es
posible que el cadmio pase a través de ella con mas facilidad, produciendo
cambios neuropatoldgicos tales como: edema cerebral, picnosis, hemorragias, y
necrosis en corteza parietal, cerebelo, putamen y nucleo caudado, datos similares
fueron reportados en la autopsia de un nifio de 2 afios de edad que presento una

elevada concentracion de cadmio en el cerebro. El cadmio puede alterar el
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metabolismo humano compitiendo con el hierro, cobre, cinc, manganeso y selenio

por ligantes en los sistemas bioldgicos.

3.24 Método de espectroscopia de absorcidon atémica w

La absorcién atomica es el proceso que ocurre cuando atomos de un elemento en
estado fundamental absorben energia radiante a una longitud de onda especifica

y luego la pierden en forma de calor.

Las muestras se vaporizan y se convierten en atomos libres, en un proceso
denominado atomizacion. Sobre el vapor atomico originado se hace incidir la

radiacion electromagnética que serd absorbida parcialmente por el analito.

3.24.1 Caracteristicas de la absorciéon atémica @

- Es un excelente método para la determinacion de elementos a nivel de
trazas.

- El método estd basado en la absorcién de radiacion electromagnética,
cumpliéndose la ley de Beer.

- Sensibilidad se define como la concentracion en solucion del elemento a
determinar que origina una absorbancia de 0,004 (1 % de absorcion)
unidades a la longitud de onda usada, respecto al disolvente (blanco).

- Limite de deteccion es la mas baja concentracion que estadisticamente

puede distinguirse del cero (blanco).

3.24.2 Fundamento del método (horno de grafito) s

La espectroscopia de absorcién atdbmica por horno de grafito se basa en el mismo

principio de atomizacion directa a la llama, con la diferencia de que en este caso



53

se emplea un atomizador calentado eléctricamente o un horno de grafito en lugar
de una cabeza de quemador estandar. Se introduce un volumen adecuado de
muestra en el tubo de muestras de grafito (o cubilete).

Normalmente, la determinacion se realiza por calentamiento de la muestra en tres
0 mas etapas. Primero, una corriente de baja intensidad calienta el tubo para secar
la muestra. En la segunda etapa, o carbonizacion, se destruye la materia organica
y se volatilizan otros componentes de la matriz a una temperatura intermedia. Por
altimo, una corriente de elevada intensidad calienta el tubo hasta la
incandescencia y atomiza el elemento cuya concentracion se determina en una
atmésfera inerte. El vapor atémico elemental resultante absorbe la radiacion
monocromatica de la fuente. Un detector fotoeléctrico mide la intensidad de la
radiacion transmitida, que es inversamente proporcional a la cantidad de atomos

elementales en el trayecto Optico en un intervalo limitado.

3.24.3 Cuantificacion de metales pesados por método seco s

El método seco consiste en calcinar la muestra tras su desecacion, a 500 °C en la
mufla. Al residuo inorgénico obtenido (cenizas), se disuelve en &cido clorhidrico
concentrado con el fin de formar los clorhidratos de los metales pesados, donde

pueden ser cuantificados en el equipo de espectrofotometro de absorcién atémica.
3.25 Métodos cromatogréaficos ar

La cromatografia consiste en método por el cual se da la separacion de los
componentes de una mezcla debido a la diferente velocidad de elucion a través

de una fase estacionaria cuando la mezcla es transportada por una fase movil.

La cromatografia es una técnica que permite la separacion de los componentes

de una mezcla, debido a la influencia de dos efectos contrapuestos:
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a) Retencion: efecto ejercido sobre los componentes de la mezcla por una
fase estacionaria, que puede ser un solido o un liquido anclado a un soporte
solido.

b) Desplazamiento: efecto ejercido sobre los componentes de la mezcla por

una fase movil, que puede ser un liquido o un gas.

La mezcla a separar se deposita sobre la fase estacionaria y la movil atraviesa el
sistema desplazando a los componentes de la mezcla a distintas velocidades,
dependiendo de la magnitud de sus interacciones relativas con ambas fases. La
repeticion sucesiva de las operaciones elementales de retencion vy
desplazamiento a lo largo del sistema cromatografico da lugar a la separacion de
la mezcla original. La cromatografia se emplea para conocer y separar los
componentes por diferencia de polaridad de una mezcla y su identificacion

respectiva.

3.25.1 Cromatografia en capa fina (TLC) a7

La cromatografia en capa fina se basa en la preparacion de una capa, uniforme,
de un absorbente mantenido sobre una placa, la cual puede ser de vidrio, aluminio
u otro soporte. Los requisitos son un adsorbente, placas, un dispositivo que
mantenga las placas durante la extension, otro para aplicar la capa de adsorbente,

y una cdmara en la que se desarrollen las placas cubiertas.

La fase movil es liquida y la fase estacionaria consiste en un soélido. La fase
estacionaria sera un componente polar y el eluyente sera por lo general menos
polar que la fase estacionaria, de forma que los componentes que se desplacen
con mayor velocidad seran los menos polares. La mezcla a analizar se deposita a

una pequefia distancia del borde inferior de la placa y se introduce en una cubeta
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que contiene la fase movil (eluyente), la cual asciende a lo largo de la placa por
capilaridad, desplazando a los componentes de la mezcla a diferentes
velocidades, lo que provoca su separacion. Cuando el frente del disolvente se
encuentra proximo al extremo superior de la placa, esta se saca de la cubeta, se

deja secar y se procede a la visualizacién de las manchas.

La placa se coloca en una lampara de luz UV, con el objetivo de determinar los
grupos cromoforos presentes en las manchas. Se procede luego utilizar un agente

revelador quimico que es especifico para cada metabolito secundario.

3.25.2 Determinacion del Rf qo)

La retencion se puede explicar en base a la competencia que se establece entre
el soluto a separar y la fase movil por adsorberse a los centros activos polares de
la fase estacionaria. Asi, las moléculas de soluto se encuentran adsorbidas en la
fase estacionaria y a medida que se produce la elucién van siendo desplazadas
por la fase movil. La retencion y la selectividad en la separacion dependen de los
valores respectivos de las constantes de los diferentes equilibrios quimicos que

tienen lugar, que estan en funcion de:

- La polaridad del compuesto.
Determinada por el nimero y naturaleza de los grupos funcionales presentes. Los
solutos mas polares quedardn mas retenidos puesto que se adsorben mas
firmemente a los centros activos de la fase estacionaria, mientras que los no

polares se eluiran con mayor facilidad.

- Naturaleza del disolvente.
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Un aumento en la polaridad del disolvente facilita su desplazamiento en la placa.
La relacion entre las distancias recorridas por el soluto y por el eluyente desde el
origen de la placa se conoce como Rt, y tiene un valor constante para cada
compuesto en unas condiciones Cromatograficas determinadas (adsorbente,

disolvente, tamafo de la cubeta, temperatura, etc.).

Para calcular el R se aplica la siguiente expresion:

distancia recorrida por el compuesto (X)

Rf =

distancia recorrida por el eluyente (Y)

La distancia recorrida por el compuesto se mide desde el centro de la mancha. Si
ésta es excesivamente grande se obtendra un valor erréneo del Rt. Se recomienda
elegir un eluyente en el que los componentes de la mezcla presenten un Rr medio

en torno a 0.3-0.5.

Para valores de Ri menores que 0.3 la mancha estara muy concentrada y para
valores mayores de 0.7 muy difusa. Para compuestos poco polares, se debe
utilizar un disolvente apolar como el hexano. En el caso de compuestos con
polaridad media, se aconseja utilizar mezclas hexano/acetato de etilo en distintas
proporciones. Los productos mas polares, requieren disolventes mas polares

como mezclas de diclorometano /metanol en distintas proporciones.

3.25.3 Estandares de referencia o

Mediante la aplicacion sobre el adsorbente en capa delgada o el papel, de
soluciones de la sustancia que se desea identificar, la muestra auténtica y una
mezcla de cantidades practicamente iguales de la sustancia que se desea

identificar en una linea recta, paralela al borde de la placa cromatografica.
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Cada aplicacion de muestra contiene aproximadamente la misma cantidad, en
peso, del material a cromatografiar. Si la sustancia que se quiere identificar y la
muestra auténtica son idénticas, entonces todos los cromatogramas concuerdan

en color y en valor Rr.

3.25.4 Ubicacion de los componentes o

Las manchas producidas mediante la cromatografia en capa delgada o en papel

se pueden ubicar de las siguientes maneras:

- Por inspeccion directa, si los compuestos son visibles bajo luz blanca o luz
UV de longitud de onda corta (254 nm) o larga (360 nm)

- Por inspeccion bajo luz blanca o luz UV después del tratamiento con
reactivos que hacen que las manchas sean visibles (los reactivos se aplican

de manera mas conveniente con un atomizador).



CAPITULO IV
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4.0 DISENO METODOLOGICO

Tipo de estudio

Experimental de laboratorio: Se realizaron evaluaciones organolépticas,
fisicoquimicas y perfil cromatografico por TLC, a seis muestras de
propéleos crudo en el Laboratorio de Bioguimica de la Facultad de Quimica
y Farmacia. Se cuantificé el contenido de plomo y cadmio en las
instalaciones del Laboratorio de Quimica Agricola en la Facultad de
Ciencias Agronémicas, ambos de la Universidad de El Salvador.

Transversal: La toma de muestra fue Unica y se realizo en entre los meses

de marzo a mayo de 2019.

Investigacion bibliografica

Se realizo:

Datos de pagina oficial del Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG)
Revistas cientificas

Norma de calidad de propoéleos crudo Nacional

Bibliotecas:

“Dr. Benjamin Orozco” de la Facultad de Quimica y Farmacia de la
Universidad de El Salvador.

Central de la Universidad de El Salvador.

Facultad de Ciencia Naturales y Matematicas de la Universidad de
El Salvador.

Universidad Doctor José Matias Delgado.

Internet
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Investigacion de campo

Universo: Todas las colmenas de los apiarios que se encuentran en los

catorce departamentos del El Salvador.

Muestra: Para el muestreo se tomo el siguiente criterio: Por cada Apiario
se identificd el nimero total de colmenas y se seleccion6 al azar de 6 a 7
colmenas, que contaran con abundancia de propéleos hasta alcanzar un
peso aproximado de 60.0 a 70.0 g; que posteriormente se homogenizo,
obteniendo de esta manera seis muestras representativas listas para ser
analizadas, embaladas en recipientes plasticos trasparentes con tapadera
hermética y colocadas en cajas de cartdon limpias para la proteccion de la
luz solar y rotuladas segun el lugar de procedencia (ver anexo N° 2) y

manteniéndolas en refrigeracion en el transporte y almacenamiento.

Tipo de muestreo: Dirigido y puntual, se recolecto la muestra de propéleos
en un lugar especifico en la época de verano e inicio de invierno, durante

los meses de marzo a mayo de 2019.

.1 Ubicacién y recoleccion de muestras de propdleos crudo

Los departamentos de El Salvador seleccionados para la recoleccion de las

muestras de propdleos crudo fueron: Morazan, La Libertad y Sonsonate, basado

interés de seis apicultores interesados en conocer la calidad de sus

propoéleos crudos. Las cuales se codificaron (ver anexo N° 3) de acuerdo a:

Dos apicultores del Canton La Laguna del municipio de El Rosario (Finca los

Claros y Quinta Neftaly), y los otros dos residen en el municipio de Jocoaitique
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(Apiario Mauricio Castro) y Cantén Las Joyas del municipio de Chilanga

(Apiario Carlos Vargas), los cuales pertenecen al departamento de Morazan.

- Un apicultor del Municipio de Huizlicar en el departamento de la Libertad

(Apiario Leonardo).

- Un apicultor reside del Cantén Los Naranjos del municipio de Juayla en el

departamento de Sonsonate (Apiario Mario Calzadilla).

4.3.2. Recoleccién de las muestras de propoéleos crudo

Las muestras de propdleos crudo se recolectaron en seis apiarios diferentes,

ubicados en las zonas antes mencionadas y se codifico segun su procedencia (ver
cuadro N° 1).

Cuadro N° 1. Codificacién de las muestras de propdleos de acuerdo a los
lugares de recoleccion
Apiario | Cddigo | Lugares de recoleccion de la muestra. | Departamento
Finca los Claros. Canton La Laguna del
1 M1 o _ Morazan
Municipio de El Rosario.
Quinta Neftaly. Canton La Laguna del
2 M2 S _ Morazan
Municipio de El Rosario.
3 M3 | Apiario Leonardo. Municipio de HuizGcar | La Libertad
Apiario Mario Calzadilla. Cantén Los
4 M4 ) o ) Sonsonate
Naranjos. Municipio de Juayua.
Apiario Carlos Vargas. Canton las
5 M5 o _ Morazan
Joyas. Municipio de Chilanga.
Apiario Mauricio Castro. Municipio de
6 M6 N Morazan
Jocoaitique.
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4.3.3. Recoleccién de muestra

La recoleccion se realizd en época de verano e inicio de invierno, durante los

meses de marzo a mayo de 2019. Se llevé acabo con los siguientes métodos:

- Método de raspado: Consiste en raspar con una espatula de acero
inoxidable en las partes superior de los marcos en donde las abejas
almacenan el propéleos.

- Método de malla plastica: Consiste en un dispositivo plastico con ranuras

donde la abeja deposita el propdleos.

Cabe destacar que se recolecto propoleos hasta obtener una muestra
representativa para el andlisis por cada apiario y en cantidad suficiente para el

analisis.

4.4. Parte experimental

Materiales, equipos, reactivos y cristaleria (ver anexo N° 4).

4.4.1. Determinacién de las caracteristicas sensoriales del propd6leos .

El analisis sensorial se realiz6 utilizando como guia la Norma Salvadorefia (NSO
65.19.02:03, Calidad de propdleos crudo), la cual se determiné las siguientes
caracteristicas organolépticas mas representativas: aspecto, consistencia, olor,

sabor y color (ver anexo N° 5).

- Evaluar el aspecto y el color, se coloca la muestra de propdleos sobre una
superficie blanca y con buena iluminacion, para describir el aspecto se le
da el siguiente rango cualitativo: masa redonda con brillo, masa irregular

con poco brillo, trozos irregulares opacos, trozos irregulares con brillo,
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polvo o granulado, se identifica la caracteristica observada y se documenta
el resultado, de la misma forma se hace con el color.

Evaluar el olor y sabor, se retira una porcion de la muestra a fin de que el
recipiente no interfiera en la percepcion olfativa, posteriormente la muestra
se coloca a unos centimetros de los orificios nasales por unos segundos,
para describir el olor se le da el siguiente rango cualitativo: inodoro,
resinoso, resinoso suave, resinoso aromatico, resinoso muy aromatico, se
identifica la cualidad y se documenta el resultado, de la misma forma se
hace con el sabor.

Evaluar la consistencia, se retira una porcion de la muestra y se palpa con
las yemas de dedos, se describe segun su rango cualitativo: muy blanda,
blanda, poco blanda, dura, se identifica la cualidad y se documenta el

resultado.

NOTA: Las caracteristicas sensoriales se realizé por cada muestra y se utilizé una

hoja de cotejo (ver anexo N° 6).

4.4.2. Determinaciones fisicoquimicas del prop6leos

El analisis fisicoquimico se realizé utilizando como guia la Norma

Salvadorefia (NSO 65.19.02:03, Calidad de propodleos crudo), la cual se
determind por duplicado el porcentaje de humedad, cenizas, resinas y el
contenido de metales pesados (plomo y cadmio). Ademas, se realizdé una

Gnica cuantificacion para el porcentaje de ceras, (ver anexo N° 7). @

4.4.2.1. Acondicionamiento de muestras de propodleos

Identificar las muestras de propdleos.
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- Eliminar las impurezas visibles (viruta de madera, partes de abejas,
particulas de cera, restos de vegetales).

- Fraccionar la muestra de propoleos aproximadamente en 2 cm.

- Enfriar en ultra refrigeracion a -30 °C por 48 horas.

- Moler la muestra de propoleos con una licuadora industrial hasta tener el
tamafio de particula uniforme y retirar rapidamente antes de que se
descongele.

- Colocar la muestra molida en un recipiente hermético previamente pesado
y tapar el recipiente.

- Pesar el recipiente con la muestra molida en una balanza analitica.

- Calcular el peso de la muestra por diferencia y anotar el peso.

- Rotular la muestra y almacenar en un lugar fresco y libre de la luz.

4.4.2.2. Determinacion del porcentaje de humedad por el método

gravimétrico

- Tarar la caja de aluminio mediante el siguiente procedimiento: Lavar y
secar bien la caja de aluminio, colocarla en la estufa a 105 °C por 1 hora,
enfriar en un desecador y pesar.

- Pesar 2.0 g de muestra de propdleos en la caja de aluminio previamente
tarada y anotar el peso.

- Colocar la muestra con la caja de aluminio en la estufa a 103-105 °C
durante 5 horas y retirar una vez transcurrido el tiempo. Colocar en el
desecador hasta que enfrie.

- Pesar la muestra seca y anotar el peso.

- Seguir el mismo proceso hasta que el peso sea constante.

- Calcular el porcentaje de humedad.
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4.4.2.3. Determinacion del porcentaje de cenizas por el método

gravimeétrico

- Tarar el crisol de la siguiente manera: colocar el crisol en la mufla a 500 °C
durante una hora, dejar enfriar en desecador a la temperatura ambiente.
Se pesa rapidamente para evitar la absorciéon de humedad siempre usando
pinza para manejar el crisol.

- Pesar 1.0 g de propdleos en el crisol previamente tarado.

- Colocarlo en la mufla a 500 °C durante 5 horas.

- Sacar de la mufla el crisol con la muestra calcinada y dejar en el desecador
por 45 minutos.

- Pesar la ceniza con el crisol y anotar el peso.

- Calcular el porcentaje de cenizas.

4.4.2.4. Determinacion del porcentaje de resinas por el método

gravimétrico

- Pesar 2.0 g de propdleos en una balanza analitica.

- Agregar la muestra en un vaso de precipitado de 100 mL.

- Agregar 50 mL de etanol 95°.

- Extraer las resinas mediante ultrasonido por 45 minutos.

- Filtrar la solucién y recibir en un balén de fondo redondo de 100 mL
previamente tarado.

- Evaporar el etanol hasta obtener un extracto seco (resinas), haciendo uso
del rotaevaporador a 50 °C con una velocidad de 60 rpm.

- Dejar que enfrie el matraz y pesar en la balanza analitica.

- Seguir evaporando solvente hasta que el peso sea constante.

- Almacenar el matraz fuera de la luz para posteriores analisis del perfil

cromatografico por TLC del punto 4.4.4.1.
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- Calcular el porcentaje de resinas.

4.4.2.5. Determinacion del porcentaje de cera por el método

gravimétrico

- Pesar en un dedal de celulosa previamente tarado 1.5 g de muestra de
propéleos.

- Agregar 125 mL de n-hexano en un balon de fondo redondo de 250 mL
previamente tarado.

- Extraer las ceras con el extractor soxhlet durante 4 horas a una temperatura
de 60-80 °C.

- Evaporar el solvente que contiene el matraz has obtener un extracto seco
(ceras), haciendo uso del rotaevaporador a 50 °C con una velocidad de 60
rpm.

- Dejar que enfrie el matraz y pesar en la balanza analitica.

- Seguir evaporando el solvente hasta que el peso sea constante.

- Calcular el porcentaje de cera.

4.4.3. Determinaciéon de plomo y cadmio por espectroscopia de

absorcion atdbmica en horno de grafito us
4.4.3.1. Procedimiento para la cuantificacion de Plomo y Cadmio
a) Preparacion de solucion madre de las muestras de propéleos a partir de
las cenizas obtenidas en el procedimiento descrito anteriormente (ver

4.4.2.3).

La ceniza se trata con &acido clorhidrico concentrado con el fin de formar los

clorhidratos de los metales pesados.
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Humedecer las cenizas con 3 mL de agua osmotizada.

Agregar 2.5 mL de acido clorhidrico concentrado para disolver las sales.
Calentar en hot-plate hasta observar vapores blancos.

Enfriar hasta temperatura ambiente.

Filtrar las cenizas con Microdisc 0.45 pm.

Recibir el filtrado en un balén volumétrico de 25.0 mL

Hacer dos lavados a los crisoles con agua osmotizada y transferirlos al
balon volumétrico.

Llevar a volumen con agua osmotizada.

b) Preparacion del blanco para la cuantificacion de plomo y cadmio
Afadir 2.5 mL de acido clorhidrico concentrado en el crisol rotulado como
“blanco”.

El blanco debe llevar todo menos la muestra.

c) Preparacion de solucién stock y soluciones estandares de plomo y

cadmio

Las formas de preparacion, calculos de la solucién stock y estandares de

referencias se puede ver en anexo N° 8.

d) Plomo (Espectroscopia de absorcion atdmica en horno de grafito)

Colocar en el equipo de Espectroscopia de Absorcion Atomica (Shimadzu
AA-7000) un volumen de 50 mL de solucién de nitrato de paladio (II) 10
ppm, 50 mL de acido nitrico (1:1), 10 mL de cada solucién estandar de
plomo (1 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 15 ppm y 20 ppm) y 2 mL de solucién de

cada muestra.
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- Correr el blanco y ajustar a cero el equipo EAA, a una longitud de onda de
283 nm.

- Elaborar la curva de calibracion con los estandares 1 ppm, 5 ppm, 10 ppm,
15 ppm y 20 ppm de plomo.

- Hacer la lectura de la concentracion en ppm de cada muestra para plomo.

- Realizar dos lecturas de cada muestra a una longitud de onda de 283 nm.

e) Cadmio (Espectroscopia de absorcién atbmica en horno de grafito)

- Colocar en el equipo de Espectroscopia de Absorcién Atomica (Shimadzu
AA-7000) un volumen de 50 mL de solucién de nitrato de paladio (II) 10
ppm, 50 mL de acido nitrico (1:1), 10 mL de cada solucion estandar de
cadmio (0.5 ppm, 1 ppm, 2 ppm, 4 ppm) y 2 mL de solucion de cada
muestra.

- Correr el blanco y ajustar a cero el equipo EAA, a una longitud de onda de
228.8 nm.

- Elaborar la curva de calibracién con los estandares 0.5 ppm, 1 ppm, 2 ppm,
4 ppm de cadmio.

- Hacer la lectura de la concentracién en ppm de cada muestra para cadmio.

- Realizar dos lecturas de cada muestra a una longitud de onda de
228.8 nm.

4.4.4. Determinacion del perfil cromatografico por TLC

El andlisis del perfil cromatogréafico en capa fina (TLC), se realizé con el fin de
conocer de manera indirecta y cualitativa las familias de metabolitos secundarios
presentes en los propéleos muestreados (flavonoides, chalconas, diterpenos vy

triterpenos). Para tal fin se usé quercetina (flavonol), kukulkanin-A (chalcona),
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acido isocuprésico (diterpeno) y B—amirina (triterpeno) como marcadores de

referencia y determinar grupos de compuestos con actividad biologica.

4.4.4.1. Desengrasado del extracto hidroalcohdlico y preparacion del

extracto diclorometanico

Las resinas del extracto hidroalcohdlico obtenidas en el punto 4.4.2.4 por

duplicado, se le hacen el siguiente tratamiento:

- Disolver las dos muestras de resinas obtenidas en el punto 4.4.2.4 con 25
mL de Etanol 95°.

- Unir los dos extractos hidroalcohdlicos en un solo balén de fondo redondo
de 100 mL.

- Proteger el balon de la luz UV o cualquier fuente luminosa.

- Hacer el desengrasado con dos extracciones con 15 mL de n-Hexano en
una ampolla de separacién de 100 mL.

- Descartar la fase organica (n-Hexano/Cera) y seguir ocupando la fase
acuosa (extracto hidroalcoholico).

- Hacer tres extracciones en la fase acuosa (extracto hidroalcohdlico) con 15
mL de diclorometano en la ampolla de separaciéon de 100 mL.

- Se recibe la fase diclorometénica en un balén de fondo redondo de 100 mL
Llevar el extracto diclorometanico a un volumen aproximado de 5.0 mL, con
ayuda del rotaevaporador.

- Colocar el extracto diclorometanico desengrasado en un vial de vidrio.

- Rotular y almacenarlo en un lugar seco fuera de la luz.

Nota: Hacer el mismo procedimiento de extraccién con las otras cinco muestras

restantes.
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4.4.4.2. Marcha analitica del método cromatografico en capa fina (TLC)

Con el método cromatografico en capa fina (TLC), se pretende identificar
indirectamente metabolitos secundarios como diterpenos, triterpenos, chalconas

y flavonoides.

- Preparar el eluyente compuesta por n-Hexano y Eter etilico (1:1).

- Saturar la camara cromatografica con la respectiva fase moévil por 1 hora.

- Preparar los marcadores de (-amirina (triterpeno), quercetina (flavonol),
kukulkanin-A (chalcona) y acido isocuprésico (diterpeno) con la
concentracion de 0.50 mg/mL (ver anexo N° 9).

- Medir 2.0 cm. de altura de base a la placa cromatogréafica y 1.0 cm. en el
borde superior con suavidad sin levantar el adsorbente.

- Aplicar con un capilar el marcador -amirina preparado anticipadamente y
también los seis extractos diclorometanicos obtenidos en el punto 4.4.4.1.

- Colocar la placa inyectada dentro de la cAmara cromatografica previamente
saturada.

- Observar que el frente del solvente llegue a las tres cuartas partes de la
placa y marcar su posicion.

- Sacar la placa cromatogréfica y dejar evaporar.

- Observar a la luz UV a una longitud de onda corta (A = 254 nm) y a una
longitud de onda larga (A= 365 nm), marcar las manchas observadas.

- Rociar la placa cromatogréafica con el respectivo reactivo revelador (Oleum)
y calentar en placa calefactora a 105 °C.

- Medir el desplazamiento de las muestras y el marcador -amirina.

- Documentar los resultados obtenidos del desplazamiento de cada una de

las muestras y el marcador -amirina.
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Utilizar la siguiente féormula para determinar el coeficiente de reparto (Ry) y
asi identificar los componentes presentes a través del marcador con su

respectiva coloracion.

distancia recorrida por el compuesto (X)

I~ distancia recorrida por el eluyente (Y)

Nota: Hacer el mismo procedimiento del punto 4.4.4.2 con los otros tres

marcadores quercetina (flavonol), kukulkanin-A (chalcona) y &cido isocuprésico

(diterpeno).

Condiciones:

La fase estacionaria: Cromatoplacas de Aluminio recubiertas de Silica Gel
GF2s54 Marca Merck 20 x 20 cm.

Fase movil: n-Hexano/Eter etilico (1:1).

Revelador: reactivo de 6leum con calor.

Evidencias: manchas de color ocre (triterpenos), manchas de color violeta
(diterpenos), manchas de color amarillo (chalconas), manchas de color

naranja a rojo (flavanonas y flavonas) después de calentar a 105 °C.
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4. 5. Disefo estadistico

En el disefio estadistico se analizaron los parametros fisicoquimicos de cada
muestra de propoleos, utilizando la desviacion tipica estandar para obtener
resultados confiables de humedad, cenizas, resinas, contenido de plomo vy

cadmio. Con el contenido de cera no se realiz6 por ser Unica determinacion.
4.5.1. Desviacion tipica estandar

Es la mas importante de las medidas de dispersion; puede definirse como la raiz
cuadrada de la media aritmética del cuadrado de las desviaciones de cada valor
de la variable con respecto a la media. Es util para obtener el intervalo de

confianza y se representa con la siguiente ecuacion:

. Y(xi —X)2
n—1
Donde:
S = Desviacion tipica estandar.
Xi = Muestra individual.
X = Promedio de muestras.
n = Numero de muestras.
2 = Sumatoria desde muestra 1 a “n” numero de muestras.

La desviacion tipica estandar se calculara mediante Microsoft Office Excel.

4.5.2. Analisis de varianza (ANOVA) y prueba de diferencia minima

significativa (LSD) de Fisher (s

El analisis de varianza de un factor (ANOVA) es de utilidad para comprobar si hay

diferencia significativa en la media de los resultados obtenidos, en este caso nos
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referimos al contenido promedio de resinas de los propéleos de cada muestra
analizada; una vez que se ha determinado que existen diferencias entre las
medias, las prueba de diferencia minima significativa (LSD) determina qué medias
difieren contrastando la diferencia entre cada pareja de medias y generando una
matriz donde los asteriscos indican las medias de grupo significativamente

diferentes a un nivel alfa de 0,05.

Se evaluaron los resultados con el software STATGRAPHICS centurion XVI.l. Con
los resultados se pretende identificar si el contenido de resina son diferentes entre
cada muestra de las distintas areas analizadas, se evalu6é mediante el analisis de

la varianza, utilizando el test de Fisher para un p < 0.05.

Para la comprobacién se plantea las siguientes hipotesis:

Ho=M1=M2=M3z=Ms=Ms=Ms
Hi= M1 # M2 # M3 # Ma # Ms = Ms

La hipoétesis nula indica que los contenidos promedios de resina del propéleos son
similares entre cada sitio estudiado y la hipétesis alternativa indica que el
contenido promedio de resinas del propdleos, al menos un sitio es diferente; el
criterio de aceptacion en el que se basara si existe diferencia significativa a un
95% de confianza fue el valor-p (un valor- P menor a 0.05 confirma la hipétesis
alternativa e invalida la hipétesis nula). Si el P valor en la tabla ANOVA es bajo,
entonces la media de la muestra debe ser examinada, para determinar qué medias

son significativamente diferentes unas de otras.

A los resultados obtenidos de la investigacion se les aplico el andlisis estadistico
de un factor (ANOVA), el cual se presento los datos en una tabla resumen. Lo cual

se observé que el contenido promedio de resinas de cada propdleos analizado
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presento diferencia significativa, se utilizé el test de Fisher (diferencia minima
significativa) para conocer segun el sitio de recoleccién que contenido promedio

de resinas difieren entre si.

Para identificar que medias son significativamente diferentes, se evalud por
Intervalos LSD de Fisher (diferencia minima significativa): Estos intervalos estan
escalados de modo que un par de muestras tiene medias significativamente
diferentes si los intervalos no se solapan en la direccion vertical. Mientras la
posibilidad de declarar incorrectamente dos muestras con media diferente con
este método se fija en el 5.0 %.



CAPITULO V
RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS



5.0. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

5.1.

de propoleos.
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Caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas de las seis matrices

5.1.1 Determinacion de las caracteristicas sensoriales del propéleos.

A continuacién, se detallan los resultados (ver tabla N° 5) obtenidos del andlisis
sensorial de las seis muestras de propéleos recolectadas en cinco localidades de

El Salvador. @

Tabla N° 5. Resultados obtenido del andlisis organoléptico de las seis
muestras de propoéleos salvadorefio.
o Método de ; :
Cadigo » Aspecto Consistencia Olor Sabor | Color
recoleccion
M1 )
) Resinoso .
El Rosario, Malla Granulado Dura " Picante | Café
) aromaético
Finca Los Claros
M2 ) )
) Masa irregular Resinoso ) 3
El Rosario, Raspado ] Poco blanda . Picante | Café
) con poco brillo aromatico
Quinta Neftaly
M3 Trozos )
o ] Resinoso 3
Huizdcar, Raspado irregulares Blanda . Dulce Café
o aromatico
Apiario Leonardo opacos
M4 ) )
i o Masa irregular Resinoso . 3
Juayua, Apiario Raspado ) Poco blanda Insipido | Café
i ) con poco brillo suave
Mario Calzadilla
M5 )
) o Resinoso o
Chilanga, Apiario Malla Granulado Dura I Insipido | Verde
aromatico
Carlos Vargas
M6 Trozos )
- o ) Resinoso o )
Jocoaitique, Apiario Raspado irregulares con Blanda » Insipido | Café
o ) aromatico
Mauricio Castro brillo
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Como se puede observar en la tabla N° 1. Las muestras de propoleos recolectadas
por el método de malla con codigo “M1” y “M5” proveniente de El Rosario y
Chilanga respectivamente, presentan consistencia dura y aspecto granulado
debido a la implementacién de recolecta por rejillas plasticas, la cual tienen
pequefios orificios que las abejas rellenan con propodleos; cuando el apicultor
extrae el propoleos de las rejillas plasticas estos tienden a tener aspecto granulado

(ver anexo N° 10). (s

Las otras muestras de propéleos recolectadas por el método de raspado o
tradicional como las muestras “M2” (municipio ElI Rosario), “M3” (municipio
Huizucar), “M4” (municipio Juayua) y “M6” (municipio Jocoaitique); se obtiene
propéleos con aspecto opaco o carencia de brillo, se observa principalmente en
aquellas obtenidas por el método de raspado. La ausencia de brillo en algunas de
las muestras puede estar relacionada con la fitogeografia y la oxidacién externa

que sufre la resina. )

De manera general las caracteristicas organolépticas estan en funcion del origen
botanico y geogréfico de la zona de recoleccion, debido a que la flora contribuye
en algunas de las propiedades fisicas como el color, olor y sabor. Por un lado,
algunos investigadores han reportado que los propdleos pueden presentar
coloracion verde, debido a que las abejas recolectan la clorofila y aceites
esenciales de brotes y hojas de diferentes géneros de especies vegetales. qs En
la presente investigacion llama enormemente la atencion que los propodleos de la
zona de Chilanga (M5) presentan coloracion verdosa y amarillenta, lo cual podrian
estar relacionado con especies propias de bosques caducifolios de la zona como
el conacaste (Enterolobium cyclocarpum), laurel (Cordia alliodora), mangollano

(Pithecellobium dulce) y tepezcohuite (Mimosa tenuiflora).
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Por otro lado, se observd que la mayoria de muestras de propdleos presentaron
olor resinoso aromético, debido a la relacion con las especies vegetales
empleadas en el pecoreo de las abejas, con buen contenido de aceites esenciales
principalmente aquellas zonas donde hay presencia de hierbas aromaticas, como

el balsamo (Myroxylon balsamum), eucalipto (Eucaliptus sp.) y pino (Pinus sp.).

5.1.2 Analisis fisicoquimico del propdleos (ver anexo N° 11)

5.1.2.1. Determinacion del porcentaje de humedad de las seis muestras

de propdleos.

Se entiende por humedad a la pérdida de masa durante el proceso de desecacion;
es decir el agua de las muestras se pierde por volatilizacion a causa del calor. La
cantidad de material residual después de eliminar la humedad, constituye la
materia seca. Se detallan los resultados (ver tabla N° 6) obtenidos del porcentaje

de humedad para cada muestra de propdleos. (7

Todas las muestras de propdleos se encuentran por debajo del valor limite que
establece la Norma Salvadorefia, que permite un maximo de 8.0 % de humedad,;
el parametro de humedad es considerado como un indicativo de calidad de los
propdleos y esta relacionada con las condiciones ambientales, manipulacion y
almacenamiento. a2

A pesar del cumplimiento del parametro de humedad de las seis muestras, las que
presentan mayor humedad son las que provienen del municipio de Chilanga y
Jocoaitique con humedad del 7.53% y 5.01% respectivamente, aproximandose al
limite permitido. Cabe la posibilidad que esto se deba a que las abejas meliferas
para elaborar el propéleos, se incorpore la clorofila de los arboles, aumentando el

contenido de humedad, s ademas hay que tener en cuenta la época de
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recoleccion del propdleos, debido a que las muestras fueron recolectadas al inicio

del invierno.

Tabla N° 6. Resultados obtenidos del porcentaje de humedad de las seis
muestras de propoleos.

. Especificacion
0,
Cédigo Localidad Método de | % Humedad | o aq 19 02:03

recoleccion X £9) (Méximo: 8.0 %)

Finca los Claros. Cant6n La
M1 . Malla 3.80+0.16 Cumple
Laguna, El Rosario.

Quinta Neftaly. Cantén La
M2 ) Raspado 4.90 £ 0.03 Cumple
Laguna, El Rosario.

Apiario Leonardo. Municipio de
M3 o Raspado 4.77 £ 0.04 Cumple
Huizucar

Apiario Mario Calzadilla. Cantén
M4 Los Naranjos del Municipio de Raspado 432+ 0.14 Cumple

Juayua.

Apiario Carlos Vargas. Cantén
M5 las Joyas del Municipio de Malla 7.53 £ 0.16 Cumple
Chilanga.

Apiario Mauricio Castro.
M6 o . Raspado 5.01£0.16 Cumple
Municipio de Jocoaitique.

Se graficaron los porcentajes promedios de humedad de las seis muestras de
propdleos segun la zona de recoleccion (ver figura N° 3). La linea roja indica el
limite maximo establecido por la Norma Salvadorefia (NSO 65.19.02:03) que es
8.0 % y las barras de color azul corresponde a cada muestra analizada, con ello
se puede visualizar graficamente que todas las muestras cumplen con el
parametro de humedad segun la Norma salvadorefia, pero el propdleos de
Chilanga (M5) contiene mayor porcentaje de humedad y en principio estaria mas

propensa al deterioro por microorganismos.
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Grafico porcentual de humedad en las seis muestras de
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Figura N° 2. Promedio del porcentaje de humedad de las seis muestras de
propdleos comparado con la especificacion de la Norma
Salvadorefia (NSO 65.19.02:03 “Calidad de propodleos crudo”)

5.1.2.2. Determinaciéon del porcentaje de cenizas de las seis muestras de

propoleos.

La determinacion del contenido de cenizas se basa en que una muestra pesada
inicialmente y sometida a un proceso de calcinacion a 500 °C, pierde los
materiales 0 componentes organicos, obteniéndose un residuo inorganico al que
se le denomina cenizas. Se detallan los resultados (ver tabla N° 7) obtenidos del

porcentaje de cenizas para cada muestra de propéleos. (3)
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Tabla N° 7. Resultados obtenidos del porcentaje de cenizas en las seis
muestras de propdleos

. . Especificacion
%
Cédigo Localidad r'rf;‘l’:cigi °(§e:'§;"s NSO 65.19.02:03
= (Maximo: 5.0 %)

Finca los Claros. Cantén La
M1 ] Malla 2.07 £ 0.10 Cumple
Laguna, El Rosario.

Quinta Neftaly. Cantén La
M2 . Raspado 2.80 £ 0.07 Cumple
Laguna, El Rosario.

Apiario Leonardo. Municipio de
M3 L, Raspado 2.36 + 0.01 Cumple
Huizucar

Apiario Mario Calzadilla. Cantén
M4 Los Naranjos del Municipio de Raspado 2.24 4+ 0.01 Cumple

Juayua.

Apiario Carlos Vargas. Cantén las
M5 o ) Malla 1.93+0.13 Cumple
Joyas del Municipio de Chilanga.

Apiario Mauricio Castro. Municipio
M6 . Raspado 2.11+0.16 Cumple
de Jocoaitique.

Como se puede observar en la Tabla N° 7 todas las muestras de propdleos se
encuentran por debajo del valor que propone la Norma, que permite un maximo
de 5.0% de cenizas; por lo tanto, las seis muestras de propdleos cumplen

satisfactoriamente con la norma. @2

El parametro de cenizas es muy importante, por estar relacionado con impurezas
mecanicas, minerales, arcilla, tierra, residuos de vegetales y contaminantes
ambientales como los metales pesados; a pesar de que todas las muestras
cumplen con la Norma salvadorefia, las muestras que presentaron mayor
contenido de cenizas fueron aquellas recolectadas por el método de raspado (M2:
2.80%, M3: 2.36%, M4: 2.24%, M6: 2.11%) y las que presentaron menor contenido
de cenizas fueron las que se recolectaron por el método de malla (M1:2.07%,
M5:1.93%); de manera general la variacion del contenido de cenizas entre las

muestras es minimo. Los valores de cenizas de todas las muestras estan dentro
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de la especificacion, sugiere que durante el manejo apicola, se cumple la buena
practica de la no incorporacién de impurezas mecanicas en el propdleos

Se graficaron los porcentajes promedios de cenizas de las seis muestras de
propéleos segun la zona de recoleccion, en la grafica de barra (ver figura N° 4), el
eje vertical representa el porcentaje de cenizas (% p/p) y el eje horizontal el cédigo
de cada muestra analizada.

Grafico porcentual de cenizas en las seis muestras de
propdleos
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Figura N° 3. Promedio del porcentaje de cenizas en las seis muestras de
propéleos comparado con la especificacibon de la Norma
Salvadorefia (NSO 65.19.02:03 “Calidad de propéleos crudo”)

5.1.2.3. Determinacién del porcentaje de resinas de las seis muestras de
propéleos

Las resinas constituyen como el principal elemento de calidad de propéleos,
debido que esta fraccidon contiene los compuestos bioactivos de interés, pero su
contenido puede variar debido a diferentes factores como: la fuente de exudados,
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vegetacion circundante, época de recoleccion y método de recoleccion. Se
detallan los resultados (ver tabla N° 8) obtenidos del porcentaje de resinas para
cada muestra de propdleos, la cual fueron recolectados por el método de raspado

y malla plastica. us

Tabla N° 8. Resultados obtenidos del porcentaje de resinas en las seis
muestras de propdleos

Especificacion
NSO 65.19.02:03
30-35%

Método de % Resinas

Cadigo Localidad recoleccion (T +5)

Finca los Claros. Cantén La
M1 _ Malla 14.27 £ 0.24 No cumple
Laguna, El Rosario.

Quinta Neftaly. Cantén La
M2 ] Raspado 18.06 + 0.74 No cumple
Laguna, El Rosario.

Apiario Leonardo. Municipio
M3 o Raspado 30.30 + 0.82 Cumple
de Huizucar

Apiario Mario Calzadilla.
M4 Cantén Los Naranjos del Raspado 21.11+0.96 No cumple

Municipio de Juayua.

Apiario Carlos Vargas.
M5 Cantén las Joyas del Malla 50.45 + 2.01 Cumple

Municipio de Chilanga.

Apiario Mauricio Castro.
M6 o N Raspado 27.68 £ 1.75 No cumple
Municipio de Jocoaitique.

Como se puede observar en la tabla N° 8 los porcentajes de resina obtenidos para
cada muestra de propdleos, muestran diferencias entre si. Los propdleos que
presentaron mayor contenido de resina fueron de Chilanga (50.45 + 2.01%)
colectado por el método de malla y Huizacar (30.30 = 0.82%) colectado por el
método de raspado, estos datos estan conformes al establecido a la Normativa
salvadorefia (NSO 65.19.02:03), que establece un minimo de 30.0% de resinas;

en el resto de muestras de propoleos (M1, M2, M4 y M6) presentaron un contenido



84

de resinas menor al valor minimo exigido por la norma, demostrandose la calidad

inferior del propdleos. a2

El parametro de resinas es determinante en la calidad de propdleos, este se
encuentra relacionado con el rendimiento de compuestos orgénicos, cuanto mayor
sea el valor de esta fraccion, mejor sera en términos de calidad del producto final,
puesto que, en los compuestos solubles en etanol se encuentran las sustancias
con actividad biolégica como los polifenoles, flavonoides, chalconas y los terpenos

polares.

El porcentaje relativamente bajo de resina para los propdoleos (M1:14.27%,
M2:18.06%, M4:21.11% y M6:27.68%), se debe probablemente, al alto contenido
de ceras que fueron agregadas por las abejas con el fin de darle mayor
consistencia al propoleos, por otra parte se puede pensar que las especies
vegetales circundantes al colmenar, no son muy ricas en resinas; o que durante
la recoleccion, especialmente por el método de raspado, se presente un manejo
pos cosecha inapropiado por parte del apicultor, mezclando el propdleos con
ceras de la colmena. En nuestro caso, también la época de recoleccion influye en
el contenido de resinas, segun Viloria y Col, este parametro aumenta
significativamente final del verano. ue

Se graficaron los porcentajes promedios de resinas de las seis muestras de
propdleos segun la zona de recoleccién, en la grafica de barra (ver figura N° 5).

La linea roja indica el limite minimo establecido por la Norma Salvadorefia (NSO
65.19.02:03) que es 30.0% de resinas y las barras de color amarillo corresponde
a cada muestra analizada, con ello se puede visualizar graficamente que
solamente dos muestras (M3 y M5) cumplen con el parametro de resina segun la
Norma Salvadoreiia, donde la muestra proveniente de Chilanga (M5: 50.45%)

presento el mayor porcentaje de resinas a comparacion con las demas muestras.
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Estos resultados reflejan la alta capacidad que tienen las abejas meliferas de
recolectar propdleos con grandes cantidades de metabolitos secundarios
provenientes de resinas del bosque caducifolio. La extraccién con etanol al 90° y
la utilizacidn del equipo de ultrasonido para tal fin, permite extraer de los propéleos

compuestos sumamente polares como los flavonoides y polifenoles.

El resto de muestras de propéleos (M1, M2, M4 y M6) presentaron un contenido
de resinas menor al valor minimo exigido por la norma; a pesar del incumplimiento
de este parametro, seria muy interesante  seguir  analizando
espectroscopicamente estos propdéleos, con el fin de identificar metabolitos

secundarios de interés bioldgico.

Grafico porcentual de resinas en las seis muestras de
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Figura N° 4. Promedio del porcentaje de resinas en las seis muestras de
propoleos comparado con la especificacion de la Norma
Salvadorefia (NSO 65.19.02:03 “Calidad de propéleos crudo”)
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Determinacion del porcentaje de cera de las seis muestras de

Desde el punto de vista de calidad un alto contenido de cera no es favorable

porque esta no presenta actividad biologica; la cantidad de cera puede variar

debido a diferentes factores como el tipo de vegetacién circundante, época de

recoleccion y método de recoleccion. Se detallan los resultados (ver tabla N° 9)

obtenidos del porcentaje de cera para cada muestra de propéleos, la cual fueron

recolectadas por el método de raspado y malla plastica.

Tabla N°9. Resultados obtenidos del porcentaje de ceras en las seis

muestras de propoleos

. Especificacion
o : Método de | % Ceras
Cédigo Localidad recoleccion (} LS NSO 65.19.02:03
- Maximo: 30%
Finca los Claros. Canton La
M1 . Malla 63.74 No cumple
Laguna, El Rosario.

Quinta Neftaly. Cantén La Laguna,

M2 ) Raspado 60.98 No cumple
El Rosario.
Apiario Leonardo. Municipio de
M3 . Raspado 52.15 No cumple
Huizucar

Apiario Mario Calzadilla. Cantén

M4 Los Naranjos del Municipio de Raspado 68.64 No cumple
Juayua.

Apiario Carlos Vargas. Canton las
M5 o ) Malla 37.55 No cumple

Joyas del Municipio de Chilanga.

Apiario Mauricio Castro. Municipio
M6 N Raspado 49.58 No cumple

de Jocoaitique.
Como se puede observar en la tabla N° 9, todas las muestras de propoéleos

presentaron altos contenidos de ceras (M1:63.74%, M2:60.98%, M3:52.15%,
M4:68.64%, M5:37.55% y M6:49.58%), valores superiores al valor maximo

permitido por la Norma Salvadorefia (NSO 65.19.02:03), que permite un maximo
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de 30.0% de ceras; por lo tanto, las seis muestras de propo6leos no cumplen

satisfactoriamente la Norma. a2

Las abejas con sus mandibulas tienden a elaborar propodleos con diferentes
proporciones de resina-cera. Un alto contenido de ceras es desfavorable para el
propdleos, restandole calidad al mismo. us Se graficaron los porcentajes de ceras
de las seis muestras de propdleos segun la zona de recoleccion, en la grafica de

barra (ver figura N° 6).

La linea roja indica el limite maximo establecido por la NSO 65.19.02:03, que es
30.0% de ceras y las barras de color amarrillo corresponde a cada muestra
analizada, con ello se puede visualizar graficamente que todas las muestras

analizadas no cumplen con el pardmetro de ceras segun la norma.

En parte, esto se debe a que estos propdleos tienen una consistencia resinosa,
rica en terpenos de tipo triterpenos y diterpenos solubles en n-hexano, los cuales
fueron arrastrados por dicho solvente y se agregaron al contenido de ceras, esto
se pudo corroborar con una inyeccion por TLC de los residuos de ceras de las
muestras, haciéndolas eluir en una fase mévil, n-hexano acetato de etilo (8:2), que
al ser revelada con oleum, se evidenciaron una buena proporcion de ese tipo de

metabolitos.
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Grafico porcentual de ceras en las seis muestras de prop6leos
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Figura N°5. Promedio del porcentaje de ceras en las seis muestras de
propdleos comparado con la especificacion de la Norma
Salvadorefia (NSO 65.19.02:03 “Calidad de propdleos crudo”)

El dato que destaca, es el propdleos de Chilanga, con la menor proporcion de
ceras, esto concuerda con el alto contenido de humedad y la identificacion

indirecta de terpenos, flavonoides y chalconas identificados por TLC. 3

Por otra parte, se graficaron los porcentajes de ceras contra resinas de las seis
muestras de propdleos segun la zona de recoleccion, en la gréafica lineal (ver figura
N° 7). La linea de color naranja representa el contenido de ceras y la azul el
contenido de resinas, con ello se ve reflejado la proporcionalidad inversa (mayor
contenido de ceras, menor contenido de resinas). Si se parte del principio que la
calidad del propdleos se evalGa por la proporcion cera-resinas; podriamos decir

gue mientras menor sea la diferencia entre dichos valores como tal se observa en
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las muestras M5 y M3, mejor sera la calidad del propdleos, siempre que el

contenido de resinas cumpla la especificacion de la norma. 7
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Figura N° 6.

Grafico lineal del contenido de resina contra el contenido de cera
de las seis muestras de propdleos

5.2. Cuantificacion de metales pesados (plomo y cadmio) por método de

absorcion atomica. (Ver anexo N° 12)

5.2.1. Andlisis de plomo en las muestras de propdleos

El plomo es un metal pesado que se incluye dentro de los parametros de calidad

del propdleos por tratarse de un producto que puede captarlo del medio ambiente

0 segun el manejo de la colmena y método de cosecha. Su valor maximo

permitido es de 5.0 ppm segun la NSO 65.19.02:03. Se detallan los resultados

(ver tabla N° 10) obtenidos de la concentracion de plomo para cada sitio de

recoleccién de propdleos. ¢, 17
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Tabla N° 10. Lecturas promedios del analisis de plomo para cada muestra de
propdleos recolectados en cinco localidades de El Salvador
Especificacion
Método de Pb (ppm)

Cddigo Localidad y _ NSO 65.19.02:03
recoleccion X £5

Méx. 5 ppm Pb

Finca los Claros. Cantén La
M1 ) Malla 0.560 + 0.06 Cumple
Laguna, El Rosario.

Quinta Neftaly. Cantén La Laguna,
M2 ) Raspado 0.332+£0.06 Cumple
El Rosario.

Apiario Leonardo. Municipio de
M3 o Raspado 0.297 £+ 0.03 Cumple
Huizlcar

Apiario Mario Calzadilla. Canton
M4 Los Naranjos del Municipio de Raspado 0.276 £ 0.02 Cumple
Juayua.

Apiario Carlos Vargas. Cantén las
M5 o ) Malla 0.149+0.01 Cumple
Joyas del Municipio de Chilanga.

Apiario Mauricio Castro. Municipio
M6 . Raspado 0.617 £0.12 Cumple
de Jocoaitique.

Los resultados experimentales de plomo mostraron diferencias de concentracion
en cada sitio de muestreo; pero en ninguno de los casos, la concentracion

detectada, supera el limite maximo permitido (5.0 ppm). a2

5.2.2. Analisis de cadmio en las muestras de propoleos

Unas de las limitantes que presenta la normativa salvadorefia es que no
contempla pardmetro para concentracion de cadmio en los propéleos, es por ello,
que se utilizé como comparacién los resultados obtenidos por otro estudio
realizado en matrices de propdleos en Turquia @y, en condiciones de zonas
boscosas similares a las nuestras, donde establecieron el rango de concentracion
de cadmio (0.60 -1.80 ppm) para el propoleos. Se detallan los resultados (ver tabla

N° 11) obtenidos de la concentracién de cadmio para cada muestra de propéleos.
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Tabla N° 11. Lecturas promedios del analisis de cadmio para muestras de
propdleos recolectados en cinco localidades de El Salvador
Especificacion

Método de Cd (ppm)

Cadigo Localidad » _ Max. (0.60-1.80)
recoleccion X £9)
ppm Cd*
Finca los Claros. Cantén La Laguna, El
M1 ) Malla ND** Cumple
Rosario.
Quinta Neftaly. Cantén La Laguna, El
M2 ) Raspado ND** Cumple
Rosario.
M3 Apiario Leonardo. Municipio de Huiztcar Raspado ND** Cumple

Apiario Mario Calzadilla. Canton Los
M4 . o i Raspado ND** Cumple
Naranjos del Municipio de Juayua.

Apiario Carlos Vargas. Cantén las Joyas
M5 . ) Malla ND** Cumple
del Municipio de Chilanga.

Apiario Mauricio Castro. Municipio de
M6 N Raspado 0.13+0.0 Cumple
Jocoaitique.

* Matin, G., Kargar, N., & Buyukisik, H. B. (2016). Bio-monitoring of cadmium, lead, arsenic and mercury in industrial districts
of Izmir, Turkey by using honey bees, propolis and pine tree leaves. Ecological Engineering, 90, 331-335.

** ND: No detectable (< 0.01 ppm

Los resultados presentados en la tabla N° 11; muestran que las concentraciones
de cadmio en las seis matrices de propdleos son muy bajos, encontrando
solamente trazas de cadmio para una muestra (M6) y para el resto de muestras
(M1-M5) mostraron niveles no detectables del metal pesado.

Para todas las muestras, los resultados experimentales de concentraciones de
plomo muestran un valor muy por debajo de los establecidos en la Normativa
salvadorefia, cuantificando en la mayoria de los casos trazas. Los datos obtenidos
en la investigacion parecen indicar que el lugar de recoleccidon se encuentra
ubicado en zonas libre de contaminacién por plomo provenientes de la industria

agricola e industrial. 2

Los resultados obtenidos en el analisis de cadmio en propdleos son satisfactorios,
al ser comparados con resultados reportados por estudios cientificos previos,

realizados en zonas boscosas. @
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La emision de gases de los vehiculos y la quema de llantas, madera, plasticos,
textiles, entre otros, permiten la acumulacion de los contaminantes atmosféricos y
teniendo en cuenta que las resinas de las plantas acumulan estos contaminantes

como los metales pesados y son transferidos al propoéleos por las abejas.

Las seis muestras analizadas cumplen con la normativa para plomo (no mayor 5
ppm) y para la concentracién de cadmio, se encuentran por debajo reportados por
estudios previos, los que nos lleva a pensar que todos los apiarios estan alejados

de contaminantes ambientales. @)

5.3. Andlisis del perfil cromatografico por TLC de seis muestras de propoleos

La obtencion de los extractos diclorometanico en el punto 4.4.4.1, se le realizaron
el andlisis cromatografico por TLC, la cual se detallan los resultados obtenidos en

los siguientes puntos:

5.3.1. Identificacion de triterpenos (B-amirina)

La separacibn de componentes de los extractos de propdleos mediante la
diferencia de velocidad de elucién, junto al marcador triterpénico (B-amirina), el
cual se evidencia como una mancha de color ocre, con un Rf de 0.3, luego de
aplicar el reactivo revelador (6leum), se observa que en la placa cromatografica la
B-amirina no es visible a luz ultravioleta tanto para longitud de onda corta (254 nm)
como para longitud de onda larga (365 nm), debido a que no presenta grupos

cromoforos en su estructura molecular (ver figura N° 8).
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STD M1 M2 M3 STD M4 M5 M6 STD STD M1 M2 M3 STD M4 M5 M6 STD

a) Revelado en longitud de onda corta (254 nm) y onda larga (365 nm)

b) Revelado con el reactivo 6leum

FiguraN° 7.  Resultados de la cromatografia en capa fina (TLC) para
identificacion de B-amirina en las seis muestras de propdleos
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Los resultados presentados en la tabla N° 12; muestran los Rt del marcador de
referencia (B-amirina) y de las muestras. Se observa que las seis muestras

presentaron Rf muy similares al marcador.

Tabla N° 12. Desplazamiento y Rr del marcador de referencia (B-amirina) y
muestras de propoleos en la placa cromatografica

Estandares y muestras Desplazamiento (cm) Rf
ST1-A 3.6 0.30
Estandares ST2-A 3.3 0.28
ST3-A 3.6 0.30
M1
) ) 3.4 0.28
Finca Los Claros, El Rosario
M2
) ) 3.4 0.28
Quinta Neftaly. El Rosario
M3
o ] 3.4 0.28
Apiario Leonardo. Huizucar
Muestras M4
o ] . 3.4 0.28
Apiario Mario Calzadilla. Juayda
M5
o ] 35 0.29
Apiario Carlos Vargas. Chilanga
M6
o o N 3.7 0.31
Apiario Mauricio Castro. Jocoaitique
Frente del solvente 128 cm

5.3.2. Identificacion de flavonoide (quercetina)

Los flavonoides presentan fluorescencia a longitud de onda corta y larga, debido a que
poseen dos grupos cromoforos, uno perteneciente al anillo aroméatico unido a una
cetona y el otro por la cetona o, insaturada, con un grupo aromatico como
sustituyente. Ademas se puede apreciar en la cromatoplaca mas manchas que
pertenecen a moléculas de esta naturaleza. Segun bibliografia consultada los

diferentes tipos de flavonoides pueden ser amarillos, verdes, naranja, celestes, rojo.



95

Los flavonoides en general se identifican con el reactivo 6leum, presentando manchas
de color amarillo-naranja a rojo (ver figura N° 9). En esta oportunidad se evalla el color

de la mancha y desplazamientos de R similar al marcador de referencia (quercetina).

STD M1 M2 M3 STD M4 M5 M6 STD STD M1 M2 M3 STD M4 M5 M6 STD

a) Revelado en longitud de onda corta (254 nm) y onda larga (365 nm)

St (Quercetina)

b) Revelado con el reactivo 6leum

Figura N° 8. Resultados de la cromatografia en capa fina (TLC) para
identificacion de quercetina en los propéleos.
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Los resultados presentados en la tabla N° 13; muestran los desplazamientos y Rt
del marcador de referencia (quercetina) y de las seis muestras de propoleos. Los
cuales se observa que Unicamente la muestra de Chilanga (M5) presento Rs muy
similar al marcador, se evidencia el desplazamiento del metabolito de interés
como una mancha de color amarillo-naranja después de aplicar el reactivo

revelador 6leum.

Tabla N° 13. Desplazamiento y Rt del marcador de referencia (quercetina) y
muestras de propoéleos en la placa cromatogréafica

Estandares y muestras Desplazamiento (cm) Rf
ST1-Q 0.9 0.1
Estandares ST2-Q 0.9 0.1
ST3-Q 0.9 0.1
M1
Finca Los Claros, El Rosario - -
M2

Quinta Neftaly. El Rosario
M3

Apiario Leonardo. Huizucar

Muestras M4

Apiario Mario Calzadilla. Juayua
M5

Apiario Carlos Vargas. Chilanga
M6

Apiario Mauricio Castro. Jocoaitique

0.9 0.1

Frente del solvente 13.1 cm
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5.3.3. Identificacion de chalcona (kukulkanin-A)

En términos generales muchas chalconas se identifican con el reactivo 6leum,
presentando manchas de color amarillas (ver figura N° 10). En esta oportunidad
comparamos el aparecimiento y valor de Rf con el marcador de referencia
kukulkanin-A, siendo detectable en la luz visible y ultravioleta onda corta y larga,

Debido a que en su estructura molecular presentan dos grupos cromoforos.

STD M1 M2 M3 STD M4 M5 M6 STD STD M1 M2 M3 STD M4 M5 M6 STD

a) Revelado en longitud de onda corta (254 nm) y onda larga (365 nm)

—

s s B W - . e
“

ﬁ MI M2 M3 M4

b) Revelado con el reactivo 6leum

Figura N° 9. Resultados de la cromatografia en capa fina (TLC) para
identificacion de kukulkanin-A en los propéleos
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Los resultados presentados en la tabla N° 14; muestran los Rt del marcador de
referencia (kukulkanin-A) y de las muestras, donde se observa que, los propdleos
de M1 (Finca los Claros), M2 (Quinta Neftaly) y M5 (Apiario Carlos Vargas). Lo
que nos lleva pensar que las abejas recolectan de la flora circundante, el
propdleos que contienen este metabolito tipo chalcona, propio de la zona norte del
departamento de Morazan. Ademas, llama la atencion la cantidad de manchas
que correspondiente a compuestos de tipo flavonoide, especialmente en la

muestra M5.

Tabla N° 14. Desplazamiento y R del marcador de referencia (kukulkanin-A)
y muestras de propoleos en la placa cromatogréfica

Estandares y muestras Desplazamiento (cm) Rf

ST1-K 4.7 0.43
Estandares ST2-K 4.5 0.41
ST3-K 4.6 0.42

M1
. . 4.7 0.43

Finca Los Claros, El Rosario

M2

4.8 0.44

Quinta Neftaly. El Rosario
M3

Apiario Leonardo. Huizucar

Muestras M4

Apiario Mario Calzadilla. Juayua
M5

Apiario Carlos Vargas. Chilanga
M6

Apiario Mauricio Castro. Jocoaitique

4.5 0.41

Frente del solvente 13.0 cm
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5.3.4. Identificacion de diterpenos (acido isocuprésico)

Para las muestras de propdleos se intent6 identificar indirectamente compuestos

del tipo diterpenos sin union a un azucar. Estos se revelaron con el revelador

O0leum, presentando manchas de color violeta (ver figura N° 11). Luego se

comparan con el Rt del marcador de referencia (acido isocuprésico).

STD M1 M2 M3 STD M4 M5 M6 STD

a) Revelado en longitud de onda corta (254 nm) y onda larga (365 nm)

.

St (acido isocuprésico)

- 3

Figura N° 10.

b) Revelado con el reactivo 6leum.

Resultados de la cromatografia en capa fina (TLC) para
identificacion de acido isocuprésico en los propéleos
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En la placa cromatografica (ver figura N° 11), se evidencia el desplazamiento del
metabolito de interés como una mancha de color violeta después de aplicar el
reactivo revelador (6leum), también se observa que en la placa cromatografica, el
acido isocuprésico no es visible a luz ultravioleta, tanto para longitud de onda corta
(254 nm) como para longitud de onda larga (365 nm), debido a que en su
estructura molecular no presentan grupos con dobles enlaces conjugados que
absorben al ultravioleta. En la tabla N° 15, se detallan los resultados obtenidos del

desplazamiento y Rt del marcador de referencia y muestras de propéleos.

(acido
placa

marcador de referencia
de propdleos en la

Tabla N° 15. Desplazamiento y Ry del
isocuprésico) y muestras
cromatografica

Estandares y muestras

Desplazamiento (cm)

Rf

ST-Al

3.9

0.35

Estandares ST-Al

3.8

0.34

ST-Al

3.6

0.32

M1

Finca Los Claros, El Rosario

M2
Quinta Neftaly. El Rosario

M3

Apiario Leonardo. Huizucar

Muestras M4

Apiario Mario Calzadilla. Juayua

3.8

0.34

M5

Apiario Carlos Vargas. Chilanga

M6

Apiario Mauricio Castro. Jocoaitique

Frente del solvente

13.8 cm

Los resultados muestran los Rt del marcador de referencia (acido isocuprésico) y

de las muestras, se observa que de las seis muestras analizadas, solamente la
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muestra que proviene del cantdn Los Naranjos de Juayua (M4) presento

desplazamiento de Rt similar al marcador diterpénico: acido isocuprésico.

En la tabla N°16 se presenta el resumen obtenido del analisis del perfil
cromatografico por TLC, donde se detallan los grupos de metabolitos secundarios
identificados en cada matriz de propoleos.

Tabla N° 16. Resumen de los resultados del perfil cromatogréafico en capa fina
(TLC) de los propoleos estudiados

Grupos de Metabolito secundario

Cadigo Localidad
Fla Cha Dit Tr
Finca los Claros. Cantdn La Laguna, El
M1 : Q) (+) Q] (+)
Rosario.
Quinta Neftaly. Cantén La Laguna, El
M2 _ ) (+) Q] +)
Rosario.
M3 Apiario Leonardo. Municipio de Huizlcar ) ) O] (+)

Apiario Mario Calzadilla. Cantén Los
M4 ) Q] (+) (+)

Naranjos del Municipio de Juayua.

Apiario Carlos Vargas. Cantén las Joyas
M5 . . (+) ) ¢) (+)
del Municipio de Chilanga.

Apiario Mauricio Castro. Municipio de
M6 ¢ ) ¢ )

Jocoaitique.

*  Codificacion: Fla (Flavonoide), Cha (Chalconas), Dit (Diterpenos), Tr (Triterpenos), (+)
presencia del metabolito secundario, (-) no presencia del metabolito secundario.

La identificacion de triterpenos usando a la f-amirina como marcador de referencia.
El resultado de las seis muestras de propéleos con igual color ocre, e identificados
con valores de Ry, se deduce que las seis muestras tienen presente dentro de su
composicién quimica triterpenos del tipo alfa y beta amirina, que corresponden a
la serie de ursano y oleano respectivamente. Estos triterpenos se encuentran
distribuidos en gran nimero de especies vegetales y son los responsables de darle

la consistencia de laca resinosa y sabor amargo a los propoleos.
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En las muestras analizadas por TLC, unos de los resultados importantes en la
identificacion de chalconas que también pertenecen a los flavonoides,
especificamente trans chalconas, utilizando la kukulkanin-A como referencia. Este
metabolito se encuentra presente Unicamente en los propdéleos de la zona norte
del departamento de Morazan (El Rosario y Chilanga). Estos resultados son
importantes para continuar la caracterizacion de los propdleos de la zona norte de
Morazan, por las altas cantidades presentes de kukukkanin-A, este puede en
determinado momento ser un marcador de la denominacion de origen de los
propdleos de la zona. Estudios previos demuestran a la kukulkanin-A, que han
sido aislada e identificada en especies del género fabaceas, como el conacaste
(Enterolobium cyclocarpum) y tepezcohuite (Mimosa tenuiflora). s s Por otra
parte la cantidad de compuestos relacionados a los flavonoides de tipo: flavona,
flavanona y flavonoles, son evidentes en el recorrido de la muestra de propéleos
de Chilanga, un muy buen punto de partida para un estudio exhaustivo toda la
gama de flavonoides haciendo uso de métodos espectroscopicos Yy

espectrométricos presentes en esta muestra.

El metabolito de referencia quercetina, es un flavonoide con muchos grupos
hidroxilos dentro de su estructura molecular; presento un Rfsumamente bajo por
la alta polaridad de la molécula. De acuerdo a nuestros resultados la quercetina
se encuentra presente en los propdleos del municipio de Chilanga, Morazan. Una
curiosidad de este metabolito es que se encuentra en altas proporciones en
arboles frutales como el marafién (Anacardium occidentale) y el mango (Mangifera
indica). 4z Aunque en el propoleos de Chilanga solo se identifico con la
comparacion de estandar de referencia la quercetina y kukulkanin-A (chalcona),
en la cromatoplaca puede también observarse fluorescencia de otras moléculas
tipo flavonoides tipo flavonas y flavanonas. También se puede corroborar la

presencia de una mancha roja en el frente del solvente, correspondiente a la
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clorofila de la muestra, lo que concuerda con el alto porcentaje de humedad para

la muestra M5 (Chilanga). @9

Existe una correlacion en la identificacion del acido isocuprésico en la muestra
de propdleos de la zona de los naranjos Juayula, debido a que este metabolito se
ha aislado en grandes cantidades de especies vegetales que le pertenecen a la
familia las coniferas como el pino (Pinus sp) y ciprés (Cupressus lusitanica), que
es la flora predominante de las zonas montafiosas del departamento de
Sonsonate. @4, 49 LOS derivados del acido isocuprésico han demostrado poseer
efecto abortivo en bovinos, por lo que podria investigarse la actividad

anticonceptiva de estos compuestos.

5.4 Andlisis estadistico

5.4.1 Anélisis ANOVA entre contenido de resinas y el lugar de recoleccién.

El andlisis de un factor (ANOVA) es un método estadistico que permite conocer si
existe diferencia significativa entre el contenido promedio de resinas y las distintas
areas analizadas para ello se utiliz6 el programa STATGRAPHICS centurion XVI.1.
Con la finalidad de evaluar el comportamiento de los datos experimentales
obtenidos en el andlisis del contenido de resinas del propéleos con respecto al

sitio de recoleccion, se aplico el analisis de varianza de un factor (ANOVA).
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Tabla N° 17. Resultados del analisis del contenido de resinas en las muestras
de propdleos evaluados

Muestra Localidad % Resinas | % Promedio

14.44

M1 Finca los Claros. Canton La Laguna, El Rosario. 14.27
14.10
) ] ) 18.58

M2 Quinta Neftaly. Canton La Laguna, El Rosario. 18.06
17.53
o o ) 29.72

M3 Apiario Leonardo. Municipio de Huizlcar 30.30
30.88
Apiario Mario Calzadilla. Cantén Los Naranjos del 20.43

M4 o ) 21.11
Municipio de Juayua. 21.79
Apiario Carlos Vargas. Cantén las Joyas del 51.87

M5 - . 50.45
Municipio de Chilanga. 49.03
N N o y 28.92

M6 Apiario Mauricio Castro. Municipio de Jocoaitique. 27.68
26.45

Para revelar si existe una diferencia significativa entre el contenido de resinas y
cada sitio de recoleccion del propoéleos, se plantean como hipétesis nula (Ho) e

hipétesis alternativa (Hi) lo siguiente:

- Ho = El contenido promedio de resina del propéleos son similares entre
cada sitio estudiado.
- Hi = El contenido promedio de resinas del propéleos, al menos un sitio es
diferente.
Ho= M1 = M2= M3 = M4 = Ms = Me
Hi=Mzi# M2 #= M3 # Ma #= Ms = Ms

Un analisis del P-Valor (obtenido de tabla) para todas las muestras de propéleos
es menor que a = 0.05 para un nivel de confianza del 95%, acogemos la hipotesis
alternativa debido a que hay diferencias en al menos una media del contenido de

resinas del propdleos y de los seis sitios (ver tabla N° 18).
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Tabla N° 18. Analisis de varianza para el contenido de resinas en las

muestras de propoleos de diferentes localidades.

Suma de Grado de Cuadrado
Fuente ; ) Razon-F | Valor-P
Cuadrados libertad Medio
Efectos principales
A: Localidades 1676.03 5 335.207 213.95 0.0000
Residuos 7.83387 5 1.56677
Total (corregido) 1685.32 11

Para identificar entre que sitios existe diferencia del contenido promedio de

resinas para cada propdleos; se aplica el test de Fisher (LSD). Criterio de

aceptacion el cual indica que existe diferencia significativa a un 95% de confianza

es un valor-P < 0.05.

5.4.2. Prueba de Diferencia Minima Significativa (LSD) de Fisher.

El andlisis de diferencia minima significativa (LSD) sirvié en la investigacion para

identificar que par de medias (contenido de resinas) son significativamente

diferentes del sitio de muestreo.

Tabla N° 19. Resultados del test de Fisher (LSD) para el contenido de resinas

Localidades Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
M1 2 14.27 0.885091  [X
M2 2 18.06 0.885091 (/x\\
M4 2 21.11 0.885091 W
M6 2 27.68 0.885091 /x\
M3 2 30.30 0.885091 W
M5 2 50.45 0.885091 X

Esta tabla N°

19 se muestra la

identificacion de cuales medias son

significativamente diferentes de otras. Se han identificado 4 grupos homogéneos
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segun la alineacion de las “X” en columnas. No existen diferencias
estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma
columna de “X”. En este caso, la muestra M2 y M4 es un grupo homogéneo, ya
gue son significativamente diferente de todos los demas. La muestra M6 y M3 es
otro grupo homogéneo y no presentan diferencia entre sus medias. La muestra

M1y M5 son completamente diferentes del resto de medias.

En la Figura N° 12 se muestra los intervalos LSD de Fisher (Diferencia Minima
Significativa). Estos intervalos estdn escalonados de modo que un par de
muestras tiene medias significativamente diferentes, si los intervalos no se
solapan en la direccion vertical. Ya que el intervalo para la muestra M1 no solapa
ningun otro intervalo, la media de la muestra M1 difiere significativamente de las
otras cinco muestras. La muestra M5 también es significativamente diferente del
resto de muestras, ya que sus intervalos no se solapan mas intervalo. La media
de la muestra M2 no es significativamente diferente de la muestra M4, el mismo

caso se presenta para la muestra M3 y M6.

El andlisis ANOVA permiti6 identificar que los sitios muestreados en al menos un
sitio, el contenido de resinas es diferente del resto de muestras, apoyandonos en
el P-valor que fue menor del 0.05, el cual asegura con mayor certeza que hay
diferencia estadisticamente significativa entre las medias de las resinas y los
sitios.

La prueba diferencia minima significativa (LSD de Fisher), se identific6 que par de
medias son diferentes, los resultados indicaron que la muestra M1 (Finca los
Claros), se ubica muy por debajo de la media y M5 (Apiario Carlos Vargas)
sobrepasa con creces a la media. Curiosamente ambos apiarios tienen sistema
de recoleccién con malla plastica, lo que podria llegar interpretarse, que este factor

no afecta en el rendimiento de resinas. También se logro identificar que los pares
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de muestras (M2, M4) y (M3, M6), no presentan diferencias en el porcentaje de

resinas.

Medias y 96.0% de Fisher LSD

T
bl
|

30F

RESINAS

i T $ 2

10 - ]
L
b p

M1 M2 M3 M4 M5 Mé
LOCALIDADES

Figura N° 11. Gréfico de medias para el contenido de resinas de cada
muestra de propoleos
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6.0 CONCLUSIONES

Los propéleos provenientes de los seis sitios muestreados: Muestra N° 1,
Muestra N° 2, Muestra N° 3, Muestra N° 4, Muestra N° 5, Muestra N° 6,
presentaron caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas muy variables.
Ninguna muestra cumple a cabalidad con todos los parametros de la
Normativas Salvadorefia (NSO 65.19.02:03, Calidad del propéleos crudo).

. Todas las muestras de propéleos estudiados cumplen con los parametros
de humedad y cenizas, segun lo recomendado por la Normativa
Salvadorefia vigente, lo que indica que la calidad de estos propdleos no es
afectada por estos paradmetros.

En el incumplimiento del parametro de la prueba de ceras de la Normativa
Salvadorefia de las muestras: Muestra N° 3, Muestra N° 4 y Muestra N° 5
influye la alta solubilidad de compuestos de tipo terpénicos en n-hexano,

usado para la prueba.

Los propodleos colectados en zonas deforestadas, provoca una menor
cantidad de resinas disponibles para las abejas, obligandolas a producir
mayor cantidad de ceras con el fin de rellenar los orificios de la colmena.

El parametro critico del contenido de resinas en propdleos, se relaciona con
la cantidad de metabolitos secundarios presentes, dicha exigencia es
cumplida Unicamente por el propoleos de Huizucar (Muestra N° 3) y
Chilanga (Muestra N° 5).
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6. Para las seis matrices de propdleos estudiadas, la concentracion de plomo
no sobrepasa los limites maximos permitidos por la Norma Salvadorefia,
asi como las especificaciones de cadmio reportadas en zonas boscosas en
estudios previos. Estos resultados son un indicativo pureza y de
elaboracion de propdleos alejados de fuentes de contaminacion de

vehiculos automotores principalmente.

7. El perfil cromatogréfico por capa fina, logro identificar en todas las muestras
de propodleos: triterpenos de la serie del ursano y oleano tipo alfa y beta
amirina respectivamente; flavonoides del tipo flavonol (quercetina) y trans
chalconas, junto con la evidencia de compuestos relacionados de tipo
flavona, flavanona y flavonoles, presentes en los propoleos de la zona de
bosques caducifolios de la zona norte del departamento de Morazan; y la
identificacion del &cido isocuprésico en el sitio de Juayla, que se

correlaciona con su flora propia de bosques de coniferas.

8. La calidad del propdleos estad relacionada con el cumplimiento del
contenido de resinas y ceras. Los resultados experimentales obtenidos,
indican una proporcionalidad inversa de estas dos determinaciones,

concluyendo la complementariedad entre ambas.

9. La aplicacion del andlisis de varianza (ANOVA) y el test de Fisher se
determind que hay diferencia estadisticamente significativa entre las
medias de las resinas y los sitios de recoleccion, especialmente de las
muestras N° 1 con valores sumamente bajos, y la muestra N° 5 con valores
muy por encima de la media respectivamente, por ende se observa que es
la mejor evaluada y esto se comprueba porque posee tres de los cuatro

metabolitos ensayados.
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7.0 RECOMENDACIONES

Efectuar de forma inmediata el acondicionamiento de la muestra de
propéleos una vez recolectado, con el objetivo de evitar que se deteriore la

matriz de propdleos por el crecimiento de microorganismos.

Que los apicultores utilicen espatulas de acero inoxidable para realizar el
raspado de propdleos para evitar la contaminacion con metales pesados
en propoleos. También los colmenares deben ubicarse lejos de cultivos
agricolas, carreteras, zonas industriales, asi como de lugares donde se

puedan acumular metales pesados.

Evaluar la actividad microbiologica, antioxidante, citotoxica Yy
antiinflamatoria junto con las propiedades fisicoquimicas (fenoles totales),

de los extractos diclorometanicos obtenidos.

Realizar un bio-monitoreo por TLC de los metabolitos secundarios
kukulkanin-A y quercetina, en las resinas producidas por las especies
vegetales que rodean los apiarios estudiados de la zona norte de Morazan;
focalizado la familia fabaceae, para identificar las especies vegetales que

producen estos tipos de metabolitos.

Investigar mediante métodos espectroscopicos y espectrométricos, la
elucidaciéon estructural de metabolitos secundarios del tipo flavonoides,

chalconas y triterpenos del propéleos de Chilanga.

Cuando se pretenda elaborar formas farmacéuticas a base de materias

primas apicolas como el propdleos, a nivel artesanal o industrial se debe
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asegurar el respectivo control de la calidad fisicoquimico y microbiolégico,
antes de ser empleada en la elaboracién de sus productos.

Promover en las Universidades, Ministerio de Agricultura y Ganaderia,
incentiven y apoyen a los apicultores por medio de capacitaciones, en
cuanto a buenas practicas de apicultura y como mejorar la calidad en la
produccion de los mismos, para que estos se aumenten la produccion de

propéleos con criterios técnico cientifico.

Realizar estudios microbiologicos frente a cepas de bacterias gram

positivas y gram negativas, de los propéleos de la zona norte de Morazan.
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GLOSARIO

Abeja melifera: Nombre comun para designar a la Apis mellifera.

Acondicionamiento: Todas las operaciones necesarias para envasar,
empacar y etiquetar el producto, hasta llegar a la presentacion final para

su conservacion, almacenamiento y distribucion. (7

Compuestos fendlicos: Son compuestos aromaticos que, junto a los
flavonoides, le confieren a los propéleos sus usos y aplicaciones

bioldgicas. @)

Contaminantes: Productos perjudiciales para la salud como metales

pesados, agroquimicos y productos veterinarios. @)

Flavonoide: Pigmentos provenientes de exudados vegetales con
multiples aplicaciones biologicas: antibacteriana, antiparasitaria,
antimicotico, antiviral, antioxidante, inmunoestimulante, cicatrizante,

antinflamatoria entre otras). ¢

Impureza: Elementos ajenos al propdleos, que han sido incorporados
durante el proceso de recoleccién y manipulacion de este, por ejemplo:
abejas, patas de abejas o parte de ellas, conglomerados de cera de

abejas, residuos de papel, plastico, madera. @2

Mallas y Rejillas plasticas: Son dispositivos plasticos que presentan
orificios de diferentes tamafios para inducir que las abejas meliferas

produzcan propoleos. ()



8. Materia prima: Ingrediente de cualquier origen utilizado en la elaboracion

de productos terminados. a2

9. Mezcla resinosa: Residuo del propdleos crudo después de la extraccion

alcohdlica (etanol). @7

10.Pecoreo: Accion ejecutada por la abeja, que consiste en colectar de

determinadas fuentes, néctar, polen, propoleos y agua. (

11.Propdleos bruto: Son los propdleos obtenidos directamente de la

colmena, sin ningun tipo de tratamiento. (s

12.Propdleo o propodleos: Nombre genérico que se da a las sustancias
resinosas recolectadas y procesadas por las abejas de la vegetacion
circundante al apiario. De aspecto resinoso, su color puede variar
dependiendo de su origen desde el rojo, amarillo-rojizo, amarillo-obscuro,

verde castafo, pardo o negro, con sabor amargo y ligeramente picante. @o)

13.Solubilidad: propiedad que posee un sélido de disolverse en un liquido,
para el caso del propoleos se emplea etanol (alcohol etilico) como

solvente. @
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ANEXO N° 1
ORGANIZACION DE LAS ABEJAS

c)

Figura N° 12. Individuos de la colmena Apis mellifera. a) Reina, b) Zangano,
c) Obrera




ANEXO N° 2.
FORMATO DE ETIQUETAS



~

Nombre de la muestra: Propoleos de La Laguna.

Fecha de recoleccion: 14/03/2019 Caddigo: M1
Método de recoleccion: Rejilla plastica o malla.

Lugar de recoleccion: Canton La Laguna del Municipio
de ElI Rosario, departamento de Morazan

(Finca los Claros).

o %
~

Nombre de la muestra: Propoleos de La Laguna.

Fecha de recoleccion: 24/03/2019 Cadigo: M2
Método de recoleccion: Raspado o tradicional.

Lugar de recoleccion: Canton La Laguna del Municipio
de ElI Rosario, departamento de Morazan
(Quinta Neftaly).

\_

Nombre de la muestra: Propoleos de Huizlcar.
Fecha de recoleccion: 29/03/2019 Cadigo: M3
Método de recoleccion: Raspado o tradicional.

Lugar de recoleccion: Municipio de Huizucar,

departamento de La Libertad (Apiario Leonardo).

o %




\

Nombre de la muestra: Propoleos de Los Naranjos.
Fecha de recoleccion: 08/04/2019 Caodigo: M4
Método de recoleccion: Raspado o tradicional.

Lugar de recoleccion: Canton Los Naranjos del Municipio
de Juayua, departamento de Sonsonate (Apiario Mario
Calzadilla).

o %
~

Nombre de la muestra: Propoleos Las Joyas.

Fecha de recoleccion: 14/05/2019 Cddigo: M5
Método de recoleccion: Rejilla plastica o malla.

Lugar de recolecciéon: Canton las Joyas del Municipio La
Chilanga, departamento de Morazan (Apiario Carlos

Vargas).

o %
~

Nombre de la muestra: Propoleos de Jocoaitique.
Fecha de recoleccién: 27/05/2019 Cadigo: M6
Método de recoleccion: Raspado o tradicional.

Lugar de recoleccion: Municipio de Jocoaltique,

departamento de Morazan (Apiario Mauricio Castro).

o %




ANEXO N° 3
UBICACION Y RECOLECCION DE LAS MUESTRAS DE PROPOLEOS
CRUDO



Figura N° 13. a) Ubicacion geogréfica de los municipios del El Rosario, Jocoaitique, Chilanga del departamento
de Morazan, b) Ubicacion geografica del municipio de Huizucar del departamento de la Libertad,
c¢) Ubicacion geogréfica del municipio de Juayua del departamento de Sonsonate.




ANEXO N° 4
CRISTALERIA, EQUIPOS Y REACTIVOS



MATERIALES Y CRISTALERIA

- Agitadores de vidrio

- Ampolla de separacién 100 mL

- Aro metalico

- Balones de fondo redondo 100 mL y 250 mL.
- Balones volumétricos 25 mL y 100 mL
- Bafio maria

- Base metélica

- Cajas de Aluminio

- Camara cromatografica de vidrio

- Crisoles de porcelana

- Cromatoplacas de Aluminio 20 x 20 cm.
- Dedales de celulosa

- Desecador

- Embudo de vidrio

- Espéatula de acero inoxidable

- Etiquetas de papel

- Filtro de membrana 0.45 um.

- Guantes

- Hot-plate

- Jeringas de 3 mL.

- L4piz de grafito

- Marcador permanente

- Mascarilla para gases

- Papel filtro Whatman # 42

- Papel glassine

- Papel toalla

- Pinza sostén



- Pipeta de Mohr 1 mLy 5 mL

- Pipetas Pasteur

- Pipetas volumétricas de 1 mL, 5 mL y 10 mL

- Pizeta plastica

- Probetas 25 mL, 50 mL y 100 mL

- Recipiente de plastico con tapadera hermética.
- Regla de 20 cm

- Vaso de precipitado de 25 mL, 50mL y 100 mL,
- Viales de vidrios de 5 mL

EQUIPOS

- Balanza analitica

- Camara de extraccion de gases Fisher Hamilton
- Espectrofotometro de Absorcion Atdbmica (Shimadzu) AA-7000
- Estufa (YAMATO F0810C)

- Extractor soxhlet

- Horno de Grafito GFA-7000

- Hot plate

- LAmpara UV (Spectronics CM-10)

- Molino de cuchillas (Licuadora Oster)

- Mufla (YAMATO FO300CR)

- Rota-evaporador (RE100-Pro Rotary)

- Ultra refrigeradora (HAIRE DW-40W100)

- Ultrasonic bath BRANSON M2800H



REACTIVOS

a) Reactivos utilizados en el andlisis fisicoquimico:

- Eter etilico

- Acido Clorhidrico concentrado

- Agua osmotizada

- Diclorometano

- Etanol 95°

- n-hexano

- Reactivo revelador Oleum.

- Soluciones estandares de quercetina, kukulkanin-A (0.50mg/mL)

- Soluciones estandares de $-amirina y &cido isocuprésico (0.50mg/mL)

b) Reactivos utilizados en la determinacion de metales pesados (Cadmio y

Plomo).

- Acido Clorhidrico concentrado

- Acido nitrico (1:1)

- Agua osmotizada

- Solucion Estandar de 1000 ppm de plomo
- Solucién Estandar de 1000 ppm de cadmio

- Solucién de Nitrato de paladio (I1)



ANEXO N° 5
NORMA SALVADORERA (NSO 65.19.02:03, CALIDAD DE PROPOLEOS
CRUDO)
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INFORME

Los Comités Técnicos de Normalizacion del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia,
CONACYT, son los organismos encargados de realizar el estudio de las normas. Estan integrados
por representantes del Sector: Productor, Gobierno, Organismo de Proteccion al Consumidor y
Académico Universitario.
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NORMA SALVADORENA NSO 65.19.02:03

L ALCANCE
11  OBJETIVO

Establecer la identidad y los requisitos minimos de calidad que debe cumplir el propéleo
crudo.

1.2 APLICACION
La presente norma es referente al propdleo crudo, destinado para su comercializacion.

2. DEFINICIONES

2.1  Propdleo: es el producto originado de sustancias resinosas. gomosas y balsamicas, colectadas
por abejas meliferas , de brotes y exudaciones de corteza, hojas y otras partes de las plantas, a

las cuales las abejas agregan secreciones salivales y cera para la elaboracion final del
propoleo.

3 CLASIFICACION Y DESIGNACION
31 Clasificacion: esta puede ser en base a:

- Su origen botanico: especificando 1a especie 6 tipo de vegetacion predominante en el area
de pecoreo.

- Su origen geografico: ya sea por la zona ( altura a nivel del mar), lugar y/o localidad.
- Su color: uniforme en su presentacion.

3.2 Designacion (denominacién de venta): Propoleo, propdleos o propolis.

4. COMPOSICION Y REQUISITOS
41 COMPOSICION

El propdleo se compone de cera de abejas meliferas , resinas , productos balsamicos, aceites
esenciales, polen y micro elementos.

42 REQUISITOS



NORMA SALVADORENA

NSO 65.19.02:03

421

Caracteristicas Sensoriales:

Olor : caracteristico (balsamico y resinoso) dependiendo de su origen botinico, pudiendo

variar de leve a intenso

Color: amarillo. café . verde. gris y otros, variando tonalidad

botanico.

conforme a su origen

Sabor: de suave balsamico a fuerte y picante. dependiendo de su origen botanico.

Consistencia : Varia de gomoso y pegajoso hasta duro y poroso dependiendo de la

temperatura y contenido de cera.

. Requisitos de calidad fisico - quimicos:

Humedad: maximo 8 %

Mezclas mecanicas (residuo insoluble en etanol): maximo 30%

Cera: maximo 30 %
Indice de oxidacién: maximo 22 segundos
Impurezas : Maximo 5 %

Requisito de calidad fisico — quimicos recomendados
Compuesto fenélicos : Reaccion positiva

Flavonoides : Reaccion positiva

Solubilidad en etanol: 30-35 %

Control de Calidad Microbiolégico

Recuento de bacterias mesofilas (UFC/g) < 10,000
Coliformes fecales (UFC/g) 0

Coliformes totales (UFC/g) < 100
Staphylococos aureus (UFC/g) 100
Hongos (UFC/g) 1-100
ADITIVOS

No se permite la utilizacion de cualquier tipo de aditivos.

CONTAMINANTES



NORMA SALVADORENA

7.1

8.1

No se permite la presencia de sustancias agroquimicas.
El contenido del plomo (Pb) no excedera de 5 (ppm)

HIGIENE

CONSIDERACIONES GENERALES

Las condiciones de higiene deben estar de acuerdo a las Buenas Practicas de Manufacturas

(BPM) para la cosecha y el almacenamiento de propéleo crudo.

CONTROL DE CALIDAD

ANALISIS ORGANOLEPTICOS

Se utilizara la terminologia siguiente :

Aspecto :

Consistencia :

Olor:

Sabores :

Colores:

Masa redonda con brillo
Masa irregular con poco brillo
Trozos irregulares opacos
Trozos irregulares con brillo
Polvo o granulado

Muy blanda
Blanda
Poco blanda
Dura

Inodoro

Resinoso

Resinoso suave
Resinoso aromatico
Resinoso muy aromatico

Picante
Dulce

Amargo
Insipido

Se considera el color predominante de la mezela segtin numeral 4.2.1

NSO 65.19.02:03



ANEXO N° 6
HOJA DE COTEJO DE LAS CARACTERISTICAS SENSORIAL



UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA

ANALISIS SENSORIAL DEL PROPOLEOS

San Salvador, 20 de septiembre de 2019
Nombre de la muestra: Propodleos de La Laguna (Finca los Claros).
Cddigo: M1

Caracteristica Rango Cualitativo Marcas con "X"

Masa redonda con brillo

Masa irregular con poco brillo

Aspecto Trozos irregulares opacos

Trozos irregulares con brillo

Polvo o granulado X

Muy blanda

Blanda

Consistencia Poco blanda

Dura X

Inodoro

Resinoso

Olor Resinoso suave

Resinoso aromatico X

Resinoso muy aromatico

Picante X

Dulce

Sabor Amargo

Insipido

Amatrillo

Café X

Color Verde

Gris

Variando tonalidad

Quimico Analista: German Roman Méndez Ramirez.

Nota: De la misma forma se realizd con las cinco muestras restantes.




ANEXO N° 7
ESQUEMAS DE LAS DETERMINACIONES FISICOQUIMICAS Y EL PERFIL
CROMATOGRAFICO POR TLC
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Figura N° 14. Determinacion del porcentaje de humedad por el método
gravimétrico
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Figura N° 15. Determinacion del porcentaje de cenizas por el método
gravimétrico




Figura N° 16. Determinacion del porcentaje de resinas por el método
gravimeétrico



Figura N° 17. Determinacion del porcentaje de ceras por el método
gravimétrico
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Figura N° 18. Desengrasado del extracto hidroalcohdlico y preparacion
del extracto diclorometénico
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Figura N° 19. Marcha analitica del método cromatografico en capa
fina (TLC)




ANEXO N° 8
PREPARACION DE LA SOLUCION STOCK (100 ppm) Y LAS SOLUCIONES
ESTANDAR DE PLOMO Y CADMIO.



PREPARACION DE LA SOLUCION STOCK PARA PLOMO Y CADMIO.

a) Preparacion de Solucion stock (100 ppm) para plomo y cadmio a partir de
una solucion de 1000 ppm para cada elemento.

Transferir 10.0 mL de la solucién estdndar de plomo (1000 ppm) con una pipeta
volumétrica de 10.0 mL, colocar en un frasco volumétrico de 100.0 mL. Diluir con

agua osmotizada, llevar a volumen y homogenizar.

SIn estandar SIn stock
10.0 mL
/ - /
50m G 50m
1000 ppm Pb 100 mL

(100 ppm Pb)

Figura N° 20. Preparacion de solucion stock de Plomo.

Nota: Repetir el mismo procedimiento para la preparacion de la Solucion stock

(100 ppm) para cadmio a partir de una solucién de 1000 ppm de dicho elemento.



b) Preparacion de Soluciones estandares para plomo y cadmio para las

curvas de calibracion.

1). Estandar de Plomo (1 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 15 ppm, 20 ppm) a partir de una
solucion stock de 100 ppm de Pb.

Medir 1 mL, 5 mL ,10 mL, 15 mL y 20 mL de la Solucién stock de plomo (100
ppm) con una pipeta volumétrica de 1.0 mL para la primera alicuota y una pipeta
de 5.0 mL para las demas alicuotas (realizando varias tomas de muestra, segun
la alicuota), colocar cada alicuota en un balon de 100.0 mL. Diluir con agua

osmotizada, llevar a volumen y homogenizar.

SIn stock
100 mL
(100 ppm Pb)
soluciones estandares
i I
1mL 5mL‘ 10mL 15 mL 20mL
100 mL 100 mL 100 mL 100 mL 100 mL
(1.0 ppm Pb) (5.0 ppm Pb) (10.0 ppm Pb) (15 ppm Pb) (20 ppm Pb)

Figura N° 21. Esquema de preparacién de las soluciones estandares para plomo.



2). Estandar de Cadmio (0.5 ppm, 1 ppm, 2 ppm, 4 ppm) a partir de una solucion
stock de 100 ppm de Cd.

Medir 0.5 mL, 1.0 mL, 2.0 mL y 4.0 mL de la Solucion stock de cadmio (100 ppm)
con una pipeta de mohr 1.0 mL para la tomar la alicuota de 0.5 mL y una pipeta
de mohr 5.0 mL para las otras alicuotas, realizando las tomas necesarias de
muestra, colocar cada alicuota en un balon de 100.0 mL, diluir con agua

osmotizada, llevar a volumen y mezclar.

SIn stock

100 mL
(100 ppm Cd)
soluciones estandares
0.5 mL 1.0mlL 2.0mL 4.0
/ / /
100 mL 100 mL 100 mL 100 mL
(0.5 ppm Cd) (1.0 ppm Cd) (2.0 ppm Cd) (4.0 ppm Cd)

Figura N° 22. Esquema de preparacion de las soluciones estandares para

cadmio.



Célculos:

1). Planteamiento de calculos para la preparacion de la Solucion stock (100 ppm)

a partir de una concentracion de Solucion 1000 ppm de plomo y cadmio.

- Calculos de la preparacion de la solucion stock 100 ppm de plomo:

Formula:
c,V,
V. =
1 Cl

C1= Concentracion inicial.
C2 = Concentracion final.
V2 = Volumen final.

V1= Alicuota a tomar de la solucion.

Ejemplo: Célculos de la preparacion de la solucion de stock de plomo (100 ppm).

_ (100 ppm Pb)(100.0 mL)
1= 1000 ppm Pb

= 10.0 mL

NOTA: El mismo planteamiento se aplicara en el calculo para la preparacién de

la solucién stock de cadmio.



2). Planteamiento de calculos para la preparacion de las soluciones estandar
para la curva de calibracion a partir de la solucidén stock (100 ppm) de plomo y

cadmio.

Ejemplo: Calculo para la solucion estandar 1.0 ppm de plomo (Pb)

_ (1.0 ppm Pb)(100.0 mL)

—1.0mL
L 100 ppm Pb m

- Ejemplo: Célculo para la solucién estandar 5.0 ppm de plomo (Pb)

_ (5.0 ppm Pb)(100.0 mL)
B 100 ppm Pb

v, =5.0mL

- Ejemplo: Célculo para la solucién estandar 10.0 ppm de plomo (Pb)

_ (10.0 ppm Pb)(100.0 mL)

V, = =10.0 mL
! 100 ppm Pb m

- Ejemplo: Célculo para la solucién estandar 15.0 ppm de plomo (Pb)

Vo= (15.0 ppm Pb)(100.0 mL)
1= 100 ppm Pb

=15.0mL

- Ejemplo: Célculo para la solucién estandar 25.0 ppm de plomo (Pb)

(20.0 ppm Pb)(100.0 mL)
= = 20. L
" 100 ppm Pb 0.0m

NOTA: El mismo planteamiento se aplicara en el calculo para la preparacién de

las soluciones estandares de cadmio con sus respectivas concentraciones.



ANEXO N° 9
PREPARACION DE LA FASE MOVIL Y LOS MARCADORES DE
REFERENCIA PARA LA CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA (TLC).



Preparacion de la fase mévil y los marcadores de referencias (ver figura N° 23)

para la cromatografia en capa fina (TLC).

a)

Nota:

Preparacion de la fase movil.

Mezclar 30.0 mL de n-Hexano con 30.0 mL de Eter etilico y colocarlo en
un beaker de 100 mL
Agitar para homogenizar.

Tapar bien para su respectivo uso.

Preparacion de los marcadores de referencia (0.50 mg/mL).

Pesar en balanza analitica 0.0125 g de quercetina

Colocar el estandar de quercetina en un beaker de 50 mL y disolver en 10
mL de etanol 95°.

Agregar la solucion a un balon volumetrico de 25 mL.

Hacer tres lavados al beaker de 50 mL y agregar al balon volumetrico.
Aforar con etanol 95°.

Etiquetar y almacenar en un lugar fresco y fuera del alcance de la luz

directa.

Hacer el mismo procedimiento para los estandares de kukulkanin-A, acido

isocuprésico, 3-amirina.



a) B-amirina b) Acido isocuprésico

/7

CH,OH

d) Kukulkanin-A

Figura N° 23. Estructura de marcadores de referencia: a) Triterpeno, b)
Diterpeno, c) Flavonol, d) Chalcona.




ANEXO N° 10
CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS DE LAS MUESTRAS DE
PROPOLEOS

M1 M2 M3
El Rosario, El Rosario, Huizucar,
Finca Los Claros Quinta Neftaly Apiario Leonardo

M4 M5 M6
Juayua, Apiario Mario Chilanga, Apiario Carlos Jocoaitique, Apiario
Calzadilla Vargas Mauricio Castro

Figura N° 24. Aspecto de los propdleos obtenidos de cinco regiones de
El Salvador



ANEXO N° 11
CUADRO DE DATOS PARA EL CALCULO EN LA DETERMINACION DE LAS
PROPIEDADES FISICOQUIMICAS



Tabla N° 20. Datos para el célculo en la determinacion del porcentaje de
humedad y su desviacién estandar

St P. caja Peso | P.caja+ Mx | Humedad | X (% | Desviacion
odigo
J vacia (g) | Mx (g) seca (g) (Yp/p) p/p) | estandar (S)
10.0903 | 2.0040 12.0160 3.91
M1 3.80 0,16
9.5294 | 2.0038 11.4594 3.68
9.7248 | 2.0375 11.6629 4.88
M2 4.90 0,03
10.0196 | 2.0267 11.9466 4.92
9.9964 | 2.0362 11.9360 4.74
M3 4.77 0,04
9.5900 | 2.0435 11.5356 4.79
10.0374 | 2.0179 11.9702 4.22
M4 4.32 0,14
9.1515 2.0211 11.0833 4.42
11.0733 | 2.0283 12.9511 7.42
M5 7.53 0,16
9.6935 | 2.0372 11.5751 7.64
11.0711 | 2.0068 12.9752 5.12
M6 5.01 0,16
11.1113 | 2.0189 13.0315 4.89

1) Ecuacion de porcentaje de Humedad:
P1— P2

1

X100

% Humead =

P, = Peso de caja de aluminio vacio(g).
P, = P de caja de aluminio con mx humeda — peso de caja de alumonio (g)

P, = P de caja de aluminio con mx seca — peso de caja de aluminio (g).

2) Ecuacion de desviacion estandar:

L(xi —%)?

S =
n—1

Donde:




S = Desviacion tipica estandar.
Xi = Muestra individual.

X = Promedio de muestras.

n = Numero de muestras.

2> = Sumatoria desde muestra 1 a “n” nimero de muestras.

Tabla N°21. Datos para el calculo en la determinacién del porcentaje de

cenizas y su desviaciéon estandar

T P.crisol | Peso | P.crisol + | Cenizas X Desviacion
odigo
J vacio (g) | Mx(g) | cenizas (g) | (% p/p) | (% p/p) | estandar (S)

28,3643 | 1,0623 | 28,3870 2,14
M1 2,07 0,10
19,1106 | 1,0747 | 19,1321 2,00

27,3979 | 1,0515 | 27,4268 2,75
M2 2,80 0,07
24,5565 | 1,0995 | 24,5878 2,85

22,2682 | 1,0330 | 22,2926 2,36
M3 2,36 0,01
27,3983 | 1,0756 | 27,4236 2,35

28,3653 | 1,0093 | 28,3878 2,23
M4 2,24 0,01
24,5572 | 1,0293 | 24,5803 2,24

24,2705 | 1,0193 | 24,2911 2,02
M5 1,93 0,13
22,8352 | 1,0345 | 22,8542 1,84

23,3623 | 1,0327 | 23,3829 1,99
M6 2,11 0,16
22,0678 | 1,0122 | 22,0903 2,22

1) Ecuacion de porcentaje de cenizas:

P

% Cenizas = z X100

1=~ Po
P, = Peso de crisol sin muestra (g).
P, = Peso de crisol + muestra humeda (g).

P, = Peso de cenizas + peso del crisol (g).



2) Ecuacion de desviacion estandar:

n—1
Donde:
S = Desviacion tipica estandar.
Xi = Muestra individual.
X = Promedio de muestras.
n = Numero de muestras.

2 = Sumatoria desde muestra 1 a “n” nUmero de muestras.

Tabla N° 22. Datos para el calculo en la determinacion del porcentaje de

resinas y su desviacion estandar

T P.balon | Peso | P.balon+ |resinas X Desviacion
odigo
J vacio (g) | Mx(g) | resinas (g) | (% p/p) | (% p/p) | estéandar (S)

101.7052 | 2.0198 | 101.9968 14.44
M1 14.27 0.24
87.8107 | 2.0052 88.0935 14.10

110.2229 | 2.0044 | 110.5953 18.58
M2 18.06 0.74
112.3966 | 2.0679 | 112.7592 17.53

96.0107 | 2.0879 96.6312 29.72
M3 30.30 0.82
84.1464 | 2.0529 84.7803 30.88

110.2309 | 2.0924 110.6584 20.43
M4 21.11 0.96
112.3992 | 2.0643 112.8491 21.79

111.9709 | 2.0111 | 113.0141 51.87
M5 50.45 2.01
112.3956 | 2.0525 | 113.4019 49.03

96.0170 | 2.0203 96.6013 28.92
M6 27.68 1.75
84.1529 | 2.0350 84.6911 26.45

1) Ecuacion del porcentaje de resinas:



— PO

X100

% Resinas =
Mx

R; = peso de balén redondo con resinas (g)
P, = peso del balén redondo vacio (g)

Pux = peso muestra (g)

2) Ecuacion de desviacion estandar:

n—1
Donde:
S = Desviacion tipica estandar.
Xi = Muestra individual.
X = Promedio de muestras.
n = Numero de muestras.

> = Sumatoria desde muestra 1 a “n” nUmero de muestras.



Tabla N° 23. Datos para el célculo en la determinacion del porcentaje de ceras.

Codigo Peso del baldn Peso Peso de balon + Ceras
vacio (g) muestra (g) ceras (Q) (% P/P)

M1 140.218 1.5060 141.1779 63.74
M2 87.368 1.5100 88.2888 60.98
M3 150.773 1.6340 151.6252 52.15
M4 110.087 1.5340 111.1399 68.64
M5 94.1250 1.5210 94.6962 37.55
M6 87.9790 1.5480 88.7465 49.58

1) Ecuacion del porcentaje de ceras:

—P
9X100

% ceras =
Mx

C; = Peso de balén redondo con ceras (g)
P, = Peso del balén redondo vacio (g)

Pux = Peso muestra (g)



ANEXO N° 12
CUADRO DE DATOS PARA EL CALCULO DE LA CONCENTRACION DE
PLOMO Y CADMIO DE LAS SEIS MUESTRAS DE PROPOLEOS



Tabla N° 24. Datos para el célculo de concentracion de plomo (Pb) de las seis muestras de propoleos.

Muestra Absorcion atémica en Horno de grafito
o _ Peso de Factor de | Lecturadirecta | Resultados | Promedio Pb | Desviacion
Cabdigo Localidad o i
muestra (g) | dilucion Pb Pb (ppm) (ppm) estandar

1.0623 0.025 0.600

M1 Finca los Claros 25 0.560 0.06
1.0747 0.022 0.519
_ 1.0515 0.016 0.373

M2 Quinta Neftaly 25 0.332 0.06
1.0995 0.013 0.290
Apiario 1.0330 0.013 0.321

M3 25 0.297 0.03
Leonardo 1.0756 0.012 0.273
Apiario Mario 1.0093 0.012 0.288

M4 _ 25 0.276 0.02
Calzadilla 1.0293 0.011 0.264
Apiario Carlos 1..0193 0..006 0.153

M5 25 0.149 0.01
Vargas 1.0345 0.006 0.145
Apiario Mauricio 1.0327 0.022 0.532

M6 25 0.617 0.12
Castro 1.0122 0.028 0.702




Tabla N° 25. Datos para el célculo de concentracion de Cadmio (Cd) de las seis muestras de propoéleos.

Muestra Absorcion atomica en Horno de grafito
o _ Peso de Factor de Lectura Resultados Promedio Cd | Desviacion
Cabdigo Localidad o ) )
muestra (g) | dilucion | directa Cd Cd (ppm) (ppm) estandar
_ 1.0623 ND ND
M1 Finca los Claros P2 T e T e
1.0747 ND ND
_ 1.0515 ND ND
M2 Quinta Neftaly 25 L 00000000000 e e
1.0995 ND ND
Apiario 1.0330 ND ND
M3 22 S e e e
Leonardo 1.0756 ND ND
Apiario Mario 1.0093 ND ND
M4 _ P T e e
Calzadilla 1.0293 ND ND
Apiario Carlos 1..0193 ND ND
M5 24 T O R B
Vargas 1.0345 ND ND
Apiario Mauricio 1.0327 0.001 0.013
M6 25 0.013 0.00
Castro 1.0122 0.001 0.013

*ND: No detectable (< 0.001)




Calculos: Los resultados fueron calculados utilizando el programa Microsoft
Excel 2013.

Muestra M1 (lectura 1)

- Ejemplo: Calculo del concentracion total de plomo para la muestra de

propéleos.

Factor de dilucic’m)
peso muestra

Concentracion total Pb (ppm) = Lectura directa Pb X (

Concentracion total Pb (ppm) = 0.025 ppm X( 25 )

1.0623g

Concentracion total Pb (ppm) = 0.600 ppm de Pb

- Ejemplo: Calculo del promedio de las concentracion de plomo (Pb)

X1+x2+---+Xn

X =
N
% = (0.600+0.2519) ppm _ 0.560 ppm
- Ejemplo: Calculo de la desviacion estandar para la concentracion de
plomo
o VIGi—%)?
B n—1

. /(0.600 — 0.560)% + (0.519 — 0.560)2
B 1

S=0.06

Nota: Hacer el mismo calculo para las muestras restantes de propéleos y para

los calculos de concentracion de cadmio.



