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RESUMEN

Se abordé la problematica de la estandarizacion del propéleos, desde un
enfoque basado en el estudio quimiométrico de la correlacion entre la
composiciéon quimica y la actividad biolégica de muestras recolectadas en
diferentes zonas geografica de la region del Biobio y Araucania. Se implemento
un método espectroscopico de bajo costo para caracterizar muestras crudas de
propéleos en funcion de su composicibn quimica. Fueron desarrollados
modelos predictivos de actividad biologica para ser utilizados en el control de la

produccioén de productos apicolas.

Para desarrollar estos modelos se utilizo la espectroscopia de infrarrojo
cercano (NIR) con muestras de propoleos crudas, sin ningun tipo de
procesamiento. Los espectros NIR fueron calibrados con los resultados
obtenidos por diferentes métodos de referencia, (espectroscopicos y
cromatograficos) para algunos compuestos de interés bioldgico relevante, tal
como son el contenido de polifenoles totales, el contenido de flavonoides totales
y el contenido de equivalentes de fenetil éster de acido cafeico (CAPE).
Simultdneamente, a partir de los mismos espectros NIR, se desarrollaron
modelos predictivos PLS de la bio-actividad “in vitro” que pudieran tener 26
muestras de propoéleos determinadas por los métodos tradicionales de inhibicién
enzimatica, como fueron la actividad antioxidante y la actividad antidiabética. La
capacidad de prediccion simultanea de marcadores quimicos responsables de
alguna actividad bioldgica relevante mediante el uso de herramientas
guimiométricas permite inferir que es posible abordar la problematica de la
estandarizacion de propdleos de manera rapida, eficiente, automatizable y de
bajo costo, siendo esta informacion util para la industria apicola y que puede ser

extrapolado a otro tipo de investigacion de productos naturales.

Palabras Clave: Propdleos, NIR, PLS, CAPE, Flavonoides, Polifenoles



INTRODUCCION

Estado actual de la Apicultura en Chile.

El desarrollo de la apicultura en Chile ha tenido un importante apoyo del
Estado en iniciativas desarrolladas por agricultores y sociedades apicolas en el
mundo rural. Por la via de proyectos individuales y asociativos se han
implementado un namero importante de emprendimientos de desarrollo apicola
financiados por instituciones como el Instituto de Desarrollo Agropecuario
(INDAP) con su programa PRODESAL (Programa de Desarrollo Local)
encargados de apoyar a los pequefios productores agricolas y sus familias que
desarrollan actividades silvoagropecuarias. La Corporaciéon de Fomento de la
Produccion (CORFO) y el Servicio de Cooperacion Técnica (SERCOTEC) son
instituciones cuya mision es impulsar la actividad productiva y apoyar iniciativas
de mejoramiento de la competitividad de las micro y pequefias empresas. El
Servicio Agricola y Ganadero (SAG) es el organismo dependiente del Ministerio
de Agricultura encargado de apoyar el desarrollo de la agricultura en Chile y
una de sus labores es aplicar instrumentos que permitan determinar la aptitud
para consumo humano de la miel y otros productos apicolas, asi como también
velar por el cumplimiento de los requisitos y exigencias internacionales y
verificar la informacion de respaldo necesaria para la certificacion de productos
apicolas. Es asi como existe toda una institucionalidad ligada al desarrollo de la
apicultura en Chile, desde la etapa de formulaciéon de proyectos, apoyo al
emprendimiento, asesoria técnica, evaluacion del producto final y verificaciéon
del cumplimiento de exigencias fitosanitarias. Todo esto, asociado a la favorable
condicion climatica debiera permitir que Chile fuera un productor destacado de

productos apicolas en el concierto internacional.



Sin embargo, esta actividad ha presentado problemas relacionados con
la implementacion de estas unidades productivas, cuyas principales falencias
son: Escasa capacitacion e infraestructura para el manejo de apiarios
productivos, saludables e inocuos; bajos estandares de calidad en la
produccion; escaso valor agregado en los productos terminados; falta de
estudios cientificos que avalen los beneficios de estos productos; reducidas
posibilidades de control sobre la produccién apicola, entre otros. Esto se
traduce en dificultades y barreras para los productores en acceder a nuevos
mercados restringiendo sus posibilidades de mejorar sus ganancias, lo que no
guarda relacion con las buenas perspectivas descritas anteriormente. Es por
ello que el progreso de la apicultura en Chile requiere aportes de [+D
principalmente en las etapas de control de calidad de la produccion y desarrollo
y diferenciacion de productos. Asimismo, es importante realizar estudios
cientificos que determinen las propiedades saludables de estos productos y

demuestren los beneficios asociados a su consumo y utilizacion.

En este contexto, el Programa de Doctorado en Ciencias y Tecnologia
Analitica de la Universidad de Concepcion nace como un programa innovador,
orientado en la formacion de recursos humanos de alto nivel con capacidad
para realizar investigacion independiente y original, innovacion tecnolégica y
gestién, cuya visién implica una vinculacion sélida y permanente con el sector
productivo nacional. El desarrollo de investigaciones cientificas asociadas al
emprendimiento local es una estrategia que permite a los productores otorgar
un mayor valor agregado a su trabajo, mejorar su competitividad, acceder a
nuevos mercados y valorizar la imagen de Chile como pais productor de bienes

saludables y con altos estandares de calidad.
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Productos apicolas. Usos y aplicaciones de

Propoleos.

La Miel, propdleos y jalea real son productos apicolas que han sido
usados por muchos afios en “medicina popular’ con diversas aplicaciones
beneficiosas para el hombre. Destacado es el aporte nutritivo de la miel como
una fuente natural de carbohidratos, utilizada principalmente como un
endulzante natural. El propdleos forma parte de la medicina tradicional desde
tiempos ancestrales, donde muchas culturas lo han utilizado en ritos funebres y
usos medicinales. La Jalea real es el alimento recibido por la abeja reina
durante todo su estado larval, confiriéndole un mayor desarrollo y tamafio que el
resto de sus hermanas. Se le ha utilizado por la industria cosmética como un
ténico para la piel y estimulante del crecimiento del cabello asi como también
para la longevidad en la medicina tradicional.

El propdleos, del griego “propolis” pro: defensa y polis: ciudad; es un
producto natural resinoso y adhesivo que es recolectado, transformado y
utilizado por apis mellifera sp., cuya funcién principal es mantener un
adecuado estado de sanidad apicola. Las abejas recolectan resinas y balsamos
a partir de grietas presentes en la corteza de los arboles y brotes de las hojas,
en un radio de vuelo aproximado de 5 km. Esta resina es masticada,
parcialmente digerida y mezclada con sus propias enzimas salivales y cera,
para ser almacenado al interior de la colmena. (Burdock, 1998). Después de la
miel, es el segundo producto en cantidad elaborado por las abejas. Es utilizado
para sellar espacios abiertos, recubrir las paredes internas de la camara de cria
y celdas reales, proteger del ingreso de intrusos y prevenir la descomposicion

de organismos extrafios que hayan ingresado al interior de la colmena.
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Existe evidencia significativa que valida muchas propiedades de
propdleos como  antiséptico, antifingico, antibacteriano,  antiviral,
antiinflamatorio, inmunomodulador, protector hepatico, antidiabético, antitumoral
y antioxidante. (Marcucci, 1995; Burdock, 1998; Banskota, 2001; Castaldo &
Capasso, 2002; Matsui et al., 2004; Fuliang et al., 2005; Viuda-Martos et al,
2008). Algunas de sus aplicaciones son preparaciones para el sindrome de
resfrio, afecciones de garganta, preparaciones dermatologicas para el
tratamiento de quemaduras, acné, herpes, etc. (Burdock, 1998). Ademas ha
sido utilizado en enjuagues bucales o pastas dentales para prevenir las caries y
tratar la gingivitis y la estomatitis (Libério et al, 2009). Aplicado externamente,
alivia varios tipos de infecciones causadas por bacterias y hongos (Castaldo &
Capasso, 2002). En la década del 70 y 80 se realizaron estudios en pacientes
que demuestran la efectividad de Propdleos en dermatologia,
otorrinolaringologia, enfermedades ginecoldgicas, enfermedades digestivas,
odontologia y otras patologias (Marcucci, 1995). Respecto de su toxicidad, el
Propéleos contiene algunos compuestos que pueden causar dermatitis de
contacto y reacciones de hipersensibilidad (Marcucci, 1995; Burdock, 1998;
Basista-Soltys, 2013). El calculo de la LDsy en ratones se calcula superior a
2000 mg/kg (Burdock, 1998; Banskota, 2001) concluyendo que es un producto
de muy baja toxicidad. La ingesta cronica del propdleos también ha sido
evaluada, no encontrdndose alteraciones bioquimicas que sugieran toxicidad a
largo plazo (Mani et al, 2006), al contrario, mostrando una buena
biodisponibilidad oral y un adecuado perfil de seguridad (Basista-Soltys, 2013).
Estas propiedades, que han sido acreditadas por diversos investigadores en
los ultimos 30 afos, son las responsables de la proliferacion en el mercado de
productos derivados del Propoleos provenientes tanto de la industria

farmacéutica como alimenticia.
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Estudios de Propodleos en Chile.

En Chile, los primeros estudios de propoleos reportaron la presencia de
algunos flavonoides como pinocembrina, crisina y galangina en muestras de la
regién de Valdivia (Alarcon, 1989). Luego, en 1998 se reportd la presencia de
lignanos por espectroscopia infrarroja, 1"-RMN y HPLC de una muestra de
propéleos chileno proveniente de la region de O’Higgins (Valcic S. et al, 1998).
En el afio 2000, se estudid la actividad antioxidante de una muestra de
propGleos obtenida en la zona de San Clemente, region del Maule,
describiéndose la presencia de dos flavanonas, tres flavonas y un compuesto
del tipo flavanol por 1"-RMN, obteniéndose como resultado una buena actividad
atrapadora del radical DPPH y un importante porcentaje de inhibicion de la
xantina oxidasa para algunos compuestos (Astudillo et al, 2000). En estudios
realizados en la zona central del matorral chileno, se determiné la presencia de
pinocembrina, acacetina, galangina, izalpina, acido cinamico entre otros
compuestos, (Mufioz et al, 2001). Montenegro en 2004 estudia el origen
botanico del propéleos chileno en muestras obtenidas entre la quinta y la octava
region, obteniéndose una buena clasificacion de los tipos de polen obtenidos en
las colmenas en estudio (Montenegro G. et al, 2004) Ese mismo afo, Russo y
colaboradores estudiaron la actividad antioxidante y accién antiproliferativa de
lineas celulares tumorales en humanos, de una muestra de propoéleos de la
sexta region que fue caracterizada mediante HPLC-DAD, identificandose los
compuestos galangina, acido caféico, acido p-cumarico, acido ferulico y fenetil
ester del acido caféico (CAPE) (Russo A. et al, 2004). En 2006, este mismo
grupo estudié la accion del propdleos como protector del dafio sobre
espermatozoides humanos generado por especies reactivas del oxigeno (ROS),
obteniéndose también resultados satisfactorios. (Russo A. et al, 2006).

Recientemente, en muestras provenientes de la Zona Central, se report6 la
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presencia de &cido cafeico, CAPE, &cido ferdlico, galangina, genisteina,

kaempherol, pinocembrina, quercetina y vainillina, entre otros compuestos

(Castro et al, 2014) confirmando ademas la actividad antiinflamatoria tanto in

vivo como in vitro (Valenzuela-Barra et al, 2015). La Tabla 1 muestra un cuadro

resumen con la evolucion en el tiempo de los estudios de propdleos realizados
en Chile.

Tabla 1: Compuestos reportados y actividad biologica de diferentes tipos de
propodleos estudiados en Chile.

al

. |Origen , . . .
Afo Composicion quimica Actividad biolégica |Autor Publicacion
Muestra
. Estudio Quimico de Propoleos. Tesis pregrado
1989 |valdivia Flavonoides (Crisina, Galangina) No reportada AlarcénR. VACH P preg
Lignans from Chilean Propolis. . Nat. Prod.
Pichilemu{¥aquil) |Lignanos valcicetal =
1998 (vaquil) No reportada 1998(61) 771-775
Phytochemical, Morphological, and Biological
. _. | viscidona, coniferil aldehido, etil ester del ) R R vt - ? B R
1999 | Pichilemu (Yaquil) R . [ .. Antibacteriana Valcicetal Investigations of Propolis from Central Chile. Z.
acidoferulico, vainillina)
Naturforsch. 1999 (54c) 406-416
Antioxidante Biologically active compounds from Chilean
2000 |SanClemente Flavanonas, flavonas, flavanol. - v, Astudilloetal R o . P .
antiinflamatoria propolis. Bol. Soc. Chil. Quim. 2000{45) 577-581
~ . a . Phenolic Compounds of Propolis from Central
; Pinocembrina, acacetina, galangina, . N
2001 |Colliguay R No reportada Mufioz et al | Chilean Matorral.Z Naturforsch. 2001 (56c)
izalpina, dcido cindmico
273-277
~ Galangina, &cido caféico, &cido p-cumérico, o Chilean propolis: antioxidant activity and
SanVicente Tagua |, _ . ) . . Antioxidantey o . L
2004 acidoferilicoy fenetil ester del 2cido ) p 3 Russoet al antiproliferative action in human tumor cell
Tagua ; antiproliferativa L
caféico (CAPE) lines. Life sciences 2004 (76) 545-558
Acido cafeico, miricetina, quercetina, El Propdleos Reduce la Esteatosis Hepética
2010 |Araucania kaempferol, apigenina, pinocembrina, Hepatomodulador Herrera elt al. | Inducida por Dieta en Ratones. Int. J. Morphol.,
galangina y CAPE 2010(28):75-84
Anti-atherogenic and anti-angiogenic activities
. Dalepraneet K
2012 |araucania(Cunco) |Pinocembrina, CAPE, quercetina, galangina | Anti-angiogenico of polyphenols from propolis. Journal of

Nutritional Biochemistry 2012(23) 557566

Acidocafeico, acidoferrulico, pinobanksina,
quercetina, querceting, pinocembrina,

Identification of microRNAs involved inthe
modulation of pro-angiogenic factors in

cafeico phenethyl ester, galangina

2014 | Araucania(Cunco) | kaempferol, apigenina, acido cafeico benzyl | Anti-angiogenico Cuevaset al atherosclerosis by a polyphenol-rich extract
ester, acido cafeico phenethyl ester, from propolis. Archives of Biochemistry and
galangina Biophysics 2014 (557) 28-35
Acidocafeico, acidoferrulico, pinobanksina, Identification of phenolic compounds by HPLC-
Region quercetina, pinocembrina, kaempferol, ESI-MS/M5 and antioxidant activity from
2014 ) o . N . Antioxidante Castroet al ) N B
Metropolitana apigenina, acido cafeico benzyl ester, acido Chilean propolis. Food Research International
cafeico phenethyl ester, galangina (2014) 64 273-279
Acidocafeico, acidoferrulico, pinobanksina, Anti-inflammatory activity and phenolic profile
Regidn quercetina, pinocembrina, kaempferol, Valenzuela- | of propolisfromtwo locations in Regidn
2015 ; . . B . Antiinflamatorio ) . )
Metropolitana apigeninz, acido cafeico benzyl ester, acido Barraetal Metropolitana de Santiago, Chile.Journal of

Eth h 1 2015 (168) 3744
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CAPITULO 1

Diversidad quimica de propoleos y la

problematica de su estandarizacion.

En general el propoleos esta compuesto por un 50% de resina vegetal, 30%
de cera de abeja, 10% de aceites esenciales, 5% de polen y 5% de otras
sustancias (Burdock, 1998). Mas de 300 compuestos han sido reportados como
constituyentes del propéleos entre ellos alcoholes, aldehidos, acidos y ésteres
alifaticos y aroméaticos, aminoacidos, acidos fendlicos y sus ésteres, polifenoles
del tipo flavonoides (flavanonas, flavonas y flavonoles), cetonas, terpenos,
lignanos, cumarinas preniladas, benzofenonas preniladas, esteroides vy
azucares entre otros. (Marcucci, 1995, Miguel et al, 2010). Sus caracteristicas
organolépticas se relacionan directamente con su composicién quimica la que
varia cualitativa y cuantitativamente de acuerdo al origen geogréfico, botanico y
a la fenologia de la flora local (Marcucci, 1995; Medic-Sarich et al, 2009), siendo

este uno de los aspectos que mas dificulta su estandarizacion.

De acuerdo a sus caracteristicas organolépticas se distinguen al menos tres

variedades de propoéleos de diferente origen y vegetacion predominante:

a) Propodleos café-amarillento encontrado en Europa central, China, Argentina y
Chile, donde se destaca su alto contenido de compuestos polifendlicos de

tipo flavonoides (quercetina, galangina, pinocembrina, canferol, crisina,
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b)

acaecetina, izalpina), &cidos fendlicos (acido cafeico, ferulico y p-cumarico) y
sus ésteres (fenetil y prenil éster del 4cido cafeico). Su origen boténico se
asocia predominantemente a las familias salicaceae, géneros populus sp.
(alamo) y salix sp. (sauce) y a la familia myrtaceae, genero eucalyptus sp.
(eucaliptus). (Mufioz et al, 2001; Russo et al, 2004; Castro et al, 2014)

Propéleos verde, encontrado preferentemente en el sur de Brasil se destaca
por su alta produccién (200-300 g al mes) asociada a la exuberante
vegetacion predominante y al desarrollo de innovadores técnicas de
recoleccion (colector inteligente o Pirassununga). Derivados de terpenos y el
acido 3,5-diprenil-4-hydroxicinamico o artepillina C es un compuesto que se
encuentra presente en este tipo de propoleos y su principal fuente vegetal
proviene de la familia asteraceae, género baccharis sp. (baccharis
dracunculifolia) (Aga H. et al, 1994).

Propdleos rojo, proveniente de zonas con clima calido tropical como la isla
de Cuba, Venezuela y norte de Brasil, donde sus compuestos mas
destacados son del tipo benzofenonas isopreniladas y algunas de sus
fuentes vegetales provienen del genero clusia sp (clusia rosea) y dalgerbia
sp (dalbergia ecastophyllum) (Cuesta-Rubio et al, 2007; Ribeiro et al, 2012)

Las variaciones estacionales también influyen en la composicién quimica del

propéleos (Teixeira et al.,, 2008). En la zona de temperatura del hemisferio

norte, las abejas recolectan propéleos sélo en verano (incluyendo el final de la

primavera y el comienzo del otofio) y la variacién estacional de la composicién

del propdleos es poco significativa en esta regién. En Brasil, sin embargo, la

recoleccion de propoleos puede durar todo el afio, pero algunos &acidos

aromaticos presentes en el propoleos se ven afectados en su composicion

durante el paso de las diferentes estaciones del afio (Bankova et al, 1998). Esto

nos indica que la variaciéon estacional de la composicion del propdleos es
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predominantemente cuantitativa, indicando que las abejas recolectan el

propdleos del mismo grupo de plantas determinado por su radio de vuelo.

También se han realizado algunos estudios que comparan la influencia de la
raza de abeja en la composicion quimica del propoleos y su actividad
antibacteriana contra microrganismos Gram positivos y Gram negativos (Silici &
Katluka, 2005). El andlisis por GC-MS de extractos etandlicos derivatizados
demostré que existe alguna diferencia entre las tres razas del estudio: apis
melifera caucasica resulté tener una mayor actividad antibacteriana que las
variedades anatdlica y cérnica, siendo ésta una aproximaciéon que también debe

ser considerada.

Algunos estudios indican que en muestras procedentes de diferentes zonas
geograficas y climaticas se mantiene presente la actividad biolégica del
propéleos, particularmente su actividad sobre microorganismos, siendo esta
actividad resultado de una composicion quimica totalmente diferente. (Markham
et al, 1996; Kujumgiev et al, 1999; Bankova, (A) 2005). La Tabla 1.1 nos
muestra los compuestos a los que se le atribuye una actividad bioldgica,
extraidos de muestras de propéleos de diferente origen geografico y botanico.
Esto sugiere que apis melifera es capaz de adaptarse y sintetizar propdéleos
tiles para la colmena y cumplir su funcién de sanidad apicola en cualquier
condicion, dependiendo soOlo de la vegetacion disponible en el lugar de
recoleccion dentro de su radio de vuelo. Esto ha llevado a algunos
investigadores a proponer que las propiedades bioldgicas del propdleos sean
correlacionadas con una detallada investigacion de su composicion quimica y
de su origen botanico, siendo este uno de los aspectos que mas dificulta su

estandarizacion. (Sforcin & Bankova, 2011).
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Tabla 2: Compuestos responsables de la actividad biologica de diferentes tipos
de propdleos.

Tipo de Actividad Actividad Actividad Actividad Actividad Actividad
Propoleo Antibacteriana Antiinflamatoria Antitumoral Hepatoprotectora Antioxidante Alergénica
Europeo (tipo Flavanonas, Flavanonas, Acido Cafeico Acido Cafeico, Flavonoides, 3,3-Dimetilalil
poplar) Flavonas, Acidos Flavonas, Acidos Fenetil ester Acido Ferrulico, Acidos Fendlicosy cafeato
Fendlicos y sus Fendlicos y sus (CAPE) CAPE sus esteres
esteres esteres
Brasilero (tipo Acido p-cumarico No identificado  Acido p-cumarico Acido p-cumarico Acido p-cumarico No ensayado
Baccharis) prenilado, prenilado, prenilado, prenilado,
labdano, diterpenos, Flavonoides, Flavonoides
diterpenos benzofuranos Lignanos, Acido
Cafeoilquimico
Cubano Benzofenonas No testeado Benzofenonas No identificado  Benzofenonas No ensayado
preniladas preniladas preniladas
Extraido de Bankova V., 2005 b. eCAM 2005;2(1)29-32

Por todo lo expuesto, la problemética de la estandarizacion del propdleos
es un tema complejo, que ha sido abordado por diferentes investigadores
mediante la elucidacién de su composicion quimica y la correlacion de esta con
su actividad biologica. Dada la variabilidad de la matriz y las caracteristicas
particulares de los distintos tipos de propdleos que se han investigado esta
labor resulta compleja, demanda mucho tiempo, requiere la disponibilidad de
varias técnicas analiticas y generalmente deja de lado las interacciones entre
los diferentes compuestos que constituyen la matriz. El andlisis multivariado del
propéleos en conjunto con la determinacién selectiva de algunos compuestos
con actividad biolégica relevante permitiria establecer un parametro de calidad
de las muestras que nos ayude a desarrollar un sistema de control que facilite

su estandarizacion.

21



1. Importancia de los polifenoles en la bio-
actividad del propodleos.

Resulta interesante estudiar la relacion existente entre la estructura quimica
de los polifenoles presentes en el propdleos y los mecanismos de accion
involucrados en las diferentes actividades bioldgicas descritas en la Tabla 1. Se
cree que los flavonoides podrian estar implicados en la inhibicion de la sintesis
de &cidos nucleicos, inhibicion de funciones de la membrana citoplasmatica e
inhibicién del metabolismo energético de ciertas bacterias (Cushnie & Lamb,
2005). La quercetina, uno de los componentes del propoleos ha demostrado
provocar un aumento en la permeabilidad de la membrana bacteriana y una
disipacion del potencial de membrana. (Mirzoeva et al, 1997). Este mecanismo
de accién antibacteriana nos hace pensar que aunque quercetina ha mostrado
una gran actividad antioxidante (Kumazawa et al, 2004) su accién sobre la
permeabilidad en la bacteria puede deberse a un efecto pro oxidante, que
podria estar asociado a la generacion de especies reactivas derivadas del
oxigeno (ROS). En determinadas condiciones se ha descrito que los polifenoles
podrian generar especies reactivas al oxigeno como el H,O, o incluso -OH a
través de la reaccion de Haber-Weiss-Fenton. Esta polifuncionalidad por parte
de algunos compuestos fendlicos (galato de epigalocatequina, EGCG, por
ejemplo), es evidente si se considera que ademas, éstos podrian generar
ambientes oxidativos diferenciales que permitan proteger a las células del
huésped de las ROS y por otro lado promover la apoptosis de las células
tumorales (Yamamoto et al., 2003). Una hipétesis recientemente planteada para
explicar el por qué solo ciertos antioxidantes polifendlicos se muestran activos
contra bacterias, considera el potencial efecto pro oxidante que muestran
ciertos polifenoles. La forma en que los polifenoles podrian actuar como
generadores de especies reactivas del oxigeno fue abordada por varios

investigadores (Ahoshima et al., 2005; Arakawa et al, 2002; Arakawa et al,
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2004; Aragawa et al.,, 2003), y utilizando como modelo de polifenoles,
catequinas de té verde (cuya propiedad bactericida es conocida), los autores
demostraron que a pH 7-8 (o superiores), tal tipo de estructura es capaz de
generar cantidades significativas de peroxido de hidrégeno. De acuerdo a los
autores, la generacion de peroxido de hidrégeno podria explicar el efecto
bactericida de los flavan-3-oles. La habilidad de las catequinas para generar
peréxido de hidrogeno seria favorecida por el arreglo de grupos hidroxilo en
este tipo de moléculas, lo que permitiria la disociacion del H+ en solucion y un
electron en el fenol que reduce al oxigeno, generdndose en consecuencia anion
superoxido. EI anién superdoxido posteriormente sufre reduccion por la
catequina (ej. EGCG), lo que lleva a la formacién de 02 # ; adicionalmente, el
protén se combina con el superoxido generando H,O,. Este mecanismo no solo
explicaria la generacién de H,O, producida por catequinas puras. También se
ha observado la produccion de dicho oxidante en infusiones de té negro, té
verde y té oolong en las cuales se pudo determinar concentraciones de H,0,
correspondientes a 1.5 x 10, 2,4 x 10* y 0.87 x 10 mol/L, respectivamente.
Estos niveles de H,O, serian suficientes para ejercer una accion bactericida en
cepas Gram positivas y negativas (Arakawa et al., 2004).

La inhibicion enzimatica es uno de los mecanismos por los cuales los
polifenoles ejercen muchos de sus efectos. En determinados casos tal inhibicién
esta asociada a fendmenos competitivos, donde el compuesto polifenolico es
capaz de unirse al sitio activo de la enzima promoviendo un efecto inhibitorio.
En otras ocasiones los polifenoles pueden inhibir las enzimas alterando la
arquitectura tridimensional de ésta. Las ureasas son enzimas ricas en tioles,
donde por ejemplo, el contenido total de éstos en la ureasa Jack bean (vegetal)
se ha estimado en 15 grupos por subunidad. Sin embargo, solo 6 de las 15
cisteinas son accesibles a reactivos selectivos para ellos. Una de esas 6
cisteinas, Cys592, esta localizada en el brazo movil que cierra el sitio activo de
la ureasa. Esta cisteina juega un papel crucial en la actividad catalitica (Ciurli et
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al., 1999). Recientemente, una serie de estudios han demostrado cémo la
presencia de ciertos grupos funcionales como los quinénicos y tiosulfinatos en
los inhibidores irreversibles de ureasa, afecta el grado de oxidacion de los tioles
de la ureasa Jack bean (Takishima et al., 1998; Kot, 2006; Krajewska et al.,
2007; Zaborska et al., 2007, Zaborska et al, 2009). En determinadas
condiciones, los compuestos que presentan estos grupos funcionales, pueden
inducir la oxidacion de los tioles de la ureasa de una forma similar al efecto
oxidante de H,O,. En efecto, la modificacion quimica de Cys592 resulta en
inactivacion de la enzima. Sin embargo, la modificacion covalente de las otras 5
cisteinas, las cuales son mas reactivas que Cys592, no afectan la actividad de
la enzima. El mismo fenémeno ha sido descrito anteriormente para la Xantina
oxidasa (XO) (Anderson et al., 1995). Por lo tanto, se ha sugerido que los
polifenoles capaces de generar tales ambientes redox promueven la inhibicion

enzimatica a través de las reacciones sefaladas anteriormente.

La relacion entre la estructura de los polifenoles presentes en el
propdleos y su actividad antioxidante ha sido revisada recientemente (Kurek-
Gorecka A. et al, 2014), particularmente en lo que respecta a acidos fendlicos y
flavonoides. Los acidos fendlicos estan constituidos por un anillo de benceno,
grupos carboxilo e hidroxilo tal como se muestra en la Figura 1. Su actividad
antioxidante depende del numero de grupos hidroxilo presente en su estructura
y sus efectos estéricos. La posicion de los grupos hidroxilo, asi como el tipo de
sustitucién en el anillo aromatico, influyen en la actividad antioxidante de estos
compuestos. Derivados monohidroxilados del acido benzoico con un grupo
hidroxilo en la posicion -orto o -para en el anillo no muestran actividad
antioxidante, contrariamente a los derivados en posicion -meta. Ademas, la
actividad antioxidante aumenta en acidos con un grupo hidroxilo junto con la
presencia del grupo metoxi adicional en el anillo. La sustituciéon de un grupo
alquilo o metoxi en la posicion orto aumenta la estabilidad y las propiedades
antioxidantes de los acidos fenolicos. Derivados dihidroxilados del acido
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benzoico muestran tener mayor actividad antioxidante cuando los grupos
hidroxilo aparecen en las posiciones 3 y 5. Acido gélico, que contiene tres
grupos hidroxilo en posiciones 3, 4 y 5, se caracteriza por ser un potente
antioxidante. La esterificacion del grupo carboxilo en acido galico disminuye sus

capacidades antioxidantes.

O~ _OH
Oy -OH
HO OH
OH
Acido Benzoico Acido Galico
0 0 Q
HO.
N A N OH
OH OH
HO HO
Acido Cindmico Acido Cumarico Acido Cafeico
O
H
3CO X OH
HO

Acido Ferrulico

Figura 1.Estructura quimica de algunos acidos fendlicos presentes en
propéleos.

Por otro lado, la influencia de los grupos hidroxilo adicionales en el anillo

aromatico provoca un aumento de la actividad antioxidante, lo que se puede
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observar en el caso del acido cinamico. El acido cafeico tiene un efecto
antioxidante mas potente que el acido cumarico derivado de la presencia de un
grupo hidroxilo adicional en posicion -meta. La potencia de la actividad
antioxidante de los acidos fendlicos también depende de la ubicacion del grupo
carboxilo. Este grupo tiene un impacto negativo en las propiedades donadoras
de los hidroxibenzoatos y sus derivados. Los &cidos hidroxicinamicos que
tienen una cadena lateral con un grupo etileno, muestran mayor capacidad de
donar hidrégeno y el radical formado es mas estable. Por lo tanto, los derivados
del acido cinamico muestran mejores propiedades antioxidantes que derivados
del acido benzoico. El &cido ferulico, con un grupo metoxi en la posicion 3
muestra una mayor capacidad para estabilizar radicales fenoxi que el acido p-
cumarico. El acido cafeico se caracteriza por una mejor reactividad hacia los
radicales en un ambiente acuoso que el 4cido ferulico. El acido ferdlico muestra
afinidad a los lipidos, que se relaciona a la sustitucion del &tomo de hidrégeno
en el grupo hidroxilo con un grupo metilo. Esto le confiere mejores propiedades
antioxidantes en entornos de tipo emulsién, en comparacién con el acido
cafeico que tiene un mejor desempefio en solventes polares como el agua. La
presencia del grupo metoxi en el acido ferulico hace que sea mas eficaz como
antioxidante que el acido p-cumarico. Esto es debido a la capacidad del grupo
metoxi como donante de electrones, provoca el aumento de la capacidad de
estabilizar los radicales ariloxi y hace que un compuesto de dicha estructura sea
un antioxidante mas eficaz. En su investigacion sobre las grasas de oxidacion,
Rice-Evans y colaboradores determinaron que la actividad antioxidante varia en
el siguiente orden: &cido cafeico> acido ferulico> acido p-cumarico (Rice-Evans
et al. 1996)

Los flavonoides son metabolitos secundarios de las plantas que pueden
actuar como fitoalexinas y tienen un papel importante en los procesos de
crecimiento, proteccion UV y sefalizacion quimica de las plantas. (Ignat et al,
2011; Massaro et al, 2014). El elemento basico de su estructura es una unidad
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de C6-C3-C6 que consta de 15 &tomos de carbono, como se ve en la Figura 2,
que incluye un anillo benzoico y una unidad de fenilpropano. La mayoria de los
flavonoides crean un sistema heterociclico que contiene oxigeno entre sus
anillos aromaticos. Un elemento frecuente de su estructura es un doble enlace
en la posicion C-2 y C-3, asi como la presencia de un grupo carbonilo en la
posicion C-4.

4’

5!

5 4
Enlace
3 5 i 3 4 C2-C3
pinocembrina H OH OH H Simple
crisina H OH OH H H Doble
narigenina H OH OH H OH Simple
apigenina H OH OH H OH Doble
galangina OH OH OH H H Doble
kaempherol OH OH OH OH H Doble
guercetina OH OH OH OH OH Doble

Figura 2: Estructura basica de algunos flavonoides encontrados en propoleos.
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En las plantas, estos compuestos generalmente aparecen como

estructuras de glucésido, en los que el fragmento de azucar contiene 1 a 5

moléculas de monosacéaridos unidos con enlaces O- o C-glucosido. Los

azucares que aparecen mas frecuentemente son hexosas (glucosa, galactosa),

pentosas (arabinosa, xilosa, mafiosa) o acidos urdnicos (acido glucurénico,

acido galacturdnico); estos a menudo son esterificados con &acido sulfdrico,

acidos alifaticos (acético o maldnico) o acidos aromaticos (benzoico, cinamico).

Las clases basicas de flavonoides son: flavonas, flavonoles, flavanonas,

flavanoles, isoflavonas, flavan-3-oles (catequinas), chalconas, antocianidinas y

leukoantocianidinas. Los flavonoides se caracterizan por poseer propiedades

antioxidantes. Estas propiedades estan estrechamente relacionadas con la

estructura de estos compuestos. La actividad antioxidante eficaz de flavonoides

es el resultado de los siguientes elementos de su estructura:

el grupo orto-dihidroxi (catecol) en el anillo B, muestra capacidad
significativa como "atrapador” de radicales de oxigeno (ROS) y radicales
de nitrégeno (RNS) provocando una alta estabilidad del radical fenoxilo
recién creado. Los grupos hidroxilo en el anillo B son donadores de
electrones y de nitrdgeno para los radicales. (Ejemplo: Quercetina)

el doble enlace entre el carbono C-2 y C-3 y la presencia del grupo 4-oxo
en el anillo C es la razén de la deslocalizacion de un electron en el anillo
B. Las propiedades antioxidantes son el resultado de la deslocalizacion
de un electron en la unidad aromética. Durante la reaccion de estos
compuestos con radicales libres, los radicales fenoxilo formados se
estabilizan por el efecto de la resonancia en el anillo aromatico.

grupos hidroxilo cercanos de los carbonos C-3 y C-5 en presencia de
grupos 4-oxo en el anillo A y C generan los efectos maximos de

“atrapamiento” de radicales libres.
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Las propiedades antioxidantes de los flavonoides disminuyen ante la
glicosilacion o la presencia de grupos metoxilo en el carbono C-3,
probablemente asociado a un impedimento estérico. El mayor poder
antioxidante se ha observado en los Flavon-3-oles (por ejemplo, -quercetina,
miricetina, morina), flavan-3-oles-catequinas (galato de epicatequina, galato de
epigalocatequina, epigalocatequina, catequina) antocianidinas (cianidina) (Rice-
Evans et al. 1996; Heim et al, 2002).

La actividad antioxidante de los polifenoles es una de sus propiedades
mas estudiadas. Un amplio espectro de la actividad biolégica de estos
compuestos con respecto al cuerpo humano se traduce en gran parte de sus
efectos antioxidantes sobre radicales libres formados a partir de formas
reactivas del oxigeno (ROS) que se producen por la reduccién gradual de
oxigeno molecular en las reacciones de un electron. (Cuvelier et al, 1996; Rice-
Evans, 2004). Los radicales libres son capaces de oxidar las proteinas
celulares, acidos nucleicos y lipidos. Ellos contribuyen al envejecimiento de las
proteinas celulares, mutagénesis, carcinogénesis y al desarrollo de
enfermedades como el Parkinson o el Alzheimer. También aumentan el riesgo
de enfermedades cardiovasculares, probablemente  mediante la
desestabilizacion de las membranas celulares y por oxidacion de las
lipoproteinas LDL. Los polifenoles son antioxidantes exdgenos naturales.
Ingeridos con los alimentos, pueden ser absorbidos incambiados, o
metabolizarse por reacciones de hidroxilacién, metilacion, sulfatacibn o
glucuronidacién. Por ello, la biodisponibilidad de los polifenoles depende del tipo
de alimento ingerido. La union a proteinas plasmaticas disminuye su absorcion,
mientras que su ingesta con alcohol las aumenta. Una gran mayoria de los
polifenoles consumidos pueden ser degradados por la microflora bacteriana
intestinal, adquiriendo gran relevancia los ensayos in vivo que puedan aportar
informacion sobre su participacion y mecanismos de accion que expliquen los

reales beneficios del consumo humano.
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2. Propbleos y el estudio de su composicion
guimica.

Con el desarrollo de técnicas analiticas de separacion y purificacion tales
como cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), cromatografia en capa
fina (TLC) y cromatografia de gases (GC), asi como las técnicas de
identificacion como espectroscopia de masas (MS), resonancia magnética
nuclear (RMN), cromatografia de gases acoplada a espectroscopia de masas
(GC-MS), y cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS)
se han identificado por primera vez una serie de nuevos compuestos en
propéleos; incluyendo flavonoides, terpenos, compuestos fendlicos y sus
ésteres, azucares, hidrocarburos y elementos minerales. En contraste, no se
han reportado fitoquimicos relativamente comunes, tales como alcaloides. Entre
2000 y 2012 doscientos cuarenta y un (241) compuestos se han reportado por
primera vez desde el propéleos. (Huang et al, 2014).

Las investigaciones en propdleos en los ultimos 30 afios se han centrado
en los compuestos polifendlicos del tipo flavonoides, acidos fendlicos y sus
esteres, acetofenonas, lignanos y terpenos como principales responsables de
su bioactividad. (Medic-Sarich M. et al, 2009; Bankova et al, 1999; Valcic et al.,
1998). Para la cuantificacion de estos compuestos la técnica de Cromatografia
liguida HPLC ha ganado terreno, desplazando a la técnica de GC-MS,
principalmente por la dificultad que representa la derivatizacion de los
componentes del propéleos. Los sistemas de deteccién mas utilizados han sido
los detectores UV, de arreglo de diodos y de espectrometria de masas.
(Gomez-Caravaca et al, 2006). También se han utilizado métodos
colorimétricos, (Chang et al., 2002) técnicas espectroscopicas (Popova et al.,
2004) electroforesis capilar en zona CZE y micelar MECK (Hilhorst et al., 1998)

y espectroscopia infrarroja (Nie P. et al, 2013; Xu L. et al, 2013), encontrdndose
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en la actualidad un abanico de herramientas analiticas que permiten

caracterizar de buena forma las muestras de propoéleos.

A. Determinacion de compuestos por Cromatografia
Liquida.

El andlisis de propoéleos por Cromatografia liquida HPLC representa en la
actualidad la técnica analitica mas utilizada para la caracterizacion de
polifenoles (Tabla 3). Las condiciones cromatogréaficas de los métodos HPLC
incluyen comunmente una columna C18 de fase reversa, detector UV-Vis o de
arreglo de diodos (DAD) y un sistema binario de disolventes que contiene agua
acidificada (solvente A) y un disolvente organico polar (disolvente B). Asi, la
HPLC en fase reversa, acoplada con diferentes sistemas de detecciéon “en-
linea”, tales como detector de arreglo de diodos (DAD) o espectrometria de
masas (MS) se ha convertido en la técnica de andlisis méas utilizada para la
separacion y determinacion de polifenoles. La introduccién de las columnas de
fase inversa han mejorado considerablemente la separacion de compuestos
fendlicos por HPLC, sin embargo, debido a las desventajas en el limite de
deteccion y la sensibilidad, los métodos HPLC presentan ciertos reparos,
especialmente para extractos vegetales de matriz compleja y muestras
ambientales. Por lo tanto, la pre concentracion inicial y purificacion de los
polifenoles de matriz compleja es crucial antes del analisis instrumental por
HPLC. EIl objetivo de la pre-concentracion es simplificar los cromatogramas
obtenidos para que puedan ser utilizados en la identificacion y cuantificacion de
manera fiable. La etapa de purificacidon es la parte critica del método; la
eliminacion de componentes que potencialmente pudieran interferir varia de
acuerdo a la matriz que sera analizada. El procedimiento puede incluir
fraccionamiento liquido-liquido con un solvente inmiscible, cromatografia en

columna abierta con Sephadex LH-20, poliamida, Amberlita, o bien la extraccién
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en fase sdlida (SPE) utilizando cartuchos disponibles comercialmente. La Tabla

3 resume la informacion proporcionada en algunos manuscritos representativos

y nos entrega las condiciones cromatograficas ensayadas por algunos

investigadores en la determinacion de compuestos polifendlicos en propéleos.

Tabla 3: Condiciones HPLC para determinacion de compuestos fendélicos

en propdleos.

Columna

Intersil 5 ODS-2 columna
(25cm x 0,46 cmi.d.)
con una columna guard
cromosfero ODS (1cm x
0,3cmi.d.)

YMC Pack ODS-A (RP)

Columna ODS (25 cm x
0,4 cmi.d., 5pm)

Superspher 100 RP-18
(12.5 cm x 0,4 cm, 4pm)

YMC Pack ODS-A (RP)

Chromsep RP-18 (25 cm
x 0,46 cm i.d., 5 um)

A: agua: acido acético
(95:5, v/v);B;metanol

Acido acético: metanol:
agua (5:75:60, VIviv)

A: H20:0,1%H3P0O4;
B: CH3CN:0,1% H3PO4

A: Metanol: acido
acético, 1M (50:50);
B: Metanol: &cido
acético, 1 M (40:60)

Acido acético: metanol:
agua (5:75:60, VIviv)

A: Metanol; B: agua:
acetonitrilo (97.5:2.5, wv)

Elucién

Gradiente

Isocratico

Gradiente

Gradiente

Isocratico

Gradiente

Deteccion

UV A = 290 nm

DAD A = 254 nm

UV A = 254 nm

UV A = 254 nm

DAD A = 254 nm

UV A = 254 nm

Compuestos identificados

Flawonas, flavonoles,flavanones y
dihidroflavonoles y fendlicos totales
(Acido cafeico, p-acido cumarico, acido
ferdlico,kaemferol, pinocembrin, fenetil
cafeato, cafeato isopentil, crysin,
galangin, pinostrobin, benzyl cafeato

Quercetina, Kaemferol, apigenina,
isomranmetin, ramnetin, pinocembrin,
acido cafeico dimetilalil, pinobanksin,
kaemferol, apigenina, isosakuranetin,
pinocembrin, &cido cafeico dimetilalil,
pinobanksin 3-acetato, crysin , galangina,

kaemferide, techtocrisin

Evidencia de presencia de compuestos
fendlicos por la intensa fluorescencia

Pinocembrin, galangina

Isosakuranetin, sakuranetin, quercetina,
kaemferol, pinocembrin, kaemferide

acacetin, isorhamnetin

Crisin y otros

Observacién

Constituyentes activos
de propoleo tipo poplar;
erificacion de los
resultados
espectrofotdmetros
cuantitativos.

Origen botanico y
composicioén de
propéleo brasilefio;
analisis TLC, GC
también.

Actividad antibacteriana
de propoleo brasilefio,
andlisis TLC también

Actividad contra
Streptococcus
pyogenes de propoleo
italiano

Evaluacion de las
preparaciones para ver
quien tiene maxima
absorcion

Establecer condiciones
ideales para andlisis

(Extraido de Gémez-Caravaca et al. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 2006;

(41):1220-1234).

En la actualidad el andlisis de propdleos por LC-MS es una técnica que

permite identificar una buena cantidad de componentes del propoleos y conocer

la forma en la que se encuentran en la naturaleza. En algunos casos se

32




encuentran asociados a azUcares formando glucédsidos, en otras ocasiones
pueden formar esteres a partir de acidos fendlicos. Pellati y colaboradores
identificaron 40 compuestos de propodleos en un sistema HPLC-DAD y HPLC-
ESI-MS/MS donde ademas compararon los analizadores de masa de triple
cuadrupolo con trampa de iones, observando resultados de mayor sensibilidad
en los iones de flavonoides determinados en el analizador de triple cuadrupolo.
Obtuvieron buenos parametros de validacion concluyendo que el método
desarrollado es adecuado para el andlisis de extractos de propdleos (Pellati et
al, 2011).

Falcdo y colaboradores configuraron un sistema de cromatografia liquida
con detecciéon por arreglo de diodos acoplada a espectrometria de masas en
tandem con ionizacién por electrospray (LC-DAD-ESI-MSN). Analizaron 40
extractos etanodlicos de propoleos de diferentes lugares de Portugal obteniendo
como resultado la deteccion de 76 polifenoles en las muestras, algunos de ellos
metilados, esterificados o a la forma de glucdésidos. La conclusion del estudio
fue la determinacion de un perfil comun para la mayoria de los propéleos
portugueses y la posibilidad de utilizar algunos compuestos fendlicos, como
kaempherol-dimetil-éter, como marcadores geograficos de una localidad en

particular (Falcao et al, 2013).

B. Determinacion de compuestos por Cromatografia
Gaseosa
La determinacién de los componentes de propoleos por cromatografia
gaseosa (GC) permite realizar un andlisis tanto cualitativo como cuantitativo.
Sin embargo, la preparacion de la muestra es compleja debido a la necesidad
de eliminar lipidos del extracto, la liberacion de compuestos fendlicos desde
enlaces tipo éster y glucosidicos y la derivatizacion de polifenoles de baja

volatilidad afecta desafortunadamente la reproducibilidad de los resultados. GC
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acoplada con espectrometria de masas (GC-MS) es el método mas utilizado, ya
que la deteccion por MS permite la adquisicion de datos de masa molecular e
informacion estructural que facilita la identificacion de los compuestos. No
obstante, el propoleos contiene componentes que no son lo suficientemente
volétiles para el andlisis directo ni incluso derivatizados o llevados a alta
temperatura (HT-GC-MS). (Sawaya A. et al, 2004). Aun asi, GC es una técnica
gue tiene una gran capacidad de separacion y ofrece alta sensibilidad vy
selectividad cuando es combinada con espectrometria de masas. Asi lo
demuestra la publicacion de Pellati y colaboradores donde utiliza esta
metodologia acoplada con headspace y microextraccion en fase solida (HS-
SPME-GC/MS) para el andlisis de los compuestos volatiles de diferentes
muestras, logrando identificar 99 compuestos presentes en propoéleos
procedentes de lItalia (Pellati et al, 2013). La Tabla 4 nos muestra algunas
condiciones cromatograficas ensayadas para el andlisis de propdleos tales
como rango de temperatura, tipo de columnas, tiempo de analisis y compuestos
determinados. No existen reportes de analisis de muestras de propdleos por

GC-FID en la literatura consultada.
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Tabla 4: Condiciones GC para determinacién de compuestos fendlicos en

propéleos.

Rango Temperatura (°C) Columna Tiempo de analisis (min) Deteccidon Derivatizacion Compuestos identificados Observaciones
Columna capilar HP5-MS (23 m Pinocembrin, pinobanksin, pinobanksin
100-310 x 0,25 mm id), 0,5 mm film 42 MS Piridina + O-acetato, chrysin, galangin, penteny! Composicion de propoleo Europeo

BSTFA caffeates, benzyl caffeates, phenethyl
thickness caffeate

Acido cinamico, bencil cinamato, cinamil
cinamato, pinocembrin, pinobaksin,
Piridina + pinobanksin 3 acetato, chrysin, galangin
BSTFA feniletil cafeato, cinamil cafeato, vanilina,
p-&cido cumarico, &cido ferulico, acido
cafeico, acido dehidroabietico

Columna capilar HP5-MS (23 m Composicion y actividad
100-310 x 0,25 mm i.d.), 0,5 mm film 42 MS

thickness andlisis TLC también.

acido coumérico, ferulico, pinobanksin,

Columna CBPS (30 m x 0,25 mm kaempferol, apigenina, isosakuranetin,

50-285 i.d.) 55 MS Metilacion p!nocembr.ln, dimeitilalil amdp cafelcot HPLC y andlisis TLC también.
pinobanksin 3-acetato, crysin, galangina,
kaempferide, tectocrysin
Trimetilsililacion:
bis(trimetilsilil)- . P PSP . Flavonoides en acetona no
Coll I 22 0,2 N I tol, p-acid ,acido ferulico, -
40-390 ~oumna gass (22m x 0,250 54 FID MS trifluoro ,no,SI 0!, p-acido clrngmlco acido ferulico, derivatizado, derivatizacion de
i.d.) coated con PS-086 a ) &cido isoferulico, acido cafeico
acetamida extracto de metanol.
(BSTFA)
Capilar silica fused (10 m x 0,3 Acido hydroxinamico, vanilina, &cido Hexano y extractos crudos de
40-380b mm i.d.) coated con 0,1 um film 55 FID MS No cinamico, benzyl cinamato, nariginina, Y

" PR . . t
of Silaren-30c 3, 4’-dimetoxi, betuleol, kaempferid acetona

a = 15% fenil, 85% metil polisiloxano
b = Programa A
¢ = Difenilpolisiloxano, 40%sildifenileno eter, 30% dimetil polisiloxano

antibacteriana de propoleo Turco y

Propodleos y resinas de plantas

(Extraido de Gomez-Caravaca et al. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 2006;
(41):1220-1234).

C.Determinacién de compuestos por Espectroscopia

de Infrarrojo Cercano (NIR)

La espectroscopia molecular estudia la interaccion entre la radiacion
electromagnética y las moléculas de un compuesto. Las interacciones
producidas entre las moléculas son de diferente naturaleza, dependiendo de la
energia de radiacion utilizada, la que estd directamente relacionada con la
longitud y nimero de onda del haz incidente. El resultado de esta interaccion
podria ser excitacion de electrones, vibraciones o rotaciones moleculares. La
espectroscopia infrarroja es una técnica analitica que mide la longitud de onda e
intensidad de absorcion de la luz infrarroja en una muestra. En ella se descarta
la excitacion de electrones como una forma de interaccion con la luz, siendo

posible sélo que la absorcibn molecular genere cambios en el estado de
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energia vibracional y/o rotacional. Los modos de vibracion producidos se
pueden explicar como consecuencia de transiciones entre niveles de energia,
donde el numero cuantico vibracional (v) cambia en una unidad (Av 1)
denominada banda fundamental, o en mas de una unidad (Av £2; 13, ...) que se

denominan sobretonos.

El primer paso para el desarrollo de un método por espectroscopia NIR
es la medicion de un espectro de la muestra usando un espectrometro NIR. El
resultado de esta medicion instrumental es un espectro Unico con
caracteristicas Opticas y quimicas determinadas por la muestra medida. La
muestra participa como un elemento Optico en el espectrometro. Por ello el
espectro resultante contiene informacion especifica de los aspectos de
vibracion molecular de la muestra, sus propiedades fisicas, y su interaccion
Unica con el instrumento. De esta manera, los abstractos datos de absorcion
obtenidos en el espectro NIR se convierten en informacion estructural que
representa detalles moleculares de la muestra que se mide. Cada grupo
funcional de una molécula tiene una frecuencia vibratoria Unica que se puede
utilizar para determinar qué grupos funcionales estan presentes en una
muestra. Cuando los efectos de todos los diferentes grupos funcionales estan
en conjunto, el resultado es una unica “huella digital molecular’ que se puede

utilizar para caracterizar la identidad de una muestra.

La espectroscopia NIR utiliza el rango espectral entre 780 a 2500 nm
(12500 - 4000 cm-1) y proporciona informacion estructural mucho mas
compleja, relacionada con el comportamiento de vibracion de combinaciones de
enlace. El nivel de energia en una molécula se describe como la suma de los
movimientos atomicos y moleculares originados de energia traslacional,
rotacional, vibracional y electrénica. La energia traslacional no tiene efecto en el
espectro molecular a diferencia de los otros movimientos que si lo hacen. La

energia rotacional es proporcional a la velocidad de rotacion angular de cada
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molécula. Como objeto principal de estudio nos enfocaremos en la energia
vibracional. Las vibraciones harmonicas siguen una descripcion funcional de tal
manera que el tipo de vibracion determina la frecuencia a la que se absorbe la
energia NIR. La amplitud de la absorcion en cualquier longitud de onda o
namero de onda particular es determinada por su absortividad y el nimero de
moléculas dentro de la trayectoria del haz del instrumento de medida. Un
cambio en la respuesta espectral se relaciona con la concentracion, en los
términos de la ley de Lambert-Beer. Ella nos indica que la absorbancia de un
analito (A) medida en un espectrofotobmetro es equivalente al producto de la
absortividad (¢) de un tipo especifico de absorcion molecular; la concentracién
(c) de las moléculas que atraviesa el haz de medida y la longitud de trayectoria
(1) del soporte de la muestra dentro del haz de medicién. Esta relacion entre la

sefal espectral medida y la concentracion de una molécula es expresada como:
A =ecL

Donde ¢ es la absortividad molar, en unidades de litro * mol™ * cm™; c es
la concentracion de moléculas en el haz del espectrémetro en unidades de mol
* litro™ y L es el espesor o longitud de la trayectoria, en unidades de cm, de la

muestra medida a una concentracion especifica.

Dependiendo del tipo de enlace, hay varios tipos de vibraciones
moleculares que absorben a longitudes de onda Unicas o frecuencias de
energia de infrarrojo cercano. Cada una de estos tipos de vibraciones tiene una
frecuencia Unica, donde se produce la absorcion. Estos enlaces estan sujetos a
cambios de energia de vibracién cuando se irradian por frecuencias NIR, vy
existen dos patrones de vibracion en estos enlaces: la vibracion de
“‘estiramiento o elongacion” (del inglés stretching) que incluye cambios
simétricos o asimétricos en la distancia de enlace, y la vibracion “angular o de
doblamiento” (del inglés bending) que incluye cambios simétricos o asimétricos
en el angulo de enlace que pueden ser dentro y fuera del plano. Todas las
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moléculas tienen elementos de simetria en sus estructuras. Estas estructuras
s6lo permiten ciertos movimientos posibles en torno a cualquier plano particular

o eje de rotacion.

Algunos aspectos practicos a considerar en las mediciones espectrales
tienen relacidon con la variedad de métodos de presentacion de muestra
disponibles para el analisis. Algunos espectrometros NIR son capaces de medir
transmitancia (directa y difusa), reflectancia (especular y difusa), etc. La
seleccion del paso de luz 6ptimo para mediciones en el infrarrojo cercano son:
para el infrarrojo cercano de onda corta (12500 a 9091 cm™ 0 800 a 1100 nm)
se usan regularmente caminos 6pticos que van de 5 — 10 cm. Para el infrarrojo
cercano de onda larga (9091 a 4000 cm™ 0 1100 a 2500 nm) comlnmente el
paso Optico para hidrocarbonos va entre 0.1 a 2 cm. Por otro lado, las
geometrias de presentacion de muestra utilizadas en las mediciones de
infrarrojo cercano pueden ser la forma de liqguido o suspension que utilizan
principalmente transmitancia y transmitancia difusa. Las formas solidas,
pequefias particulas, telas y granulos son mas afines al uso de métodos de
reflectancia o transmitancia difusa. Con el fin de optimizar las mediciones de
espectroscopia habra que considerar que las muestras exhiben diferentes
caracteristicas opticas que deben ser optimizadas, por ejemplo, diluirlas si

fueran ampliamente coloreadas.

Como ya se dijo, la energia infrarroja es la energia electromagnética de
la vibracion molecular. La zona del infrarrojo cercano tiene la caracteristica de
presentar sobretonos y bandas de combinacion de vibraciones moleculares
fundamentales, especialmente de estiramiento (stretching) y de doblamiento
(bending). En la interpretacion de la espectroscopia de infrarrojo cercano
debemos considerar que la energia absorbida por una matriz que consiste en
compuestos organicos depende de la composicion quimica de la matriz,

definido por el tipo de moléculas presentes, la concentracion de estas especies
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individuales y las interacciones entre las moléculas de la matriz. Para que el
espectro NIR sea valido, debemos estar absolutamente seguros de que
diferentes tipos de moléculas absorben a frecuencias uUnicas. Debido a la
naturaleza de las anchas bandas del espectro NIR que consisten en la
superposicion de bandas de combinacion y sobretonos, las especies
individuales no son bien resueltas como en la zona del infrarrojo medio.
Adicionalmente, muchos compuestos absorben energia NIR a través de toda la
region de longitud de onda, lo que hace dificil, si no imposible, resolver
claramente una linea de base utilizando sencillos métodos cuantitativos de pico-
altura o pico-area. Esto nos lleva a la misma conclusién de los primeros
investigadores: la region NIR no es especialmente (til, por si misma, como una
técnica de medicion cuantitativa. Por ello, se requieren nuevas técnicas de
manipulacion espectral para interpretar las mal resueltas bandas de un espectro
NIR y compensar las interferencias de fondo. Aun asi, es posible identificar
bandas de absorcion caracteristicas para diferentes grupos funcionales de
compuestos organicos. La tabla 5 muestra las diferentes longitudes de onda
que pueden estar asociadas al grupo funcional C-H aromatico. De ella
observamos que, como ejemplo, el enlace de carbono aromatico podemos
encontrarlo desde una longitud de onda de 714 nm hasta 2768 nm, ya sea
como un hidrocarbono (714, 876, 1142, 1680, 1446, 1417, 1685 nm) o asociado
a un grupo arilo (1671, 1689, 2148, 2154, 2167, 2188, 2206, 2294, 2352, 2387,
2407, 2440, 2444, 2469, 2513, 2525, 2540, 2679, 2687, 2708, 2747 y nm).
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aromaético en espectroscopia NIR.

Tabla 5: Algunas longitudes de onda (hm) asociadas al grupo funcional

Grupo funcional |Nanometros Espectro-Estructura Tipo de material
C-Haromatico (ArCH) 714 C-H (5v), aromatico Hidrocarbono aromatico
C-H aromatico (ArCH) 876 C-H (4v), aromatico Hidrocarbono aromatico
C-H aromatico (ArCH) 1142 C-H (3v), aromatico Hidrocarbono aromatico
C-H aromatico (ArCH) 1630 C-H (2v), aromatico Hidrocarbono aromatico
C-H aromatico (ArC-H) 1446 C-H combinacion ArC-H Hidrocarbono aromatico
C-H aromatico (C-H) 1417 C-H combinacion ArC-H Hidrocarbono aromatico
C-H aromatico (C-H) 1685 C-H (2v), ArC-H Hidrocarbono aromatico
C-H aromatico (C-H) Arilo 1671 CHv + CHv (12 + 1) banda asignada a benzeno. C-H arilo
C-H aromatico (C-H) Arilo 1689 CHv + CHv (15 +5) banda asignada a benzeno. C-H arilo
C-H aromatico (C-H) Arilo 2148 CHv +CCv (15 +9) banda asignada a benzeno. C-H arilo
C-H aromatico (C-H) Arilo 2154 CHv + CCv (12 + 16) banda asignada a benzeno. C-H arilo
C-H aromatico (C-H) Arilo 2167 CCv + CHv (16 +5) banda asignada a benzeno. C-Harilo
C-H aromatico (C-H) Arilo 2188 CCv + CHv {13 + 1) banda asignada a benzeno. C-H arilo
C-H aromatico (C-H) Arilo 2206 CCv + CHv (13 + 15) banda asignada a benzeno. C-H arilo
C-H aromatico (C-H) Arilo 27294 CHv + CH& (12 + 3) banda asignada a benzeno. C-H arilo
C-H aromatico (C-H) Arilo 2352 CHv + CHB (12 + 17) banda asignada a benzeno. C-H arilo
C-H aromatico (C-H) Arilo 2387 CCH + CHv (17 +5) banda asignada a benzeno. C-H arilo
C-H aromatico (C-H) Arilo 2407 CHv + CH5 {15 + 10) banda asignada a benzeno. C-H arilo
C-H aromatico (C-H) Arilo 2440 CC6 +CHv (14 + 1) banda asignada a benzeno. C-H arilo
C-H aromatico (C-H) Arilo 2444 CHv +CCv (12 + 2) banda asignada a benzeno. C-H arilo
C-H aromatico (C-H) Arilo 2469 CC8 +CHv (14 + 15) banda asignada a benzeno. C-H arilo
C-H aromatico (C-H) Arilo 2513 CHv + CH& (15 + 6) banda asignada a benzeno. C-H arilo
C-H aromatico (C-H) Arilo 2525 CCw + CHv (19 + 15) banda asignada a benzeno. C-Harilo
C-H aromatico (C-H) Arilo 2540 CCw + CHv (11 +12) banda asignada a benzeno. C-H arilo
C-H aromatico (C-H) Arilo 2679 CCw + CHv (4 + 1) banda asignada a benzeno. C-H arilo
C-H aromatico (C-H) Arilo 2687 CCw + CHv (7 +5) banda asignada a benzeno. C-H arilo
C-H aromatico (C-H) Arilo 2708 CCw + CHv (8 + 5) banda asignada a benzeno. C-H arilo
C-H aromatico (C-H) Arilo 2747 CHv + CC& (12 + 18) banda asignada a benzeno. C-Harilo
C-H aromatico (C-H) Arilo 2768 CCw+ CHv (18 + 5) banda asignada a benzeno. C-H arilo

La espectroscopia NIR es un método rapido, facil de realizar y no
destructivo, que puede registrar espectros de muestras sdlidas y liquidas sin
ningun tratamiento previo. Una de sus principales ventajas es que implica un
bajo costo de operacion y proporciona espectros rapidamente, siendo capaz de
predecir parametros fisicos y quimicos a partir de un so6lo espectro. La
informacion analitica contenida en las tipicamente grandes y ampliamente
superpuestas bandas de espectros NIR es poco selectiva y esta influenciada
por una serie de caracteristicas fisicas, quimicas y estructurales. Ademas, las
diferencias entre las muestras pueden causar diferencias espectrales muy leves
gue son dificiles de distinguir a simple vista (Blanco y Villarroya, 2002). Como

los instrumentos NIR disponibles actualmente proporcionan rapidamente
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grandes cantidades de datos que requieren de un procesamiento rapido y
eficiente, la espectroscopia NIR requiere complementarse con quimiometria
para extraer tanta informacion relevante como sea posible a partir de los datos
analiticos. Ambas técnicas estan estrechamente relacionados, y pueden ser
Utiles para detectar adulterantes (Cozzolino y Corbella, 2003) o rastrear el
origen de las materias primas (Cheng et al., 2013). En sintesis, tanto los
meétodos cualitativos y cuantitativos de espectroscopia NIR requieren la
aplicacion de algoritmos de calibracion multivariada, comunmente referidos a
métodos quimiométricos, para modelar la respuesta espectral y realizar una

calibracién relacionada a métodos de referencia.

Para el modelo de estudio presentado en esta tesis resultan interesantes
los trabajos publicados por Désiré Luc Massart quien publica entre 2003 y 2007
algunos estudios mostrando diferentes aplicaciones de la espectroscopia NIR
en la investigacion de productos naturales. Junto a Luypaert J. estudia la
posibilidad de utilizar espectroscopia de infrarrojo cercano combinado con un
método de cuadrados minimos parciales (Partial Least Squares PLS) como un
forma rapida para estimar la calidad del té verde (Luypaert J. et al, 2003; Zhang
M. H. et al, 2004). En 2005 van Nederkassel, y Massart publican un estudio
donde utilizan datos cromatograficos para predecir la actividad antioxidante de
muestras de té verde (van Nederkassel A. et al, 2005). Luego, Massart junto a
Capron X. y colaboradores publican dos estudios donde utilizan la calibracién
multivariada de 63 marcadores de calidad de un vino para determinar su origen
geografico (Capron X. et al, 2007 a) y concluyen que usando todo el conjunto
de 63 parametros con los modelos de minimos cuadrados parciales
discriminantes (PLS-DA) es posible lograr discriminacion perfecta casi todo el
tiempo, siendo capaces de comprobar experimentalmente la autenticidad de
una muestra de vino “desconocido” (Capron et al, 2007 b). Otro investigador
que ha explorado diferentes aplicaciones de la espectroscopia de infrarrojo
cercano es Quan-Sheng Chen. La linea de investigacion desarrollada por él y
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sus colaboradores han permitido el desarrollo de la espectroscopia NIR y el uso
de la quimiometria como herramienta predictiva y de clasificacion. En 2006 este
grupo investiga la determinacién simultdnea de polifenoles totales y cafeina
concluyendo que muchos componentes presentes en el té verde pueden ser
analizados rapida y simultaneamente por espectroscopia NIR en conjunto con
los métodos quimiométricos apropiados, en tiempo real, en el sitio de medicion,
mejorando significativamente la eficiencia del aseguramiento y control de
calidad en la produccion de té verde (Chen Q. et al 2006a; Chen Q. et al
2006b). Luego investigan la factibilidad de este modelo utilizando diferentes
algoritmos (Chen Q. et al, 2008a) y lo utilizan para la determinacion de
catequinas en té verde (Chen Q. et al, 2008b), obteniendo resultados
satisfactorios para una de las dos catequinas estudiadas. Al afio siguiente
logran determinar adecuadamente cuatro catequinas (epigalocatequina,
epicatequina, epigalocatequingalato y epicatequingalato) presentes en té verde,
gracias a la seleccién adecuada del tipo de pre-procesamiento de datos que
mas se ajusta al modelo predictivo (Chen Q. et al, 2009). Desde ese afio, este
investigador ha participado como autor o co-autor en 83 publicaciones
(www.scopus.com), utilizando la espectroscopia NIR como herramienta en
modelos predictivos y explorando otros métodos quimiométricos tanto

cualitativos como cuantitativos.

En cuanto a investigacion de propéleos se refiere, Xu y colaboradores
exploraron el uso de espectroscopia NIR y quimiometria para el andlisis rapido
de adulteraciones en propodleos chinos. Estos artificios por lo general implican
adicion de ciertos componentes activos conocidos, los que fueron detectados
con buena precision mediante el desarrollo de modelos de clase de propoéleos
puro (Xu et al, 2013). Nie y colaboradores desarrollaron un nuevo método para
la determinacion rapida de crisina y galangina en propéleos chinos, mediante
espectroscopia visible e infrarrojo cercano (Vis-NIR), usando como método de

referencia HPLC con deteccion de longitud de onda variable. Sus resultados
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mostraron alta precision para la deteccion de crisina y galangina por HPLC, sin
embargo, este método resulta ser costoso complejo y consume mucho tiempo.
Una determinacion rapida, no destructiva y eficiente de crisina y galangina se
logré mediante espectroscopia Vis-NIR, aunque proponen que la precision seria

necesario mejorarla ain mas (Nie et al, 2013).

Con todo lo anterior, podemos afirmar que el desarrollo de la
espectroscopia NIR ha ido de la mano con la simplificacion y miniaturizacion de
los métodos de analisis, dando respuesta a la necesidad de tomar decisiones
analiticas en terreno, donde frecuentemente se debe ser capaz de discriminar
objetivamente la calidad de una materia prima, de un proceso o de un producto
terminado. Este avance no seria posible sin una herramienta que sea capaz de
extraer la mayor parte de la informacion analitica detectada, permitiendo
caracterizar tanto la identidad como la cantidad de los componentes presentes
en la muestra. Las posibilidades de aplicacion de esta metodologia la
convierten en una de las alternativas de analisis que se deben evaluar para

avanzar en la solucién de la problematica de la estandarizacion del propdleos.

D. Determinacion de compuestos por Espectroscopia
UV-Vis

El contenido de compuestos fendlicos se puede determinar por varios
métodos de separacioén, tales como cromatografia liquida de alto rendimiento
(HPLC) (Kumazawa et al, 2004), cromatografia de gases (GC) (Bankova V. et
al, 2014), electroforesis capilar de zona (CZE) (Hilhorst, M. et al, 1998), etc.
Estos métodos de separacion permiten identificar y cuantificar los polifenoles
como un conjunto de sustancias individuales, de forma muy precisa y exacta,
pero no esta exento de dificultades al momento de identificar todos los
compuestos fendlicos en un material especifico, muchas veces retrasando los

tiempos de analisis y provocando altos costos pocas veces aceptables (Stratil et
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al, 2006). Ademas, generalmente es necesario analizar un alto numero de
muestras, debido a que el contenido individual de polifenoles es muy variable y
estéa influenciado por un gran niamero de factores externos, tales como procesos
agrotécnicos, condiciones climaticas, fenologia del Ilugar, etapas de

maduracion, entre otros.

En la actualidad, se puede obtener informacion suficiente para la
evaluacion rapida o de “screening” del contenido de polifenoles totales,
flavonoides totales (Yang et al, 2011) catequinas totales (He et al, 2009),
cumarinas totales (Fernandez lzquierdo et al, 2000), etc. y utilizarlo como
criterio de valor nutricional de los productos alimenticios derivados de plantas.
Estos analisis orientativos se pueden realizar facilmente a partir de mediciones
espectrofotométricas, empleando reactivos analiticos especificos que posean
una selectividad adecuada para evitar la obtencion de valores falsos positivos

qgue afecten la calidad de la estimacion.

El ensayo de Folin-Denis es el procedimiento mas antiguo y mas utilizado
para la cuantificacion de fenoles totales en materiales vegetales. Se produce la
reduccion de acido fosfomolibdico y fosfotungstico (reactivo de Folin-Denis) a
un complejo de color azul en una solucién alcalina en presencia de compuestos
fendlicos (Folin & Denis, 1912). Mas tarde, este reactivo fue mejorado por Folin
y Ciocalteu con la adicion al reactivo de sulfato de litio, para evitar la
precipitacion en la reaccién y aumentar la sensibilidad (Folin & Ciocalteau,
1927). El ensayo de Folin-Ciocalteu adquiere mayor importancia a partir de
1965, con el estudio comparativo realizado por Singleton & Rossi, quienes
buscaban mejorar los erraticos resultados que se obtenian al utilizar el ensayo
de Folin-Denis. Las condiciones optimizadas involucran utilizar Na,CO3 para
ajustar el pH, estandarizar el tiempo de reposo en la oscuridad previo a la
lectura, controlar la temperatura durante el analisis, modificar la longitud de

onda de lectura (765 nm) y utilizar acido galico como estandar de referencia,
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obteniendo asi un método mas exacto y preciso que sus predecesores, que
hasta hoy es el referente para medir el contenido de polifenoles totales en
productos naturales (Singleton & Rossi, 1965). Actualmente, el reactivo de
Folin-Ciocalteu esta disponible comercialmente para la cuantificacion de
polifenoles totales, sin embargo, tanto el reactivo de Folin-Denis como el de
Folin-Ciocalteu no son especificos y detectan todos los grupos fendlicos que se
encuentran en los extractos, incluidos los de las proteinas extraibles o el acido
ascorbico, existiendo la posibilidad de sobreestimar su resultado debido a la

superposicion de las respuestas espectrales (Naczk & Shahidi, 2004).

La deteccion de flavonoides totales se puede realizar a través de un
espectrofotometro UV-Vis, ya que todas las agliconas de flavonoides contienen
al menos dos anillos aromaticos y, por consiguiente, absorben eficientemente la
luz UV. El primer méximo se debe al anillo A, y se encuentra en el rango de
240-285 nm (banda 1) y el segundo méaximo, se debe al anillo C (Figura 2) y se
encuentra en el rango de 300-560 nm (banda Il) (Corradini et al, 2011) . La
complejacién de los fenoles con Al (lll) se ha utilizado para el desarrollo de
métodos espectrofotométricos que permitan la determinacion de flavonoides y

taninos totales, realizando la lectura a 435 nm (Naczk & Shahidi, 2004).

Los avances de la “quimica verde” y la necesidad de realizar
simultaneamente un alto nimero de muestras han llevado al desarrollo de
innovaciones de los métodos clasicos, disminuyendo drasticamente los residuos
contaminantes del laboratorio y haciendo mas eficiente la gestion de los
recursos. De esta manera, se han ajustado los volimenes de reactivos para
este nuevo formato, lo que permite el analisis de un alto nimero de muestras
simultdneamente en una microplaca de 96 platillos (Zhang Q. et al, 2006). Es
asi como en los ultimos afios se han desarrollado muchos métodos modificados
para volimenes pequefos, resultando ser tan eficientes como los resultados

obtenidos por los métodos clasicos (Herald et al, 2012).
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El andlisis de polifenoles y flavonoides totales en propdleos se ha
utilizado recurrentemente (Chang et al, 2002; Popova et al, 2004; Yang et al,
2011) como se observa en la tabla 6. El analisis de estos resultados sugiere el
estudio de la existencia de alguna relacién de estos indicadores, que sea util

para estandarizar una muestra, ya sea por si sola o asociada a otro marcador

de calidad.

Tabla 6: Concentracién de Polifenoles y Flavonoides totales en otras

muestras de Propdleos.

Cita Bibliografica N° Muestras Origin Total polyphenols range Total Flavonoids range
Kumazawa et al, 2003 16 Diferents places 31.2+ 0.7 - 299+ 0.5 (mg EAG/g of Propolis) 2.5+0.8 -176+ 1.7 (mg EQ/g of Propolis)
Choi et al, 2005 5 Brazil-Korea 120.0 +3.5- 212.7+7.4 (mg EAG/g of extract) 48.2+2.1-77.9 + 1.7 (mg EQ/g of extract)
Ahn et al, 2006 20 China 429+0.8- 302+4.3 (mg/gofEEP) 8.3+3.7-188+6.6 (mg/gof EEP)
Chaillou and Nazareno, 2009 30 Argentina 42-253 (mg EAG/g Propoalis) 2-28 (mg EQ/g Propolis)
Ferreira et al, 2014 4 Brazil 211+ 7.5 (mg GAE/100 g propolis) 23+1.0 (mg EQ/100 g propolis)
Valenzuela et al, 2015 8 Chile 14.6 £ 0.4 -36.4 £ 0.6 (%w/w) 21+0.2-148+0.4 (Y%w/w)

EAG : Equivalentes de &cido galico

EQ : Equivalentes de quercetina
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CAPITULO 2

Propodleos y estudios de su actividad biologica.

1. Actividad Antibacteriana.

Quiza una de las propiedades del propéleos mas estudiadas sea su
reconocida actividad sobre microorganismos patdgenos. Diversos autores han
realizado revisiones sistematicas respecto de su accion contra bacterias
principalmente Gram positivas, mas que Gram negativas, actividad antimicética,
antiviral y antiprotozoaria (Marcucci, 1995; Castaldo & Capasso, 2002;
Banskota, 200l1a). Al respecto, muchos investigadores atribuyen las
propiedades antimicrobianas del propéleos a su alto contenido de compuestos
fendlicos, no teniendo tan claro aun cual seria el o los mecanismos de accion
bactericida (Cushnie & Lamb, 2005). Las propiedades antibacterianas pueden
ser el resultado de la actividad sinérgica de los muchos compuestos presentes
en €l. Pinocembrina muestra una intensa actividad antibacteriana contra
streptococcus sp. Apigenina inhibe poderosamente la enzima glicosiltransferasa
bacteriana. (Marcucci, 1995) Es particularmente llamativa la eficacia que
muestra el propoleos como agente cariostatico, demostrando actividad como
inhibidor del crecimiento del grupo de bacterias asociadas con el
establecimiento inicial de las caries (streptococcus mutans, streptococcus
sobrinus, laccobacillus spp. entre otras) e inhibiendo la actividad de la enzima
glucosiltransferasa, responsable de la produccién de glucanos insolubles que
juegan un rol clave en la formacion de un biofilm de acumulacion de

microorganismos cariogénicos (Libério et al, 2009).
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Helicobacter pylori es una bacteria Gram negativa que se aloja en el
estdbmago humano, y es el mayor factor responsable de Ulcera péptica y cancer
gastrico. (Alper, 1993; Dunn et al, 1997; Gisbert & Pajares, 2010). Mas del 50
% de la poblacion mundial se encuentra afectado por esta bacteria, y en
algunos paises en vias de desarrollo su prevalencia alcanza entre el 70 y 90 %
de la poblacién (Dunn et al, 1997). Varios autores han descrito la actividad in
vitro que tienen propdleos de distintos origenes sobre H. pylori, ya sea utilizado
como extracto etanélico (Boyanova et al, 2003; Boyanova et al, 2005; Nostro et
al, 2005), como extracto acuoso (Nostro et al, 2005) o como extracto metandlico
(Banskota et al, 2001b). También se han realizado pruebas in vitro del uso de
un extracto etandlico de propoleos combinado con claritromicina demostrando
asi un efecto sinérgico con otro antibiotico (Nostro et al, 2006). H. pylori es
capaz de colonizar y persistir en un nicho biolégico Unico dentro del lumen
gastrico por diversos mecanismos, entre ellos, induciendo la inflamacién
gastrica, rompiendo la barrera mucosa gastrica y alterando la homeostasis del
estbmago (Dunn et al, 1997). Tanto en la etapa de colonizacibn como de
permanencia en la mucosa gastrica la enzima ureasa secretada por H. pylori
adquiere un rol clave en su fisiopatogenia. Se cree que la funcién de la ureasa
es la produccion de un microambiente neutro necesario para la sobrevivencia
del microorganismo en las drasticas condiciones del estbmago, y se ha
demostrado que especies mutantes de H. pylori ureasa-negativa no tienen la
capacidad de colonizar el lumen gastrico en animales de experimentacion
(Dunn et al, 1997). Por lo anterior, recientes investigaciones relacionadas con la
busqueda de compuestos con actividad anti ureasa nos llevan al estudio de
polifenoles responsables de esta propiedad. Resveratrol es un estilbeno
presente en el vino tinto que ha demostrado tener actividad anti H. pylori, que
estaria relacionada con su capacidad de inhibir esta enzima por un mecanismo
no competitivo, dependiente de la concentracién (Paulo et al., 2011). Especial

importancia para esta investigacion tiene un estudio que demuestra la actividad
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antiureasa de algunos derivados de catecol y pirogalol sintéticos, que podrian
presentar menores indices de toxicidad en relacion al &cido acetohidroxamico
que ha demostrado ser un potente inhibidor de la ureasa de H. pylori (Xiao et
al., 2010). En los ultimos afios, Pastene y colaboradores han estudiado el efecto
inhibitorio sobre H. pylori de un extracto estandarizado de cascara de manzana
rico en polifenoles (APPE: 60% de polifenoles totales, 58% de flavonoides, 30%
of flavan-3-oles y procianidinas; Pastene et al., 2009) observando una
significativa inhibicion de la actividad uredasica y una reduccion de la adhesion

de H. pylori tanto in vitro como in vivo (Pastene et al., 2010).

2. Actividad Antioxidante

La capacidad antioxidante del propdéleos ha sido estudiada por muchos
investigadores, atraidos principalmente por la busqueda de compuestos
polifendlicos que contribuyan a prevenir enfermedades causadas por el dafio
celular asociado a la formacion de radicales libres y especies reactivas del
oxigeno (ROS) (Kumazawa et al, 2004; Banskota et al., 2000; Basnet et al.,
1997). Un amplio espectro de la actividad biol6gica de estos compuestos con
respecto al cuerpo humano se traduce en gran parte de sus efectos
antioxidantes (Gllgin, I. 2012).

Algunos mecanismos que explican la actividad antioxidante de los

polifenoles se relacionan con:

e Inhibicion de la actividad enzimatica previniendo asi la aparicion de
formas reactivas de oxigeno (ROS).
e Quelacion de iones provenientes de metales que intervienen en el

proceso de formacion de radicales libres
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e Atrapamiento de formas reactivas del oxigeno (ROS), interrumpiendo
asi la cascada de reacciones que conducen a la peroxidacion de
lipidos

e Accion sinérgica con otros antioxidantes

Esta capacidad antioxidante de los compuestos fendlicos esta dada por
su alto potencial redox, que les permite actuar como agentes reductores
donadores de hidrégeno y captadores de oxigeno singulete. La presencia de
grupos hidroxilo en la posicion 3°-, 4’- y 5’- en el anillo B de los flavonoides
aumenta la actividad antioxidante en comparacion a compuestos con un sélo
grupo hidroxilo. Adicionalmente, fenoles con dos grupos hidroxilo adyacentes
pueden provocar la transicion de iones metalicos, como hierro y cobre, que
posean capacidad quelante (Miguel et al., 2010). Gregoris y Stevanato reportan
la correlacion existente entre la estructura quimica de algunos componentes del
propdleos y su capacidad antioxidante, indicando que la mayor actividad
antioxidante esta dada por moléculas que tienen dos grupos hidroxilo en

posiciéon orto en el anillo aromatico (Gregoris & Stevanato, 2010).

Respecto de los mecanismos involucrados en la capacidad antioxidante
de los polifenoles es interesante la revision realizada por Perron & Brumaghim,
en que sefiala que la quelacion de metales seria responsable tanto de la accién
citoprotectora de los polifenoles como de un efecto prooxidante que debe ser
abordado en profundidad para explicar cual es su real implicancia sobre las
células. La Figura 3 muestra los sitios donde podrian unirse iones metalicos en
el flavonoide quercetina. La actividad antioxidante de los polifenoles se observa
comUnmente para los sistemas Fe?" / H,O, utilizando diferentes ensayos,
incluyendo estudios celulares y experimentos de inhibicion de dafio en el ADN
in vitro. Por el contrario, al probar los polifenoles en sistemas Cu+ / H,0,, la

potencia antioxidante se ve muy disminuida o incluso se puede observar la
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aparicion de actividad prooxidante a partir de las interacciones entre los
polifenoles y cobre. (Perron & Brumaghim, 2009).

\\0 fha, n+
. -
Me"*

Figura 3: Posibles sitios de unién de metales para flavonoides (quercetina).

Los compuestos polifendlicos de la dieta o exdgenos tienen una
influencia protectora sobre los antioxidantes enddégenos tales como el acido
ascorbico o tocoferol mediante la quelacion de metales que catalizan
reacciones de oxidacion (Ostrowska et al, 2005). Algunos tienen la capacidad
de estabilizar radicales a-tocoferol pro-oxidantes. La actividad protectora es
mutua. Ademas, los polifenoles aumentan la absorcién de ascorbato, estabilizan
sus particulas, reducen su forma oxigenada y disminuyen su metabolismo
(Majewska et al, 2009). Debido a su alto contenido de diversos tipos de
compuestos polifendlicos, el propdleos muestra una potente actividad
antioxidante, que ha sido confirmado en muchos estudios, tanto in vitro (Ya et
al, 2004; Mihai et al, 2010; Mihai et al, 2011; Kurek-Gorecka et al, 2012) como
in vivo (Olczyk et al, 2013).

3. Actividad Antiinflamatoria
La actividad antiinflamatoria del propdleos, segin Mirzoeva y Calder la

atribuyen a la presencia de acido caféico, quercetina, narigenina y
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principalmente a la accion del fenetil éster del acido caféico (CAPE). Estos
compuestos contribuyen a la supresion de la sintesis de prostaglandinas y
leucotrienos por los macrofagos (Mirzoeva & Calder, 1996) y tienen efectos
inhibitorios sobre la actividad de la mieloperoxidasa (MPO), la NADPH oxidasa,
ornitina decarboxilasa y tirosina-proteina-quinasas (Frenkel K. et al, 1993) Krol y
colaboradores atribuyen la actividad antiinflamatoria de propdleos
principalmente a CAPE, galangina, kaempherol y kaempheride (Krol W. et al,
1996). Estudios mas recientes han confirmado que un extracto etandlico de
propdleos mostro fuerte actividad captadora de radicales libres y significativos
efectos antiinflamatorios in vitro por la modulacion de mediadores inflamatorios
clave de la transcripcion del mRNA, la inhibicién de la produccion de citoquinas
inflamatorias especificas, y el bloqueo de la activacion del factor nuclear (NF)-
kB. (Huang et al, 2014). CAPE es un inhibidor especifico de NF-kB. Se ha
demostrado que suprime significativamente la via de la lipoxigenasa en el
metabolismo del acido araquidénico durante la etapa de inflamacion en
concentraciones de orden puM. A una concentracion de 10 pM, bloquea
completamente la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en los
neutréfilos humanos y el sistema xantina / xantina oxidasa. En estudios
experimentales desarrollados en ratas con un modelo de artritis, se
demostraron los efectos anti-inflamatorios del propoéleo, debido al efecto de
inhibicién de las prostaglandinas (Park et al, 1999). Extractos de propdleos
causan una respuesta inmunoldgica no especifica a través de la activacién de
macrofagos y la inhibicion de la produccion de 6xido nitrico NO (Orsi et al,
2000).

Segun Yao y colaboradores, la actividad anti-inflamatoria de los acidos
fendlicos y flavonoides presentes en propoéleos es resultado de sus propiedades
antioxidantes (Yao L. et al, 2004). Al comparar la estructura quimica de los
flavonoides que exhiben actividad anti-inflamatoria, se ha demostrado que estas

propiedades son determinadas por la presencia de grupos hidroxilo en el anillo
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B en posicién —orto, C-3 'y C-4', donde no puede haber mas de dos. Un estudio
demostré la potente actividad inhibitoria de fenetil éster del &cido cafeico
(CAPE) en la ruta metabdlica del acido araquidonico y el débil efecto de
galangina sobre la actividad de la ciclooxigenasa. (Orsi et al, 2000; Mirzoeva &
Calder, 1996). Esta actividad se relaciona con la disminucién de la sintesis de
prostaglandina E, (PGE,), tromboxano A,, leucotrieno B, y NO (6xido nitrico Il),
actuando como inhibidor de la cascada de transformaciones del &cido
araquidonico, actividad comparable con la accién producida por indometacina
(Raso et al, 2001). Debido a su gran contenido en polifenoles, el propéleo
muestra actividad anti-inflamatoria tanto en los procesos inflamatorios agudos

como cronicos (Borrelli et al, 2010).

4. Actividad Anticarcinogénica, Antitumoral vy
Antiproliferativa

El Propdleo contiene sustancias promotores que pueden estimular tanto
la proliferacion celular como la apoptosis de la célula. Entre ellos se encuentran
el acido cafeico, fenetil éster del acido cafeico (CAPE), artepillin C, quercetina,
narigenina, resveratrol, galangina y genisteina (Diaz-Carballo et al, 2008). Los
flavonoides consumidos en los alimentos tienen un efecto directo sobre la
proliferacion celular, la diferenciacion y la apoptosis de las células cancerosas,
especialmente con respecto a cancer del tracto gastrointestinal debido a su
contacto directo con ingesta. El efecto citotoxico directo de flavonoides
contenidos en propédleos es significativo en el caso de cancer de mama y
tumores papilomatosos del tracto urinario (Benkovic et al, 2008). Los
flavonoides presentes en el propdleo pueden detener la proliferacién de varios
tipos de células cancerosas, especialmente monocitica y leucemia linfatica
(Lugli et al, 2009).
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Un mecanismo anticancerogénico consiste en la inhibicién de la tirosina
quinasa C, que participa en el crecimiento y la proliferacion de las células del
cancer (Sanchez et al, 2004). Analogos de acido caféico como el CAPE son
bloqueadores eficaces de la enzima prooxidativa xantina oxidasa (XO)
involucrada en la catdlisis de las purinas y pirimidinas (Chan et al, 1995). Esta
enzima es una flavoproteina que cataliza la oxidacion de hipoxantina a xantina y
genera anidon superoxido y acido urico. Ademas se ha demostrado que los
inhibidores de la xantina oxidasa pueden ser Utiles para el tratamiento de la
enfermedad hepatica y como antiinflamatorio en un cuadro de gota. Esta
inhibicion por union a la molibdoproteina de la XO en su sitio activo permite que
CAPE detenga la via de recuperacion de las purinas, lo que es util en el

tratamiento del cancer de cualquier tipo de célula.

El estrés oxidativo también es una causa importante de lesiones
celulares durante la carcinogénesis. Estudios realizados en eritrocitos
demostraron que CAPE y otros ésteres de acidos polifendlicos relacionados
provocaron efectos inhibitorios notables sobre la peroxidacion lipidica en la
membrana de los eritrocitos, sobre el rompimiento de cadenas de ADN celular

y la fragmentacién de proteinas (Wang T. et al, 2008).

La inhibicibn enzimética no competitiva de la 5-lipooxigenasa descrita
anteriormente, asi como la inhibicién de promotores tumorales en el cultivo de
células HeLa mediada por procesos oxidativos iniciados por CAPE también ha
sido reportado (Bhimani R. et al, 1993). En otro estudio donde se ensayaron 20
muestras de propoleos de diferente origen se identifico y se calculd la
concentracion de algunos flavonoides y acidos fenolicos dando como
conclusién la hipotesis que el efecto de citotoxicidad sobre células HelLa no
dependeria de la concentracion de componentes particulares, sino de una
posible actividad sinérgica de &cidos fendlicos y flavonoides individuales
(Barbari¢ M. et al, 2011).
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Se cree que CAPE es capaz de inhibir el crecimiento tumoral por inducir
la apoptosis celular y provocar la detencion del ciclo celular en un modelo de
cancer de mama, donde la detencidn del ciclo celular parece tener un rol mas
significativo (Wu J. et al, 2011). En esta accion juega un importante rol su
capacidad de bloquear la via de transduccion de la sefial de (NF)-kB, el que
esta desregulado en una gran variedad de cénceres humanos. Se ha
demostrado que este bloqueo detiene la proliferacion de células tumorales,
llevandolas a apoptosis, 0 volviéndolas méas sensibles a la accion de agentes

anti-tumorales, especialmente antioxidantes (Escarcega R. et al, 2007).

La angiogénesis es otro proceso patogénico fundamental en el cancer
qgue es inhibido por CAPE al ser capaz de modular el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) en cultivos celulares (Basini G. et al, 2012). Otro
efecto de CAPE sobre la invasion tumoral y metastasis se relaciona con la
regulacion de las metaloproteinasas de matriz (MMPs), que son enzimas
proteoliticas zinc-dependientes que juegan papel fundamental en la metastasis

tumoral mediante la escision de la matriz extracelular (Hwang et al, 2006).

Con todo lo anterior, Chan y colaboradores sugieren un resumen de los

posibles mecanismos del potencial anti cancer del propoéleo:

1. Suprime la proliferacion de células de cancer o pre-cancerosas a
través de su efecto inmunomodulador;

Disminuye las poblaciones de células madre del cancer;

Bloguea las vias de sefializacion de oncogenes especificos;

Posee efectos antiangiogénicos;

Modula el microambiente tumoral;

S e o\

Puede usarse como un coadyuvante o un tratamiento complementario

contra el cancer (Chan G. et al, 2013)

Es asi como Ozturk y colaboradores han revisado los efectos de CAPE

en algunos tipos de céancer tales como de pulmoén, prostata y melanomas
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concluyendo que existe una actividad anticarcinogénica e inductora de
apoptosis, sin embargo indica que se requieren mas estudios en todas las areas
de la medicina incluyendo la toxicidad para que el propdleo pueda ser utilizado

como un agente en terapias anticancerigenas (Ortuzk G. el al, 2012).

5. Actividad Antiaterogénica

Los flavonoides también muestran efectos antiagregantes sobre las
plaguetas sanguineas. Esta consiste en evitar la reaccidbn en cadena de la
oxidacion de lipidos iniciada por los radicales libres. Se ha demostrado que los
aniones superoxido afectan el factor de relajacion derivado del endotelio
(EDRF), que se caracteriza por tener efecto antiagregante y relajante sobre los
vasos sanguineos. Radicales libres hidroxilo también inhiben la prostaciclina
sintetasa, responsable de la transformacion de peroxidos de prostaglandina en
prostaciclina. (Kuznicki D., 2006; Nijveldt et al, 2001). Ademas, propdleo es un
modulador de lipidos y del metabolismo de las lipoproteinas y tiene influencia
directa en la reduccion de los niveles de colesterol y sintesis de triglicéridos en
el higado de ratas de laboratorio (Li et al, 2012; Fuliang et al, 2005). Estudios
mas recientes determinaron que el propoleo muestra efectos preventivos en
cuadros de aterosclerosis. Luego de la administracion de propoleo se logr6 una
mejora en el perfil de lipidos y la disminucion en el contenido de citoquinas pro-
inflamatorias y quimiocinas. El efecto fue el resultado de influir en el mMRNA
mediante la regulacion de la expresion de genes que desempefian un papel
clave en el mecanismo patdégeno de la aterosclerosis (Daleprane et al, 2012).
La agregacion de plaquetas de la sangre es uno de los componentes en el
desarrollo de lesiones ateroscleréticas. CAPE es un potente inhibidor de la
agregacion plaquetaria (Chen et al, 2007). Extractos de propéleos también han
demostrado tener un efecto directo en la sintesis de 6xido nitrico. La influencia

moduladora sobre la sintesis de 6xido nitrico tiene un efecto protector sobre el

66



endotelio de los vasos sanguineos en el curso de procesos inflamatorios

cardiovasculares (Roos et al, 2011).

6. Efectos sobre el sistema Cardiovascular

Los polifenoles, principalmente flavonoides, estabilizan y fortalecen los
vasos sanguineos. Por lo tanto, pueden ser utilizados en la prevencion de
sangrado, equimosis, venas varicosas Y la aterosclerosis (Makowska-Was et al,
2004). La actividad vasoprotectora esta relacionada con la quelacién de iones
de cobre, lo que resulta en la inhibicion de la hialuronidasa, enzima que
depolimeriza &cido hialurénico e hidroliza elastina, reforzando y sellando por
este mecanismo el endotelio de los vasos. La permeabilidad de los vasos
también se disminuye indirectamente como consecuencia de inhibir el
metabolismo de las catecolaminas mediante la inactivacion de la catecol-O-

metiltransferasa (Olszewska M. 2003).

Como ya se indico, los polifenoles también muestran una influencia
beneficiosa en la circulacion coronaria y tienen efecto hipotensor, aumentando
la biodisponibilidad de éxido nitrico ejerciendo una accion positiva sobre la
actividad de la oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS). También inhiben la
enzima convertidora de angiotensina (ECA) y ejercen un efecto vasodilatador
disminuyendo la agregacion plaquetaria y la concentracibn de tromboxano
(Packer et al, 1999; Rohdewald, P. 2002).

Algunos flavonoides contenidos en propdleos como la quercetina,
kaempherol y ramnetina bloquean el transporte de calcio a través de las
membranas celulares en el citoplasma, lo que provoca vasodilatacion y
disminucion de la presion arterial (Konishi, Y., 2005). Efectos cardioprotectores
se lograron también en el caso de miocardiopatia inducida en ratas, que fueron

tratados mediante la administracién intraperitoneal de un extracto de propéleo.
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Se observé mejoria tanto en los pardmetros bioquimicos como en la imagen

histologica del musculo cardiaco. (Chopra et al, 1995).

7. Actividad Antidiabética

Quizas, de todas las propiedades conocidas del Propdleo, la actividad
antidiabética sea la menos estudiada. En 1996 se publica el primer reporte de
esta actividad (Sforcin & Bankova, 2011) donde se sefiala que un extracto
acuoso de Propdlleo muestra un efecto preventivo sobre la destruccién de las
células B del pancreas contra la toxicidad de estreptozotocina (STZ) que induce
la inhibicion de IL-1B y la generacion de NO sintasa (Matsushige et al., 1996).
Luego, se estudio el efecto antihiperglicémico de la fraccion soluble en agua de
una muestra de Propoleo, demostrandose un potente efecto de supresion de la
elevacion postprandial de los niveles de glucosa en sangre luego de la
administracion oral de extracto de Propdéleo en ratas Sprague-Dawley,
atribuyendo este efecto principalmente a un constituyente derivado del &cido
caféico denominado acido 3, 4, 5-tri-O-cafeoilquinico (Matsui et al., 2004). En
2005, un estudio en que se emplearon ratas con diabetes mellitus, demostro
que el Propdleo es capaz de modular positivamente los niveles de azucar y
lipidos en sangre, ademas de ejercer una disminucion de la peroxidacion
lipidica y una actividad atrapadora de radicales libres en un modelo in vivo
(Fuliang et al., 2005). Ese mismo afio Okutan y colaboradores estudiaron los
efectos que provoca la diabetes en el corazén demostrando que la diabetes
mellitus aumenta el estrés oxidativo en el tejido cardiaco y que CAPE tiene un
efecto de disminucion del estrés oxidativo a traveés de su propiedad antioxidante
por inhibicion de la enzima superdxido dismutasa (SOD) y Catalasa (CAT)
(Okutan et al, 2011). Zanami y sus colaboradores estudiaron por ocho semanas
el efecto del consumo de fructosa en ratas, demostrando que el Propoleo

disminuyo significativamente el nivel plasmatico de insulina sin afectar los
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niveles de glucosa en sangre ni de colesterol total, indicando que el Propdleo
podria prevenir el desarrollo de la resistencia a la insulina (Zanami et al., 2007).
Un estudio del afio 2010 intentd elucidar el mecanismo de accion del efecto
antidiabético del Propodleo, investigando la expresion y actividad del gen
gluconeogénico glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa) en células HepG,. El estudio
demostré que Propdleo redujo significativamente la expresion y la actividad
enzimatica de GgPasa, sugiriendo que el Propoleo puede ser un potencial
agente antidiabético para el tratamiento de la diabetes no insulino-dependiente
(Kang et al., 2010). Zhu y colaboradores mostraron que muestras de propéleo
procedentes de China y Brasil inhibieron significativamente la pérdida de peso
corporal y el aumento de glucosa en sangre en ratas diabéticas. Ademas, las
ratas tratadas con propdleo originario de China mostraron una reduccion de los
niveles de hemoglobina glicosilada en comparacion con las ratas diabéticas no-
tratadas. La medicién del metabolismo de los lipidos en sangre mostroé signos
de dislipidemia en ratas diabéticas y el efecto del tratamiento con propodleo

redujo el nivel de colesterol total. (Zhu et al, 2011).

8. Actividad Antiviral

La actividad antiviral de los flavonoides fue discutida en los estudios de
Wang (Wang et al, 1998) y han demostrado ser capaces de actuar como
inhibidores de la transcriptasa inversa, enzima necesaria para el desarrollo del
VIH, propiedad muy deseable, ya que los inhibidores de esta enzima utilizados
en la actualidad (ej.: Aciclovir) son extremadamente toxicos, no solo a las
células infectadas por virus, sino también para las células normales. Una
ventaja adicional de los flavonoides es que inducen la produccion de
Interferones (IFNs). Estas sustancias tienen varios efectos antivirales,
incluyendo la fortificacion de la membrana celular, induccion de nucleasas que

atacan el genoma viral y la modificacion del patron de fosforilacion en la
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traduccion de proteinas deteniendo la biosintesis de todas las proteinas,
incluyendo las del virus (Ng et al, 1997; Ahmad A. et al, 2015).

Amoros y colaboradores estudiaron la actividad antiviral de propdleos in
vitro sobre diferentes tipos de virus RNA y DNA (Amoros et al, 1992 a) y al
buscar que compuesto del propodleos resulta ser mas activo concluyeron que
solamente galangina, kaempherol y el extracto total de propdleos son activos
contra el virus herpes Tipo | (HSV-1) (Amoros et al, 1992 b). Similares
resultados hallaron Schnitzler y colaboradores, donde estudiaron diferentes
etapas del proceso de infeccion viral utilizando aciclovir como control. De los
seis componentes de propéleo seleccionados para el estudio, s6lo dos
mostraron un efecto antiviral. Galangina y crisina redujeron la formacion de la
placa de HSV-1 en comparacién con los controles no tratados. Sin embargo,
dado el efecto sinérgico de los muchos componentes diferentes que exhiben los
extractos de propdleos se encuentran efectos antiherpéticos significativamente
mas altos en los extractos totales ya sea acuoso o etandlico que en los

constituyentes aislados individualmente (Schnitzler et al, 2010).

Recientemente dos estudios han demostrado que dependiendo de la
proporcién y composicion quimica del prop6leos podemos encontrar diferentes
mecanismos de accién antiviral. Bankova y colaboradores hacen este andlisis
luego de estudiar los satisfactorios resultados obtenidos in vitro contra virus
herpes tipo | y Il. Ellos muestran que la actividad antiviral de un extracto de
propdleos estaria relacionada a su accién sobre la adsorcion viral a las células.
El contacto directo con propoéleos parece dafnar significativamente el virus del
herpes, y sugieren que el propoleos puede interferir en componentes
especificos de la cubierta viral (glicoproteinas) que median la adsorcién vy
permiten la fijacion y la penetracion del virus en las células (Bankova et al,
2014). Otro estudio con propdleos brasilefio demostré la importancia de

kaempherol en la actividad antiviral tanto in vitro como in vivo, en un modelo
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animal. Un extracto estandarizado de propodleos demostro tener actividad sobre
el virus de la influenza en ratones, probablemente por un mecanismo asociado
a inhibicion de la etapa de replicacion del virus, sin embargo la relacion entre
las estructuras quimicas y la actividad antiviral de los flavonoides parece ser
dificil de elucidar. El contenido de apigenina y kaempherol en el extracto
estandarizado es bajo, por lo tanto, es probable que este extracto de propdleos
brasilefio contenga compuestos antiinfluenza mas eficaces, que este grupo de

investigadores continda intentando elucidar (Kai et al, 2014).

Métodos semi-automatizados para la

determinacion de Actividad Biologica

La apariciobn de sistemas de multi-lectura espectral en microplacas
comienza a fines de los afios 80. En el apogeo de los ensayos de ELISA surge
la necesidad de realizar muchos andlisis, donde la informacién obtenida de la
lectura sistematica de muestras a intervalos determinados de tiempo permita
realizar el estudio cinético y conocer el comportamiento de activacion o
inhibiciébn enzimatica de forma rapida, sencilla, reproducible y reduciendo
considerablemente los volimenes de reactivos y los residuos contaminantes
producidos en laboratorio. En 1987, se describe un método colorimétrico para la
determinacion rutinaria de la velocidad de las reacciones enzimaticas, (Ashour
et al, 1987) usando un lector de placas de microtitulacion de 96 pocillos
comunmente utilizado en inmunoensayos, donde los datos obtenidos por este
método se compararon con los obtenidos en un espectrofotbmetro convencional
bajo condiciones similares. Las medidas de absorbancia hechas en ambos
equipos fueron similares, asi como los cambios de absorbancia medidos con el

tiempo, demostrando ser un método muy eficaz, aumentando el nimero de
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ensayos enziméaticos llevados a cabo por persona y permitiendo la rapida
manipulacion de los valores de absorbancia para calcular los datos de velocidad
deseados. Luego de esta publicacion se sucedieron numerosos estudios que
utilizan este equipo con diferentes aplicaciones, tales como inhibicién/activacion
de la actividad enzimética (Nelson & Lipsky, 1995), aplicaciones en fluorimetria
(Marx et al, 2001), viabilidad celular (Kueng et al, 1989), ensayo cinético de a-

amilasa (Soor & Hincke, 1990), entre otros.

1. Determinacion de la capacidad antioxidante

El andlisis de la actividad antioxidante se puede realizar por diferentes
métodos. Huang y colaboradores realizan una revision el afio 2005, donde
dependiendo de las reacciones involucradas, clasifican estos ensayos en dos
tipos: los ensayos basados en reacciones de transferencia de atomos de
hidrogeno (HAT) y ensayos basados en la transferencia de electrones (ET).
Ellos indican que en la mayoria de los ensayos HAT se aplica un esquema de
reaccion competitiva, en la que tanto antioxidante como sustrato compiten por
radicales peroxilo térmicamente generados a través de la descomposicién de
compuestos azoicos. Estos ensayos incluyen la inhibicién de la auto-oxidacién
inducida por lipoproteinas de baja densidad, capacidad de absorcion de
radicales del oxigeno (ORAC), el potencial total antioxidante de captura de
radicales (TRAP) y los ensayos de blanqueo de crocina. Los ensayos basados
en transferencia de electrones miden la capacidad de los antioxidantes de
reducir un oxidante, que cambia de color cuando se reduce. El grado de cambio
de color se correlaciona con la concentracion del antioxidante en la muestra.
Algunos ensayos basados en ET incluyen el ensayo de fenoles totales por el
reactivo de Folin-Ciocalteu (FCR), capacidad antioxidante en equivalentes
Trolox (TEAC), potencia antioxidante por reduccion del i6n férrico (FRAP),
ensayo de "potencial antioxidante total" utilizando Cu (lI) como un complejo
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oxidante y el ensayo de decoloracién del reactivo 2,2-difenil-1-picrilhidrazil o
también conocido como DPPH (Huang et al, 2005)

En los ensayos de transferencia de electrones el antioxidante es capaz
de ceder un electrén, reduciendo al oxidante lo que genera un cambio de
coloracién cuyo punto final sera el momento en que el cambio de coloracion se
detiene. El cambio de absorbancia (AA) se representa frente a la concentracion
de antioxidante para dar una curva lineal. La pendiente de la curva refleja la
capacidad reductora del antioxidante, que se puede expresar como la
equivalencia en Trolox (TE) o equivalentes de acido galico (GAE). Estos
ensayos se asemejan a la titulacion redox en el analisis quimico clasico. Debido
a que no hay una reaccion competitiva involucrada y no hay ningun radical del
oxigeno en los ensayos, es cuestionable como estos resultados son
correlacionados con la capacidad antioxidante de una muestra, asumiendo que
la actividad antioxidante es igual a la capacidad reductora. DPPH es uno de los
pocos radicales de nitrégeno organico estable y disponible en el mercado y
tiene un maximo de absorcion UV-vis a 515 nm. Tras su reduccion, su intensa
coloracion violeta oscuro disminuye monitorizando el progreso de la reaccion
convenientemente con un espectrofotbmetro o un lector de microplaca. El
progreso de la reaccion se controla a 515 nm durante 30 min o hasta que la
absorbancia sea estable. Tras la reduccion, la solucibn se decolora. El
porcentaje de DPPH restante se calcula como % DPPH remanente, y es
proporcional a la concentracién de antioxidante presente en la muestra. La
concentracion que provoca una disminucion del 50% de la concentracién inicial
de DPPH se define como EC50.

El ensayo de la capacidad antioxidante en equivalentes de Trolox (TEAC)
se informé por primera vez por Miller y Rice-Evans en 1993 (Miller et al, 1993).
Debido a su simplicidad operativa, el analisis TEAC se ha utilizado en muchos
laboratorios de investigacion para el estudio de la capacidad antioxidante, y los
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valores TEAC de muchos compuestos y muestras de alimentos fueron
informados. Los valores TEAC de compuestos antioxidantes puros no siempre
muestran una clara correlacion con el nimero de electrones que un antioxidante
puede donar. Algunos estudios han mostrado que el indice TEAC resulta de la
capacidad antioxidante del compuesto original mas el potencial de la capacidad
antioxidante del producto (s) de la reaccion. Esto significa que el ensayo TEAC
no refleja necesariamente el efecto antioxidante de una sola estructura. Esto
dificulta la aplicabilidad de este ensayo para la construccion de la relacion
estructura-actividad (SAR) y la clasificacién en un “ranking” de antioxidantes
(Arts et al, 2004). En este estudio se observdé que un producto de reaccion
demostré tener mayor capacidad antioxidante que el producto original, lo que
limita las posibilidades de este ensayo en estudios SAR, donde lo deseable es
que la actividad esté relacionada a una sola estructura. Ou y colaboradores (Ou
et al, 2001) sugieren tener presente que un impedimento similar a este se
puede presentar en otro tipo de ensayos de capacidad antioxidante, como
ejemplo en el ensayo de capacidad de absorcion de radicales del oxigeno

conocido por su sigla ORAC.

Muchos estudios se han realizado con respecto a los radicales libres,
estrés oxidativo y la actividad antioxidante de los alimentos, otorgando a los
antioxidantes un papel prominentemente beneficioso. Sin embargo algunos
autores han cuestionado su importancia y al mismo tiempo han intentado
comprender mejor los mecanismos detras del estrés oxidativo. Una corriente de
cientificos defiende la idea que independientemente de la cantidad de
antioxidantes ingeridos, su absorcion es muy limitada, y que en algunos casos
los prooxidantes son beneficiosos para la salud humana (Carocho & Ferreira,
2013). Otra limitacion significativa en la capacidad antioxidante de los alimentos
es el gran numero de ensayos que se pueden utilizar con resultados
potencialmente diferentes. Los ensayos antioxidantes tienen limitaciones e

interferencias que aun plantean dificultades al comparar los resultados entre los
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distintos procedimientos e investigadores. Esto, unido a un sinfin de matrices
diferentes, plantea serios problemas que no ayudan a la comunidad cientifica
para avanzar (Frankel & Meyer, 2000). Por ello, la tendencia actual es utilizar
mas de un ensayo para establecer la capacidad antioxidante de una muestra.
Frankel y Meyer sugieren que la evaluacion antioxidante se lleve a cabo bajo
diversas condiciones de oxidacion, utilizando diferentes métodos para medir los
productos finales de la oxidacion, poniendo especial énfasis en elegir los
sustratos adecuados al tipo de muestra, probar diferentes condiciones de
oxidacion incluyendo la influencia de la temperatura e incluir tanto los productos
iniciales como los productos de descomposicion secundarios que puedan

formarse en la reaccion.

Por todo lo anterior, este estudio se abordara con la implementacion de
métodos semi-automatizados para la determinacion de la actividad biolégica in
vitro de las muestras de propoleo. El objetivo es procesar un elevado niumero
de muestras, reducir el consumo de reactivos y rentabilizar al maximo los datos
analiticos en lo referido a interpretaciéon de resultados y costos asociados al
andlisis. Los andlisis de propdleos en microplaca de 96 pocillos han resultado
ser muy utilizados debido a su rapidez y facil montaje. De estos ensayos es
posible comparar la actividad antioxidante entre muestras, y obtener en corto

tiempo una estimacion de la EC™.

2. Determinacion de actividad antidiabética

La diabetes mellitus es el trastorno endocrino mas comun, causado por
deficiencia hereditaria o adquirida en la excrecion de insulina y por una
disminucién de la capacidad de respuesta de los Organos a la insulina
secretada. La diabetes mellitus se caracteriza por niveles anormalmente altos
de glucosa en el plasma, siendo esta hiperglicemia quien ha jugado un rol

central en la patogénesis de las complicaciones relacionadas con la diabetes
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mellitus. Conocidas como alfa-glucosidasas son una serie de enzimas,
incluyendo sacarasa o a-amilasa, lactasa y maltasa, situadas en las células
intestinales, que catalizan el paso final en el proceso digestivo de los hidratos
de carbono para liberar monosacéaridos absorbibles que resultan en aumento de
los niveles de glucosa en sangre. Si se inhiben estas a-glucosidasas, la
liberaciéon de D-glucosa a partir de hidratos de carbono complejos en la dieta

puede ser retardada.

Un método de screening en microplaca fue desarrollado en 2005
demostrando la factibilidad de determinar a-amilasa en este formato de 96
platos (Funk & Melzig, 2005). Recientemente, Zhang y colaboradores han
demostrado el efecto inhibitorio de propdleos sobre a-glucosidasa utilizando
acarbosa como control. Tal como se mencioné con anterioridad, la inhibicion
enzimatica de las enzimas relacionadas con la diabetes debe ser analizada en
mayor profundidad, existiendo poca literatura que avale los promisorios

resultados obtenidos hasta el momento (Zhang et al, 2015).
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CAPITULO 3

Métodos quimiomeétricos de calibracion

multivariada.

Se reconoce que los primeros métodos quimiometricos se remontan a
mediados de la década del 60. Wold, es el primero en usar el término
“quimiometria” en una publicacion de 1972 (Wold, 1972) y junto a Kowalsky en
1974 fundan la “International Chemometrics Society”. Esta disciplina nace junto
al desarrollo de la computacion cientifica y la instrumentacion informatizada en
el laboratorio y se diferencia de la estadistica clasica utilizada en quimica
analitica por tener un enfoque principalmente multivariado y el uso de métodos
de calculo complejo (Brereton, 2014), lo que demanda un apoyo computacional

exigente.

El andlisis multivariado de los datos permite extraer una mayor cantidad
de informacién de las muestras en estudio y produce un modelo que representa
de mejor manera el comportamiento real del sistema analitico. Considera las
interacciones que existen entre los componentes de una muestra y por ello
mejora la precision y se facilita la deteccion de errores en un modelo predictivo.
La calibracion multivariada es el proceso de construccion de un modelo
matematico que relacione la sefial de un instrumento (por ejemplo espectro de

absorvancia, cromatograma, etc) con alguna propiedad de las muestras. La
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prediccidn es el proceso inverso de predecir alguna propiedad de una muestra
usando el modelo matematico construido con la respuesta o sefial entregada
por el instrumento (Beebe et al, 1998). Cuando el nimero de muestras en
estudio es lo suficientemente grande, el modelo predictivo gana en robustez y
precision y disminuyen los errores debido a la eliminacién del sistema de
valores anémalos o outliers que interfieren en la capacidad predictiva del
modelo. Otra etapa importante en quimiometria es el pre-procesamiento y
transformacién de los datos que puede ser definido como una manipulacion
matematica de las sefiales analiticas que se hace previo al analisis primario. Se
usa para remover informacion irrelevante de los datos y es una etapa que debe

ser optimizada previo a la calibracién multivariada.

El uso de herramientas quimiométricas en la investigacion de productos
derivados de la apicultura ha sido intenso en los ultimos afios, orientado
principalmente a la valoracion del origen de estos productos y evitar su
adulteracion. Diversas técnicas analiticas han sido montadas para lograr este
objetivo, tales como 1H NMR (Schievano et al., 2010), cromatografia aniénica
HPAEC-PAD (Cordella et al., 2005), Espectroscopia Infrarroja Cercana NIR
(Xiangrong Zhu et al., 2010) entre otras. El analisis de minerales y elementos
traza demuestran ser un medio eficaz para los fines de clasificacion de la miel
de diversos origenes geograficos y botanicos (Arvanitoyannis et al., 2005;
Necemer et al., 2009). También se han aplicado herramientas quimiométricas
para clasificar el origen del Propdleo a partir del contenido de metales presentes
en la muestra (Cantarelli et al, 2011). El uso de espectroscopia infrarroja
combinado con el uso de herramientas quimiométricas ha sido utilizado
principalmente en los ultimos afos para identificar una muestra en base a su
“huella digital” dada por su espectro infrarrojo, acoplado con métodos de
calibracion multivariada permitiendo discriminar muestras de diferentes

origenes y detectar posibles falsificaciones.
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El estudio de calibracion multivariada de cuadrados minimos parciales
(PLS) es un tipo de calibracion que considera la varianza de la concentracion de
la muestra en estudio y ha permitido a los investigadores establecer modelos
predictivos a partir de métodos de referencia. Este es el caso del estudio
dirigido por Chen y colaboradores (Chen Q. et al, 2009) donde desarrolla un
modelo predictivo utilizando espectroscopia NIR, capaz de estimar el contenido
de cuatro catequinas en té verde a partir de los resultados obtenidos en un
meétodo de referencia HPLC-DAD. Para realizar la regresion PLS se utiliza un
modelo matricial donde los valores de las variables continuas de longitud de
onda obtenidos en el espectro NIR o tiempo de retencion si se tratase de un
cromatograma seran ordenados como si fueran el eje X o la variable
independiente; y los resultados obtenidos en el método de referencia
corresponderan al eje Y o variable dependiente de un sistema de coordenadas
X,Y. La Figura 4 muestra un esquema del ordenamiento de las variables para

construir un modelo PLS de regresion multivariada.

Este tipo de estudios permiten discriminar la calidad de un producto en
base a la determinacién de algunos “marcadores quimicos” que posean una
actividad bioldgica relevante, documentada y que sea medible por algin método
disponible. La posibilidad de reducir el tiempo y el costo de los analisis
rutinarios de control de calidad y de automatizar un proceso que no destruye la
muestra en estudio son las principales ventajas de la espectroscopia NIR, que
gracias a la optimizacion de modelos de calibracién multivariada entrega como
resultado modelos predictivos con un alto indice de correlacién con sus pares
mas sofisticados. El disefio, optimizacion del modelo y su posterior validacion y

mejoramiento es la clave del proceso que pasaremos a revisar a continuacion:
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Figura 4: Representacion de un estudio multivariado a partir de un método de
referencia.
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1. Disefio del modelo predictivo con
espectroscopia NIR

En el disefio del modelo predictivo se utiliza toda la informacion
disponible de los espectros NIR, asi como también la informacion que se puede
obtener del andlisis exploratorio de datos. Tres parametros que pueden ser
Utiles para evaluar esta primera etapa de disefio son los ensayos de seleccion
de factores (factor select), prediccion de las muestras de entrenamiento (y fit) y
diagnéstico de outliers (outlier diagnostics). La seleccién de factores entrega
informacion sobre el nUmero 6ptimo de componentes principales, la prediccidon
de muestras de entrenamiento permite evaluar la correlacion existente entre el
valor Y medido, obtenido desde el método de referencia y el valor Y predicho
denominado Pred Cal. Finalmente, el diagnostico de outliers proporciona ayuda
para identificar muestras que difieren significativamente del perfil promedio del
set de entrenamiento. De esta manera, la evaluacién conjunta de estos tres
criterios permite realizar una estimacion de la idoneidad del modelo predictivo,
utilizando para ello ensayos con las diferentes herramientas de andlisis que

detallaremos a continuacion.

A. Visualizacion de espectros NIR

La primera etapa de visualizacién de los espectros permite estimar las
diferencias mas significativas de las muestras y poder detectar rapidamente
valores anomalos tal como se muestra en la Figura 5. Esta primera observacion
nos permite discriminar que existen dos tipos de muestras que a simple vista

presentan diferencias.
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Figura 5: Espectro NIR que discrimina en al menos dos tipos de muestras.

B. Transformacion de datos

Para algunos tipos de datos, es beneficioso transformar las variables
independientes (el bloque Xx) antes de su andlisis. Esto es particularmente
importante cuando las variables independientes consisten en mediciones que
varian en el tiempo (como en un cromatograma) o en su longitud de onda
(como en un espectro). Por ejemplo, puede haber picos de ruido en un
cromatograma. Suavizar puede disminuir los efectos de estas variaciones
aleatorias. Alternativamente, un espectro puede contener hombros sutiles que
pueden ser mejorados mediante el célculo de una primera o segunda derivada.
Existen diferentes tipos de transformaciones de datos dependiendo de la

necesidad de la informacion. Entre ellas podemos mencionar:

1) Derivadas y suavizado (smoothing)

Las transformaciones de primera y segunda derivada, asi como el
suavizado se basan en un polinomio de Savitzky-Golay. Este método aplica una
convolucién de variables independientes en una ventana que contiene un punto

93



de datos central y n puntos a cada lado. Un segundo orden polinomial
ponderado es apto para estas 2n + 1 puntos y el punto central se sustituye por
el valor ajustado. Los tres tipos de transformaciones difieren en los coeficientes
de ponderacion. La Figura 6 a) muestra el efecto del suavizado sobre dos
sefales, y en b) el cambio de magnitud y respuesta que produce la primera
derivada (en rojo) y la segunda derivada (en verde).

a) Full Data :XFORM:Transforn| b) Full Data
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i |
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Figura 6: a) Efecto de suavizado; b) Influencia de la aplicacion de primera 'y
segunda derivada (1d y 2d) en la disminucion del ruido y valores aberrantes

2) Correccion de linea base

La correccion de linea base corrige compensaciones restando un peffil,
en lugar de un solo punto. Este perfil puede ser una fila de la tabla de datos o
puede ser derivado de un ajuste de la curva. Las opciones de mejora de la linea

base pueden ser una funcién cuadratica, cubica o lineal.

3) Correccion Multiplicativa de Dispersion (MSC)
MSC es un método estandar para la compensacion de la dispersion de
sélidos en espectrometria NIR. Cada espectro muestra una regresion lineal

contra un espectro ideal, obteniéndose una pendiente y la interseccion. El
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espectro de la muestra es entonces "corregido” en cada longitud de onda
restando la interseccion, y luego dividiendo por la pendiente. El espectro ideal
mas a menudo es simplemente la media de muestras incluidas. Porque el
espectro medio se calcula a partir de las muestras incluidas, la correccion de

una muestra varia segun el nimero y los espectros de las muestras incluidas.

4) Variacion Normal Estandar (SNV)

SNV es otro método para la compensacion de la dispersion de sélidos en
espectrometria NIR. Puede ser descrito como auto-escalado de fila. La media y
la desviacion estandar de una muestra se calcula primero basado en las
variables incluidas; el valor de cada variable incluida se corrige restando la
media y dividiendo por la desviacion estandar. El resultado suele ser similar al
MSC.

5) Alineamiento (Align)

Los datos cromatograficos crudos a menudo sufren de una falta de
reproducibilidad del tiempo de retencion a través de las muestras, lo que puede
dificultar gravemente el andlisis multivariante. El software cromatografico puede
compensar estos cambios con un estandar interno. El tiempo de retencion de
los picos de analisis se compara con el de un estandar interno (o0 pico
marcador), y un factor de correccion, derivado de una corrida de calibracion
ajusta el tiempo de elucion del pico de analisis. El Alineamiento permite realizar
una correccion similar para todo el perfil. La alineacibn mejora
considerablemente en los casos en que la diferencia entre la sefial del analito y
del estandar interno es pequefia, y cuando ambos tienen igual comportamiento
de interaccion con la fase movil y estacionaria. El alineamiento se realiza

utilizando una muestra como referencia.
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C. Pre-procesamiento de datos

A diferencia de la transformacion de datos, es una operacion orientada a
la columna de manera que los resultados del pre-procesamiento de datos son
especificos para un conjunto de muestras. La adicion de una muestra a un
conjunto de datos puede influir en gran medida el efecto de una técnica de pre-
procesamiento. Esta etapa es necesaria porque varios algoritmos multivariados
calculan los resultados impulsados por los patrones de variacion en las

variables independientes. Algunos tipos de pre-procesamiento de datos son:

1) Centrado en la media (Mean-Centering)

Las relaciones entre las muestras se visualizan mas claramente
colocando el origen del trazado en el centro del conjunto de datos. Asi, los
puntos se centran alrededor de la media. Este tipo de pre-procesamiento se
recomienda para la mayoria de los datos, sin embargo debe prestarse atencion
en el andlisis multivariado de muestras que tengan diferencias de seial

significativas.

La media se calcula para cada variable por la formula:

_ 1 n
X; =nZXu 1)

Entonces la media se restd de cada valor de datos para producir una
matriz centrada en la media definida por la ecuacion (1), donde i es la muestra 'y

j es la variable.

X Xjj — X (2)

ij(me) —
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2) Escalamiento de varianza (Variance scale)

Cuando los datos de dos (o mas) variables dispares abarcan diferentes
rangos de magnitud, la variable mas grande domina cualquier calculo de la
varianza. Consideremos, por ejemplo, las mediciones de diferentes propiedades
(por ejemplo, temperatura, pH, humedad, etc.) donde las unidades crean rangos
de variables arbitrarias. O en el caso de un cromatograma, donde algunos
compuestos se encuentran en rangos diferentes de concentracién y por ende
tienen diferencias en el tamafo de la sefial (area o altura), el compuesto con
mayor sefial enmascara la influencia del compuesto con menor area. En tales
situaciones, la influencia de enmascaramiento de la variable dominante puede

ser removida por escalamiento de varianza.

Una manera de abordar este problema es dividiendo todos los valores
para una variable por su desviacion estandar. Por lo tanto, primero calculamos

la varianza de cada variable:

1 5
2 — S W
55 n—1 z ,(xij xJJ
i

3)

Entonces, cada variable independiente se divide por la desviacion

estandar apropiada, sj:

X.-
N
if(vs) g
J

(4)

3) Autoescalamiento (Autoscaling)
Implica la aplicacion del escalamiento de la varianza luego de centrar en

la media. El escalamiento iguala la importancia de cada variable en el analisis
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multivariado. En este caso, la matriz de escalamiento consiste en la desviacion

estandar de cada variable alrededor de las muestras.

El autoescalamiento de los datos es calculado por la siguiente ecuacion:

ij i
Xij(as) = (5)

Donde sj es la varianza para la variable |.

Cuando se investiga un nuevo conjunto de datos, no se puede saber a
priori qué forma de pre-procesamiento de datos sera la mas apropiada y se
deben evaluar varias opciones diferentes a un subconjunto de datos y comparar

sus resultados. Sin embargo, hay algunas reglas béasicas:

e Para los datos espectroscopicos, es muy util centrar en la media

e Para los datos de picos cromatogréficos, por lo general
autoescalado

e Para los datos de medidas fisicas no correlacionadas,

autoescalado

2. Optimizacion del modelo predictivo

Para desarrollar un modelo predictivo podemos utilizar la regresion de
cuadrados minimos parciales (PLS, también conocido como proyeccién a
estructuras latentes). Este modelo de regresion contiene informacién acerca de
la variable independiente X y las correlaciones con las variables dependientes
Y, a menudo y en algunas situaciones, los modelos resultan ser mas fiables que

los obtenidos con PCR. Luego de realizar un siempre util andlisis exploratorio
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de datos que permite conocer la forma en que estos se agrupan y detectar la
existencia de posibles valores and6malos se debe ensayar diferentes tipos de
transformacién y pre-procesamiento de datos, evaluando los potenciales
modelos predictivos con ayuda de las herramientas de seleccion de factores,
prediccidon en el set de entrenamiento (Y fit) y diagndstico de outliers. Una vez
ajustada esta etapa, estamos en condiciones de separar aleatoriamente las
muestras en dos grupos: Set de entrenamiento o de calibracion y set de

validacion.

Si en el set de entrenamiento incluimos valores que pudieran ser
anomalos estamos asignando “peso”, es decir, damos importancia a valores
gue no representan a todas las muestras posibles y distorsionan nuestro set de
muestras de calibracién. Si ello ocurriera, nuestro modelo de calibracion
contendria errores que se relacionan con esta falta de homogeneidad. Estos
valores anomalos pueden ser detectados durante el modelamiento de la
regresion con PLS, mejorando de esta forma la capacidad predictiva del modelo
de regresion. Asi mismo, es necesario optimizar la forma como se agrupan los
datos, seleccionando adecuadamente el nimero de factores; derivados del
analisis de componentes principales (PCA), que tendra el modelo de regresion.
Similar situacion a la eliminacién de outliers es lo que ocurre con la optimizacién
del rango de variables independientes. Al eliminar del modelo de regresion
variables que no aportan informacion utii mejoramos ostensiblemente su
capacidad predictiva. Estas tres etapas de optimizacidon tendran una incidencia

directa en el error del modelo predictivo, tal como se vera a continuacion.

A. Eliminacion de outliers.
El pre-procesamiento de datos aumenta la influencia de los valores
atipicos. Esto explica la importancia del diagnostico de valores atipicos en los

algoritmos basados en la varianza. Los outliers o valores atipicos pueden
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distorsionar una estimacién correcta del numero Optimo de factores. Si una
muestra tiene un patrén Unico de variacion, un factor adicional puede ser
necesario para adaptarse a €él. Por lo tanto, los valores atipicos deben ser
eliminados del conjunto de entrenamiento antes de estimar correctamente el

namero 6ptimo de factores.

B. Seleccion del numero de factores

El nimero optimo de factores o PCs (componentes principales) para
utilizar en el modelo implica tomar una decision: si se utilizan muy pocos
factores, se podria no haber modelado adecuadamente la informacion
disponible para permitir predicciones futuras confiables; si se eligen demasiados
factores, el modelo sera mas ruidoso, asi como también la informacion y las
predicciones futuras podrian ser menos fiables. Cuando dejar de seleccionar
factores es una decision dificil de tomar. Ha sido objeto de mucha investigacion
tedrica y practica. Muchas maneras se han sugerido para automatizar esta
decision, siendo este un factor clave a la hora de elaborar un modelo de
regresion. Debido a que una gran cantidad de varianza se comprime en los
primeros factores, hay un punto mas alld del cual la variacion restante es
esencialmente ruido. Por lo tanto, suponemos que podemos dividir los factores
en dos tipos: uno que contiene informacion relevante y otro que contiene
informacion irrelevante (o ruido). El nimero éptimo de factores puede ser
determinado usando criterios basados en la capacidad de prediccion del

modelo, es decir evaluando el error asociado a los ensayos de prediccion.

C. Seleccion del rango de variable independientes.
Con las variables continuas (espectros o cromatogramas enteros por

ejemplo) puede resultar muy beneficioso seleccionar las regiones que mas
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contribuyen al modelo predictivo y descartar las zonas con poca informacion
atil. Con ello, al igual que en los pasos anteriores, refinamos la informacion
contenida en el set de calibracion y aumentamos la posibilidad de obtener
predicciones mas certeras y confiables. La Figura 7 muestra como se puede
utilizar esta herramienta, seleccionando las zonas que aportan al modelo y
eliminando las areas que solo aportan ruido. El resultado de esta optimizacion
sera un modelo predictivo con menores errores y estimaciones de la variable

dependiente mas cercanas al método de referencia.
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Figura 7: Eliminacién de variables que no contribuyen al modelo predictivo en
un espectro NIR .

D. Analisis de error

Evaluar el error de prediccion que presenta el modelo es una buena
forma de comparar modelos con diferentes procesos de optimizacion. Cada una
de las etapas previas debe ser optimizada y evaluar si la modificacion tiene
incidencia sobre el error del modelo. La forma de medir este error esta dada por

las formulas:
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El error cuadratico medio de la calibracion (RMSEC), el error cuadratico
medio de la validacion cruzada (RMSECV) y el error estandar de prediccion
(SEP) se utilizaron para el andlisis de errores en la calibracién, validacion
cruzada y en la validacion externa respectivamente (Ragno et al, 2004;
Afkhami et al, 2007).

(6)

RMSECV =

(7)

(8)

Donde n, ney and n, representan el numero de muestras de calibracion,
validacion cruzada o externa y prediccion; y corresponde a las determinaciones
obtenidas por métodos de referencia; y es la estimacion obtenida por el modelo
predictivo y k es el nimero 6ptimo de componentes o factores utilizados en el
modelo PLS.
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3. Validacion del modelo predictivo

Esta etapa consiste en poner a prueba la capacidad predictiva del
modelo. Para ello se utilizan los datos de las muestras que fueron excluidas del
set de entrenamiento, que generalmente representan entre el 25 al 50% del
namero total de datos disponibles. El resultado de esta etapa serd una grafica
donde se observa la correlacion entre el valor estimado por la prediccion y el
valor obtenido por el método de referencia. La Figura 8 ademas entrega
informacion diferenciada del set de calibracion (cuadrados en contorno rojo),
como del set de validacion (cuadrados de contorno verde) Esto, unido al
analisis de los errores de calibracion (RMSEC), de prediccion (SEP) y el error
estandar de la validacion cruzada (RMSECV) permiten estimar cual serd la
capacidad predictiva del modelo y tener una idea de su desempefio con

muestras desconocidas.
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Figura 8: Representacion gréafica de la etapa de validacion de un modelo
predictivo.
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A. Mejoramiento del modelo predictivo

El nUmero de muestras del estudio es un factor importante a la hora de
evaluar el comportamiento de la varianza del muestreo. A medida que aumenta
el n de muestras nos acercaremos a una varianza mas representativa de la
poblacion, lo que genera modelos predictivos mas robustos que cubren rangos
méas amplios de concentracion y que reducen la posibilidad de obtener valores
anomalos. Por ello, luego de concluida la etapa de construccion del modelo
predictivo, es importante continuar mejorandolo, incorporando mas muestras a
la poblacién aumentando el numero de muestras del set de entrenamiento y de
esta manera se fortalecera su capacidad predictiva. No olvidar que luego de
cualquier modificacion en el modelo predictivo debemos re-optimizar el set de
calibracion de manera que estas nuevas muestras sean un aporte a la

comprension de la distribucion y varianza de la poblacién en estudio.
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CAPITULO 4

Hipotesis y objetivos del estudio

Investigacidén propuesta

El Propdleo es un producto resinoso recolectado, procesado y utilizado
por las abejas meliferas, cuya principal funcibn es mantener las condiciones
sanitarias al interior de la colmena. Este producto natural es una fuente de
moléculas bio-activas con potenciales aplicaciones biomédicas. No obstante, se
ha observado una elevada variacion cualitativa y cuantitativa en la composicion
quimica de las muestras de Propdleo de diferente origen. Tal problema dificulta
la prospeccion de las estructuras quimicas responsables de dichas actividades,
puesto que su complejidad quimica esta estrechamente asociada a las
diferentes actividades bioldgicas reportadas. Tal variacion se origina, entre otros
factores, en la diversidad botanica y localizacion geografica de las colmenas.
Por tal motivo, en este trabajo se propone la siguiente hipétesis:

Existe una relacion entre la actividad biolégica y la composiciéon
guimica del propdleo factible de ser caracterizada por espectroscopia NIR

y modelada mediante el uso de herramientas quimiomeétricas.
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1. Objetivo General

Desarrollar modelos quimiométricos de calibracion multivariada que
correlacionen la actividad biolégica in vitro de propéleos provenientes de
diferentes zonas geogréficas de las regiones del Biobio y Araucania, en funcion
de su composicion quimica y propiedades espectroscépicas, que permita
desarrollar un modelo de estudio capaz de abordar la problematica de la
estandarizacion de propdleos de manera rapida, eficiente, automatizable y de

bajo costo.

2. Objetivos Especificos
Desarrollo de métodos espectroscépicos para la caracterizacion de

propéleos por espectroscopia NIR

Desarrollo de métodos de analisis cromatografico y espectroscopia UV-

Vis de compuestos polifendlicos caracteristicos de propoéleos.

Evaluacion de la actividad biolégica de muestras de propdleo como
antibacteriano, antioxidante e inhibidor enzimatico (a-glucosidasa, a-amilasa,

anti-ureasa, xantino oxidasa).

Desarrollo y validacion de modelos predictivos de regresién multivariada
PLS para relacionar la actividad biolégica con la composicion quimica y
propiedades espectroscopicas de propéleos obtenidos en diferentes zonas

geograficas del sur de Chile.
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CAPITULO 5

Simultaneous determination of total polyphenols
and total flavonoids in propolis by Near Infrared

Spectroscopy and PLS
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Summary

The standardization of Propolis is complex, due to the qualitative and
quantitative variability of its chemical composition. This depends on the
phenology and vegetation of the local flora. The selective analysis of some
compounds with biological activity can establish a quality parameter to facilitate
the standardization. Because the complexity of the matrix these chemical
analyses are expensive, time demanding and require several analytical
techniques available. In this study, a near-infrared spectroscopy (NIR) method is

proposed for the simultaneous determination of total polyphenols and total
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flavonoids in propolis. For the calibration, a Partial Least Squares (PLS)
multivariate method was used. These models were previously calibrated by
measuring the total polyphenols and total flavonoids content by high-throughput
microplate assay. The PLS models were validated by cross-validation and
external validation. The validated NIR method was a non-destructive, simple to
use and low cost. This method can be utilized as quality parameter and for

standardization of raw propolis samples.

Keywords: Propolis, NIR, PLS, Flavonoids

Resumen

La problemética de la estandarizacion del propdleo es un tema complejo
y radica en la variabilidad tanto cualitativa como cuantitativa de su composicion
guimica la que dependeria de la vegetacién y fenologia de la flora local. El
analisis selectivo de algunos compuestos con actividad biolégica relevante
permitiria establecer un parametro de calidad de las muestras que nos ayude a
desarrollar un sistema de control que facilite su estandarizacion. Debido a la
complejidad de la matriz, estos analisis quimicos son caros, demandan mucho
tiempo y requiere la disponibilidad de varias técnicas analiticas. En este trabajo,
se propone un método de espectroscopia de infrarrojo cercano (NIR) para la
determinaciéon simultanea de polifenoles totales y flavonoides totales. Para la
calibracion se utiliz6 un método multivariado de minimos cuadrados parciales
(PLS). Estos modelos fueron previamente calibrados midiendo el contenido de
polifenoles y flavonoides totales por espectroscopia UV-Vis con el método de
microplaca de alto rendimiento. Los modelos PLS fueron estudiados mediante
validacion cruzada y validacion externa. El método NIR desarrollado resulto ser

un método no destructivo, simple de usar y de bajo costo. Este modelo de
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estudio se puede utilizar como parametro de calidad y en la normalizacién de

muestras de propdleo crudas sin ningun tipo de procesamiento.

Palabras Clave: Propdleo, NIR, PLS, Flavonoides

Introduction

There are several reports that validate the biological activity of propolis as
an antiseptic, antifungal, antibacterial, antiviral, anti-inflammatory,
immunomodulatory, liver protective, anti-diabetic, anti-tumor and antioxidant
(Marcucci, 1995; Burdock, 1998; Banskota et al., 2001; Castaldo & Capasso,
2002; Kumazawa et al., 2004; Matsui et al., 2004; Fuliang et al., 2005; Viuda-
Martos et al., 2008; Omene et al., 2014).

The composition of propolis depends on phenology and flora of the
recollection place. (Marcucci, 1995, Bankova, 2005) Consequently, the
standardization of propolis is difficult. (Medic-Saric et al., 2009; Bankova, 2005)
Nevertheless, samples from different geographic and climatic zones show
similar biological activity against microorganisms in spite of that different
chemical composition (Markham et al., 1996; Kujumgiev et al., 1999; Bankova,
2005)

In general, propolis is made of 50% of plant balsam and resin, 30%
beeswax, 10% essential oils, 5% pollen and 5% other substances (Dobrowolski
et al., 1991). Over 300 compounds have been reported as constituents of
propolis including alcohols, aldehydes, aliphatic esters, aromatic esters, amino
acids, phenolic acids and esters, ketones, steroids and sugars (Marcucci, 1995;
Gbomez-Caravaca et al., 2006). The main biological activity compounds in
propolis are Polyphenols such as flavonoids, phenolic acids and their esters
principally. Flavonoids are secondary metabolites of plants and may act as
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phytoalexins and have an important role in plant growth processes, UV
protection and chemistry signaling. (Ignat et al., 2011; Massaro et al., 2014).

Different analytical methods have been used for chemical
characterization of propolis. The most used is HPLC coupled with UV, DAAD or
PAD detector, especially for phenolic compounds characterization (Cuesta-
Rubio et al., 2007; Pellati et al., 2011). Also, GC-MS have been used to volatile
compound characterization (Bankova et al., 2014) and NMR (Lotti et al., 2010).
These techniques in general, are time demanding and have high operating
costs. The near infrared spectroscopy (NIR) is a fast, easy and non-destructive
method. This technique implies a low operation cost and fast sample
preparation. The NIR spectroscopy is associated with chemometrics to extract
chemical information. This technique is useful to detect adulterants (Cozzolino
& Corbella, 2003) or prove the origin of raw material (Cheng et al., 2013).
Therefore, its use in beekeeping industry as quality control tool proposes several
possibilities for research to approach the problem of standardization of propolis
(Escudero et al., 2013; Xu et al., 2013). Kumazawa showed the importance to
know total polyphenols content and total flavonoids in propolis antioxidant
activity research. They reported ethanolic extract propolis from different places
had relatively strong antioxidant activities, and were also correlated with the total
polyphenols and flavonoids contents. Some authors have studied this ratio and
have been observed 25-40% of total polyphenols corresponds to flavonoids.
(Kumazawa et al., 2004; Lima et al.,, 2009; Yang et al., 2011; Ribeiro et al.,
2012).

In this study, a new method for simultaneous determination of total
polyphenols and total flavonoids in propolis has been developed. This method is
based on NIR spectroscopy with calibration by Partial Least Squares (PLS). The
proposed NIR method is feasible to be automated and modified for in field

applications.
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Materials and Methods

2.1. Propolis samples
In the present study 26 samples (n = 2) of propolis from different
geographic areas of the Biobio and Araucania Regions, Chile (36'20 N; S 39’32
S ; 71’26 E; 73’32 W) were analyzed, Samples were obtained by mesh
collection method (Sales et al., 2006; Abu Fares et al., 2008). After analysis,
samples were stored at 4 °C in dark.

2.2. Total Polyphenols determination.

Total polyphenols analysis was performed by Folin-Ciocalteau method
(Singleton & Rossi, 1965) adapted to microplate modified from Herald (Herald et
al., 2011). First, 10 mg of propolis were dissolved in 5 ml of methanol and then
was diluted four times. Later, 10 pL of this solution or Gallic acid (Sigma)
solution were diluted on 200 uL of deionized water. In each well, 15 puL of Folin-
Ciocalteau reactive 50% was added. After 5 minutes 40 uL of Na2CO3 20%
were added. The total polyphenols content was determined by:

Total Polyphenols = DF x (ABS sample = ABS plank) — INT (1)

SLO

Where DF represents a dilution factor (DF=2), ABS sample and ABS
blank is the sample or blank absorbance at 765 nm respectively, INT represents
the intercept in calibration curve of Gallic acid, and SLO represents the slope in
calibration curve of Gallic acid.

The measurements at 765 nm were performed after 45 minutes (BioTek

microplate reader EPOCH Instruments, coupled to Gen5 software version 1.11).
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The Gallic acid was used as a standard solution (25-200 mg / L). Results were

expressed as Gallic acid equivalents (in mg) per gram of propolis (EAG).

2.3. Total Flavonoids determination.

For the analysis of total flavonoids a colorimetric method with AICI; (Yang et
al., 2011) was performed with some modifications. 10 mg of propolis were
dissolved in 5 ml of methanol (Merck, HPLC grade) and then was diluted 4
times. Then, 50 uL of sample or Quercetin (Sigma) solution was added to each
well and then added 50 pL of methanol. Finally, 100 pL of AICI; was added in
10% methanol and then 20 min in dark the sample was read at 435 nm
wavelength in microplate reader (BioTek Instruments mod. EPOCH coupled to

Genb software version 1.11). The total flavonoids content was determined by:

Total Flavonoids = DF X (ABS sample. — ABS piank) — INT (2)

SLO

Where DF represents dilution factor (DF=2), ABS sample and ABS blank is
the sample or blank absorbance at 435 nm respectively, INT represents the
intercept in calibration curve of Quercetin and SLO represents the slope in

calibration curve of Quercetin.

Quercetin solutions were prepared as a reference standard (from 3.125 to
100.000 mg / L). The result was expressed as Quercetin Equivalents (in mg) per

gram of propolis (EQ).

114



2.4. Acquisition of NIR spectra
A NIR reflectance Bruker spectrometer (Opus MPA with v. 6.5.) was used for
the collection of NIR reflectance spectra expressed as percentage of reflectance
(%R). For the NIR spectra acquisition, 0.5 g of propolis were frozen at -20 ° C
pulverized, then 32 scans in a range of wavenumber from 12500 to 3600 cm-1
(800-2780 nm) with resolution of 8 cm-1 were performed for each sample.
Duplicate spectra were measured. Spectra were transformed into absorbance

using log (1/R) for chemometric analysis.

2.5. Multivariate data analysis
Spectra were pre-treated by mean center (MC) pre-processing. In addition,

spectra were transformed by Align and Multiplicative Scatter Correction (MSC)
(Geladi et al., 1985).

Align transformation involves aligning the maximum of NIR spectra from the
different samples (Infometrix Inc, 1985-2014).This algoritm permits decide which
sample in the data set is the calibration sample, that is, to which sample will all
other samples be aligned. For this reason, was elected a range mean calibration

sample, in both models.

MSC is a standard approach to compensate for scattering by solids in NIR

spectrometry.

MC permits to center the data about the mean. This mean was computed for

each variable according to:
_ 1
X; = HZ X; (3)

The mean was then subtracted from each data value to produce a mean-

centered matrix defined by Eq. (2), where i is the sample and j is the variable.
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Kijmey = Xij — )_(i (4)
26 samples of propolis (n=2) were utilized for the X matrix (independent
variable). The spectral data were divided into two sets: calibration data set (34)
and external validation data set (18) for the PLS modelling and validation

respectively.

The calibration model was constructed with the PLS algorithm using the NIR
spectra as the X matrix and the total Polyphenols and total Flavonoids as the Y
vectors. The optimization of the PLS model was performed by cross-validation.
The root mean square error of calibration (RMSEC ), the root mean square error
of cross- validation (RMSECV) and the standard error of prediction (SEP) were
used for error analysis in calibration, cross-validation and external prediction
respectively (Ragno et al., 2004; Afkhami et al., 2007).

RMSEC = ©))
RMSECV = (6)
SEP = (7)
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Where nc, ney and np represents the number of samples of calibration, cross
validation or external validation and prediction sets respectively; y is the total
polyphenols or total flavonoids content determined by reference methods; y are
the NIR predicted values and k is the optimal number of PLS components used

in the model.

Outliers can distort an estimate of the optimal number of factors. The outlier
diagnoses for total flavonoids and total polyphenols was performed considering
Leverage, Sample Residual and Mahalanobis distance. The outlier diagnosis for
PLS was carried out through the cross validation performed, considering the
Studentized residual together with Leverage with thresholds based on a 95%.
The unusual samples were eliminated, and then the models were reconstructed,
being optimized, validated and utilized for all the calculations (Infometrix Inc,
1985-2014).

The detection limits (LOD and LOQ) for multivariate calibrations were
determined creating a surrogate signal variable (SSV) in order to create a
pseudo-univariate model. (Olivieri et al., 2006; Saurina et al., 2001) The

selected SSVs were the model predicted values (Soto et al., 2009).

The optimal wavelength range was selected, according its correlation with
dependent variables (correlation spectra) and selecting the main wavelengths

coefficient in the PLS model (regression vector).

PLS calculation and validations were performed by pirouette 4.5 software
(Infometrix Inc. , Woodinville, WA, USA).
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Results

3.1. Total Polyphenols and total Flavonoids
content
The contents of polyphenolic compounds in methanolic extract of raw
propolis samples ranged from 66.42 to 229.89 ug of gallic acid units per raw
propolis mass (mg). Also, the total flavonoids content was found between 12.87
to 69.10 ug of quercetin units per raw propolis mass (mg). Some merit figures of
these determinations are shown in Table 7. As much polyphenols as flavonoids
content in propolis are in range reported in literature. The used criteria to
establish the quality of propolis samples is the ratio of flavonoids / total phenolic
content close to 30%. (Kumazawa et al., 2004; Lima et al., 2009; Yang et al.,
2011; Ribeiro et al., 2012).

Tabla 7: Merit figures for total polyphenolic and flavonoids content in
methanolic extract by high-throughput microplate assay.*

TOTAL POLYPHENOLS TOTAL FLAVONOIDS

SLOPE 0.0024 0.0094
INTERCEPT 0.0059 0.0041
r? 0.9989 0.9999
TYPICAL ERROR 0.0073 0.0038
LOD 11.8 (a) 1.7 (b)
LOQ 33.4 (a) 4.5 (b)

*Mean Center pre-processing selected
(a) The results were expressed in ug gallic acid per mg raw propolis

(b) The results were expressed in ug quercetin per mg raw propolis.
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3.2. NIR Spectra

Figure 9 shows the raw NIR spectra of propolis samples between 800 nm

and 2780 nm. The 26 (n=2) samples analyzed have similar NIR spectrum.
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Figura 9: Raw NIR spectra of 26 (n=2) propolis samples between 800 nm and
2780 nm.

3.3. Optimization of PLS in Cross Validation

3.3.1. Pre-processing and Transform data.

The calibration data set consisted of 52 spectra. Table 8 shows the influence
of data transformation into the predictive model. Consecutive data
transformation Align + MSC decreases the optimal principal components
number in flavonoids case, and decrease rmSEV and rmSECV errors in

validation process.
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Tabla 8: Effect of transform data in predictive model optimization. *

ALIGN ALIGN + MSC
TOTAL PC NUMBER 3 5
POLYPHENOLS rmSEC (ug of GAU/g P) 18.12 6.07
66.4 to 230.0 pg of gallic
acid units (GAU) per raw  r*>Cal 0.86 0.99
propolis gram (P)
rmSECV (ug of GAU/g P) 22.55 20.32
r’Val 0.75 0.80
SEP (ug of GAU/g P) 17.09 5.50
TOTAL PC NUMBER 5 4
FLAVONOIDS rmSEC (ug of QU/g P) 5.04 3.36
13.0 to 69.1 pupg of
quercetin units (QU) per  r*Cal 0.87 0.94
raw propolis gram (P)
rmSECV (ug of QU/g P) 3.62 2.43
r’Val 0.94 0.97
SEP (ug of QU/g P) 3.31 2.70

*Mean Center pre-processing, Cross Validation Leave Out = 1

Calibration set contained 34 samples, from which the rmSEC and

rmSECV errors with their respective correlation coefficients were obtained.

Prediction set contained 18 samples and SEP value was calculated from these

set.

3.3.2. Outlier identification

Table 9 shows outliers identified and excluded from calibration set. For total

polyphenols was observed that excluding two outliers does not improve

significantly the optimized model in the previous stage. With four outliers

excluded improves the correlation coefficient (0.877 - 0.963) but increases the

optimal number of factors. The exclusion of one or three outliers in total
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flavonoids did not improve significantly the predictive model. Thus, outlier

exclusion not improves this optimization in cross validation.

Tabla 9: Effect of outlier exclusion in predictive model optimization.**
OUTLIER EXCLUDE 20UT 40uUT
TOTAL PC NUMBER 5 4
POLYPHENOLS 66.4 |MSEC (ug of GAU/g P) 4.8 3.8
to 230.0 ug of gallic |PRESS cal 949 563
acid units (GAU) per |r2 cal 0.980 0.978
raw propolis gram (P) | rmSECV * (ug of GAU/g P) 15.1 5.3
PRESS val 10904 1216
r* val 0.766 0.954
OUTLIER EXCLUDE 10UT 30uUT
TOTAL FLAVONOIDS | ¢ NUMBER 4 3
13.0 t0 69.1 g of rmSEC (ug of QU/g P) 2.4 2.3
quercetin units (QU) [PRESS cal 250 216
per raw propolis gram |r2 cal 0.960 0.937
(P) rmSECV * (ug of QU/g P) 2.8 2.6
PRESS val 402 302
r* val 0.937 0.912
* Cross Validation Leave Out = 1.
**Mean Center pre-processing. Align + MSC transform.

121



Regression Vector Total Polyphenals

1000

Eigenvalue
7.

Wavelength (nm)

00

Eigenvalue

Regression Vector Total Flavonoids

Wavelength (nm)

Correlation Spectrum Total Polyphenols

Ll
o0l

0,000
oLl 175

Eigenvalue

000

0,000
Wavelength (nm)

M

Eigenvalue

Correlation Spectrum Total Flavonoids

0008
o0k
000
S0 1150 00

0,000

0,000

Waselength [nm)

Figura 10: Regression Vector and Correlation Spectrum for Total Polyphenols
and Total Flavonoids in External Validation between 800-2780 nm wavelengths

3.4. External validation.

3.4.1 Optimization of NIR spectral data

Figure 10 shows the Regression Vector and Correlation Spectrum from the

PLS analysis obtained as from external validation with two principal components

selected for both analysis. They was utilized to select the spectral zone that

most contribute to increase the predict ability of the model. Figure 11 represents

the reference sample utilized as reference to Align transformation. The gray

zones in the NIR spectrum are the wavelength range that most contributes to

predictive model according to regression vector and correlation spectrum. Figure

11.a) shows the area between 800-1480 nm provides higher predictive power of
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correlation spectrum total polyphenols. Moreover, the area between 1880-2700
nm (Figure 11.b) is the one that more contributes to regression vector. These
two zones were selected to study if the predictive ability of total polyphenols
model is improved. The results are shown in Table 5.4. The optimized NIR

spectrum with two outliers excluded was the most suitable total polyphenols

model.
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Figura 11: NIR spectrum of Reference Sample used in align transform. It shows
clearer the spectral zone that most contributes in predictive power obtained from
the scan of: (a) Correlation Spectrum Total Polyphenols, (b) Regression Vector
Total Polyphenols, (c) Correlation Spectrum Total Flavonoids, (d) Regression
Vector Total Flavonoids.
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Tabla 10: Impact of wavelength selected in External Validation by Total
Polyphenols

Total NIR spectral Optimized NIR spectral

zone (a) zone (b)
OUTLIER EXCLUDE NO Sl (n=2) NO Sl (n=2)
PRINC COMP N° 2 2 2 2
SEP ((ug of GAU/g P) 12.51 10.76 7.40 7.23
SLOPE 0.85 0.97 0.95 0.86
INTERCEPT 18.95 -0.33 9.09 24.7
r° 0.82 0.86 0.90 0.91

(a) Wavelength selected 800-2780 nm
(b) Wavelength selected 800-1480 nm and 1880-2700 nm

For total flavonoids there are three areas that provide the highest predictive
power of correlation spectrum (Figure 11.c): one zone between 1100-1435 nm,
a second zone between 1600 y 1840 nm and a third zone between 2380-2580
nm. However, for the regression vector predictive ability is not possible to
establish an area that is clearly distinguished from other, being area between
1120-2700 nm (Figure 11.d) that more contributes to regression vector.
Therefore, zone between 1100-2580 nm was selected to assay if improves the
predictive power of total flavonoids model. The results are shown in table 11.
The optimized NIR spectrum with two outliers excluded was the most suitable

total flavonoids model.
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Tabla 11: Impact of wavelength selected in External Validation by Total
Flavonoids
Total NIR spectral Optimized NIR spectral
zone (a) zone (b)
OUTLIER EXCLUDE NO Sl (n=2) NO Sl (n=2)
PRINC COMP N° 2.00 3.00 2.00 3.00
SEP (ugof QU/gP)  3.29 2.72 2.43 1.48
SLOPE 1.13 1.04 0.97 0.98
INTERCEPT -6.89 -2.42 1.21 0.95
r° 0.87 0.88 0.88 0.95
(a) Wavelength selected 800-2780 nm
(b) Wavelength selected 1100-2580 nm

3.4.2. LOD and LOQ estimation for predictive

models

Table 12 shows the LOD and LOQ for multivariate calibration using a

surrogate signal variable (SSV) corresponding to the estimation value of the

predictive model. The results show a good performance considering the sample

ranges: Polyphenols 66.42 to 229.89 ug of gallic acid units per raw propolis

mass (mg) and Flavonoids 12.87 to 69.10 ug of quercetin units per raw propolis

mass (mg).
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Tabla 12: LOD and LOQ estimations for POLYPHENOLS and FLAVONOIDS

PREDICTIVE MODEL POLYPHENOLS FLAVONOIDS
SLOPE 0.98 0.97
INTERCEPT 2.90 1.20

r? 0.984 0.974
TYPICAL ERROR 4.65 1.74
LOD * (mg GAU OR QU/propolis gram) 17.1 6.6

LOQ * (mg mg GAU OR QU/propolis gram) 50.2 19.1

* LOD and LOQ were determined creating a surrogate signal variable (SSV)
(Soto et al., 2009)

Discussion

The results obtained from the analyses of total polyphenols by the Folin-
Ciocalteu method and colorimetric AlCl; method adapted to microplate are found

in similar concentration ranges described in the literature.

In both cases the optimized NIR spectrum method was the most suitable for

external validation of predictive model.

Figure 12 shows experimental and predicted values by PLS external
validation for total polyphenols and total flavonoids. The results show that Align
transformation and MSC transformation to solid propolis samples give high

predictive ability in both models.
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Figura 12: Experimental and predicted values for the optimized NIR spectrum

zone to external validation in PLS analysis: a) Total polyphenols concentration,
b) Total flavonoids concentration.

The NIR methodology developed in this study is a low cost and very fast
method to determine concentrations of both polyphenols and flavonoids in
propolis. Moreover, this type of NIR methods can be automatized or
implemented for in situ determinations. The polyphenols and flavonoids ratio can

be used to discriminate between different propolis samples as quality parameter
of the raw samples.
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Summary

The problematic of standardization of propolis is a complex issue that has
been approached by different researchers based on the elucidation of their
chemical composition and its correlation with their biological activity. Due to
variability of the matrix and the particular characteristics of the various types of
propolis, this work is complex, time consuming, it requires the availability of

several analytical techniques and generally leaves out the interactions between
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the different compounds that constitute the matrix. A complete analysis of the
matrix together with the selective determination of some compounds with
relevant biological activity could establish a quality parameter of the samples
that helped us to develop a control system that facilitates their standardization.
Caffeic acid phenethyl ester (CAPE) is a derivative of caffeic acid that has been
extensively studied because it has various types of biological activity beneficial
to human health. In addition, it is present in different proportions in all the
samples studied. In this work, a new method based on near-infrared
spectroscopy (NIR) to estimate equivalents of CAPE in propolis samples is
proposed. Simultaneously, a new method for estimating antioxidant activity
expressed as EC50 is also presented. A multivariate partial least squares
method (PLS) was used for calibration. These models were previously calibrated
by measuring the content of CAPE by HPLC-EC, and antioxidant activity by UV-
Vis spectroscopy with the high performance microplate reader method. PLS
models were studied by cross-validation and external validation. The NIR
methods developed proved to be a non-destructive, simple, fast and inexpensive
to use. This study model can be used as a quality parameter of in situ raw
propolis samples, without any pre-processing and contributes to solve the

problematic of standardization of propolis.

Keywords: Propolis, NIR, PLS, CAPE, ECso

Resumen

La problematica de la estandarizacion del propoleo es un tema complejo que
ha sido abordado por diferentes investigadores mediante la elucidacion de su
composicién quimica y la correlacién de esta con su actividad biologica. Dada la
variabilidad de la matriz y las caracteristicas particulares de los distintos tipos

de propoleo que se han investigado esta labor resulta compleja, demanda
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mucho tiempo, requiere la disponibilidad de varias técnicas analiticas y
generalmente deja de lado las interacciones entre los diferentes compuestos
gue constituyen la matriz. El analisis completo de la matriz en conjunto con la
determinacion selectiva de algunos compuestos con actividad biologica
relevante permitiria establecer un parametro de calidad de las muestras que
nos ayude a desarrollar un sistema de control que facilite su estandarizacion.
Entre estos compuestos relevantes se destaca un derivado del acido cafeico
(caffeic acid phenethyl ester, CAPE) que ha demostrado poseer algunos tipos
de actividad biologica y se encuentra presente en la totalidad de las muestras
estudiadas. En este trabajo, se propone un método de espectroscopia de
infrarrojo cercano (NIR) para la estimacion de equivalentes de CAPE en
muestras de propoleo. Simultaneamente, se presenta un método para la
estimacion de la actividad antioxidante expresado como ECsy,. Para la
calibracion se utiliz6 un método multivariado de minimos cuadrados parciales
(PLS). Estos modelos fueron previamente calibrados midiendo el contenido de
CAPE por HPLC-EC y la actividad antioxidante por espectroscopia UV-Vis con
el método de microplaca de alto rendimiento. Los modelos PLS fueron
estudiados mediante validacion cruzada y validacién externa. Los métodos NIR
desarrollados resultaron ser un método no destructivo, simple de usar y de bajo
costo. Este modelo de estudio se puede utilizar como un parametro de calidad
de muestras de propoleos crudas, in-situ, sin ningun pre-procesamiento y
contribuye en resolver la probleméatica de la normalizacién de los propdleos.

Palabras Clave: Propéleo, NIR, PLS, CAPE, ECsg
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Introduction

Propolis is a natural product elaborated by the species Apis mellifera and
recognized by a large number of beneficial properties for human health. After
honey, propolis is the second product in quantity fabricated by the bees and its
principal function is maintaining sanitation of the hive. Propolis is synthesized
from resins obtained from trees and plants collected by A. mellifera within an
approximate radius of 5 km around the hive. These resins are mixed with
beeswax and salivary enzymes from A. mellifera. Therefore, propolis is formed
from the available vegetation in the bee flight radium and its chemical
composition and organoleptic characteristics will depend on the flora and

phenology of recollection place. (Marcucci, 1995; Bankova, 2005).

The problematic of the standardization of propolis is a complex issue. Many
researchers have conducted investigations upon their chemical composition and
the correlation with its biological activity (Bankova, 2005; Medic-Saric et al.,
2009). Because of the matrix variability and particular features associated with
the different types of propolis, this approach is complex and demands too much
time. Also, its analysis requires the availability of several techniques and
generally leaves aside interactions between compounds that constitute propolis.
Moreover, it has been observed that samples from different geographic and
climatic zones show similar biological activity against some microorganisms in
spite of a different chemical composition (Markham et al., 1996; Kujumgiev et
al., 1999; Bankova, 2005). This suggests that A. melifera is able to synthesize
propolis in any condition, just depending on the available vegetation in the

collection place.

Until recently, the chemical composition of Chilean propolis remained
unknown. It was not known if among its components there were some beneficial
properties for the human body. On the other hand it was unclear whether some

characteristic chemical marker from Chilean propolis existed. Early studies on
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propolis reported the presence of some flavonoids such as pinocembrin, chrysin
and galangin in samples from the Chilean Los Rios Region; and lignans (Valcic
et al, 1998), pinocembrin, acacetin, galangin, izalpin, cinnamic acid were
identified from Central Chile. It was not known if among its components there
were some beneficial properties (Munoz et al, 2001). From the locality of San
Vicente de Tagua Tagua, galangin, caffeic acid, p-coumaric acid, ferulic acid
and caffeic acid phenethyl ester (CAPE) (Russo et al, 2004) were reported. In
samples from Central Chile, the presence of caffeic acid, CAPE, ferulic acid,
galangin, genistein, kaempferol, pinocembrin, quercetin and vainillina, among
other compounds, (Castro et al, 2014) was recently reported. Currently we know
that Chilean propolis collected from central south zone contains high levels of
polyphenols, flavonoids type principally, and its bioactivity is associated to

antioxidant and inmunostimulant capacity.

There are several reports that validate the biological activity of propolis as an
antiseptic, antifungal, antibacterial, antiviral, anti-inflammatory,
inmunomodulator, hepatoprotective, anti-diabetic, anti-tumor and antioxidant
agent (Marcucci, 1995; Burdock, 1998; Banskota et al., 2001; Castaldo &
Capasso, 2002; Kumazawa et al., 2004; Matsui et al., 2004; Fuliang et al., 2005;
Viuda-Martos et al., 2008; Omene et al., 2014). Due its importance and
abundance in propolis, the main studied compounds have corresponded to
polyphenols like flavonoids and phenolic acids and their esters.

Among this last type of phenolic compounds, caffeic acid phenethyl ester
(CAPE) has been syndicated as one of the most active isolated from propolis.
This compound has been studied for its immunomodulatory and antitumor
properties (Omene et al, 2012; Chi-Fung Chan et al, 2013). Currently, interest in
CAPE has increased as a prospective raw material for the pharmaceutical
industry due to its reported properties as anti-inflammatory, inmunomodulatory,

antiproliferative and antioxidant (Rossi et al, 2002; Russo et al, 2002). For all
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these antecedents, CAPE content in raw propolis and related products may be
used as criterion to assess the quality of a sample.

A series of analytical methods have been used for chemical characterization
of propolis. The most used is HPLC coupled with UV, DAD or MS detectors,
especially for characterizing phenolic compounds (Cuesta-Rubio et al., 2007;
Pellati et al., 2011). Liguid chromatography coupled to direct amperometric
electrochemical detection (HPLC-EC) is a method useful to detect compounds in
very low concentrations. This detector has proved to be more sensitive and
selective than others modes of detection, simplifying both sample preparation
and data interpretation. This detector is especially helpful in the analysis of
compounds with antioxidant activity because the oxidation-reduction potential
can be correlated with the antioxidant capacity. (Skrinjar W. et al., 2007; Cao W
et al., 2011). Given that detector response is not-dependent on the optical path
length or sample turbidity, its signal has low noise (Blasco A. et al, 2007).
However, these techniques often are time demanding as they have high
operating costs. The near infrared spectroscopy (NIR) is a fast, easy and non-
destructive method that can record spectra from solid and liquid samples with no
pretreatment. One of the main advantages is that it implies a low operation cost
and provides spectra in a quick way, being able to predict physical and chemical
parameters from a single spectrum. The analytical information contained in the
typically broad, extensively overlapped bands of NIR spectra is hardly selective
and influenced by a number of physical, chemical and structural variables. In
addition, differences between samples may cause very slight spectral
differences which are difficult to distinguish with the naked eye (Blanco and
Villarroya, 2002). As the NIR instruments currently available quickly provides
vast amounts of data that require speedy and efficient processing, NIR
spectroscopy requires chemometrics to extract as much relevant information as
possible from the analytical data. Both techniques are closely related, and may
be useful to detect adulterants (Cozzolino and Corbella, 2003) or to trace the
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origin of raw materials (Cheng et al., 2013). Therefore, its use in beekeeping
industry as a quality control tool provides several possibilities to assess the
problem of standardization of propolis (Escudero et al., 2013; Xu et al., 2013).

In this study we developed a new method for the simultaneous evaluation of
CAPE content and antioxidant activity in propolis by NIR spectroscopy with
calibration by Partial Least Squares (PLS). This method is cheaper and faster
than chromatographic methods and it is available to be implemented in field
applications.

Materials and Methods

2.1. Propolis samples

In the present study 26 samples (n = 2) of propolis from different geographic
areas of the Biobio and Araucania Regions, Chile (36’20 N; 39’32 S; 7126 E;
73’32 W) were analyzed. Samples were obtained by mesh collection method
(Sales et al., 2006; Abu Fares et al., 2008). After analysis, samples were stored

at 4 °C in dark containers.

2.2. Reference Methods

2.2.1. CAPE equivalents determination in propolis
samples
Analyses of CAPE equivalents in propolis samples were performed by HPLC
with amperometric electrochemical detector (HPLC-EC). The chromatographic
system consisted of a quaternary pump Hitachi Elite LaChrom L-2130 and an
electrochemical detector CC-5E BASJ. An HPLC Supelcosil ABZ + PLUS
column, length 25 cm, 4.6 mm internal diameter and 5 um particle size was used

for the separation at a flow rate of 1.0 mL/min. The separation was performed by
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means of a linear gradient elution: eluent A, acetonitrile / trifluoroacetic acid
0.05%; eluent B, water / trifluoroacetic acid 0.05% (Merck, HPLC grade). The
gradient was as follows: 0 min 25% B; 3 min 32% B; 10 min 42% B; 20 min 51%
B; 25 min 57% B; 30 min 25% B. The electrochemical detector was operated at
900 mV in oxidative mode (Cao W. et al, 2011) and 30 min was the
chromatographic run time. For the analysis of CAPE equivalents, 10 mg of
propolis were dissolved in 5 ml of methanol (Merck, HPLC grade) then was
diluted 4 times, filtered (0.45 um) and injected using the 20 uL loop of the HPLC
system. The calibration curve was obtained by dissolving 2 mg of an authentic
standard of CAPE (Sigma) in 2mL methanol. Calibration curves were prepared
by dilution in the range of 6.25—-100.00 pg/mL.

2.2.2. Estimation of antioxidant capacity by
High-throughput DPPH Assay.

In order to set a quality parameter of propolis samples the free radical
scavenging activity by DPPH assay was used as estimate of antioxidant
capacity. A modification of the 96-well plate assays described by Herald (Herald
et al., 2012; Yang et al, 2011) was used. DPPH solution (150 umol /L, Sigma)
was prepared in methanol daily, and 200 pL of this solution was added to all
wells except the blank test wells. Sample, control or standard solutions (25 pL)
were added. The solutions were mixed and the absorption at 517 nm was
determined immediately after shaking. The absorbance of each plate was
continuously read during 30 min using a EPOCH microplate reader (BioTek

Instruments). Data were processed with Gen5 software version 1.11.

For each propolis sample, different concentrations ranging from 3.52 to
225.00 mg/L were prepared in methanol. All determinations were performed in

duplicates.

The percentage scavenging effect was calculated as:
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Scavenging rate = [1 — (A1 — A2) | Ag] X 100% (1)

Where A, is the absorbance of the control (without sample) and A; is the
absorbance in the presence of the sample, and A, is the absorbance of sample
without DPPH radical. The free radical scavenging ability of the samples was
expressed as ECsp value, which is the effective concentration at which 50% of
DPPH radicals were scavenged. The ECsp values were calculated from the area
under the curve of scavenging activities (%) versus the logarithm of

concentrations of respective sample.

Also, we calculated TEACso index (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity
obtained from ECsp values) for each propolis sample and were expressed in
mmol of Trolox equivalents per mass (in grams) of raw propolis. The TEAC
values were determined by means of a standard curve prepared with Trolox
(Sigma). AUC values of six Trolox solutions of different concentrations within the
linear range of 2.81-50.00 uM were determined (Figure 13). The AUC values (y)
were graphed against the Trolox concentrations (x), and was obtained a linear
regression equation it was used to interpolate TEAC as from to ECso values
(TEACsp index)
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Figura 13: Area under curve (AUC) for DPPH scavenging versus trolox
concentration (2.81-50.00 uM) for TEAC determination.

2.3. Acquisition of NIR spectra and HPLC-EC

chromatograms.

A NIR reflectance Bruker spectrometer (Opus MPA with v. 6.5.) was used for
the collection of NIR reflectance spectra expressed as percentage of reflectance
(%R). For the NIR spectra acquisition, 0.5 g of propolis were frozen at -20 ° C
pulverized. Then, 32 scans in a range of wavenumber from 12500 to 3600 cm-1
(800-2780 nm) with resolution of 8 cm™ were performed for each sample.
Spectra were measured in duplicate. Spectra were transformed into

absorbance using log (1/R) for chemometric analysis.

An HPLC chromatograph (Hitachi LaChrom Elite) coupled to an

amperometric electrochemical detector (CC-5E BASJ) to obtain the
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chromatograms was used. For electrochemical detection, a glassy carbon rod
was the working electrode with an Ag/AgCl reference electrode and a stainless
steel tube as auxiliary electrode was used in flow cell. The electrochemical
detector was operated at 900 mV in oxidative mode and 30 min was the
chromatographic run time. The chromatographic conditions used were described
in CAPE equivalents determination.

2.4. Multivariate data analysis

Spectra were pre-treated by mean center (MC) and autoscale (AS) pre-
processing. In addition, signal filtering in some models, orthogonal signal
correction (OSC) and calibration was applied to enhance predictive power (Wold
et al, 1998). Furthermore, spectra were transformed by Align and Multiplicative
Scatter Correction (MSC) (Geladi et al., 1985).

Align transformation involves aligning the maximum of NIR spectra from the
different samples (Infometrix Inc, 1985-2014). First (FD) derivate
transformations (Savitzky & Golay, 1964) were used to optimize the predictive

model.

MC permits to center the data about the mean. This mean was computed for

each variable according to:

(2)

The mean was then subtracted from each data value to produce a mean-
centered matrix defined by Eq. (2), where i is the sample and j is the variable.
Kijime) = Xij = X1

mc)

3)
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AS, is a preprocessing technique that apply a mean-centering followed by
variance scaling on the data. Autoscaling of the data was calculated according

to the following equation:

: (4)

Where §; is the variance for the variable j.

MSC is a standard approach to compensate for scattering by solids in NIR
spectrometry.

FD is based on a Savitzky — Golay polynomial filter. This method applies a
convolution to independent variables in a window containing a center data point
and n points on either side. A weighted second-order polynomial is fit to these

2n + 1 points and the center point is replaced by the fitted value.

OSC was used to remove one component at a time from X using the non-
linear iterative partial least squares (NIPALS) algorithm. This has the advantage
that the approach will cope also with moderate amounts of missing data as PCA
and PLS.

Twenty six samples of raw propolis (n=2) were utilized for the X matrix
(independent variable). The spectral data were divided into two sets: calibration
data set (34) and external validation data set (18) for the PLS modeling and

validation respectively.

The calibration model was constructed with the PLS algorithm using the NIR
spectra as the X matrix and the CAPE equivalents and ECsy estimation as the Y
vectors. The optimization of the PLS model was performed by cross-validation.
The root mean square error of calibration (RMSEC ), the root mean square error

of cross- validation (RMSECV) and the standard error of prediction (SEP) were
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used for error analysis in calibration, cross-validation and external prediction
respectively (Ragno et al., 2004; Afkhami et al., 2007).

()
RMSECV =
(6)
SEP =
(7)

Where n¢, ny and n, represent the number of samples of calibration, cross
validation or external validation and prediction sets respectively; y is the CAPE
equivalents content or ECsy estimation determined by reference methods; y is
the NIR predicted values and k is the optimal number of PLS components used

in the model.

Outliers can distort an estimate of the optimal number of factors. The outlier
diagnoses for CAPE equivalents content and ECsy estimation were performed
considering Leverage, Sample Residual and Mahalanobis distance. The outlier
diagnosis for PLS was carried out through the cross validation performed,
considering the Studentized residual together with Leverage with thresholds
based on a 95%. The unusual samples were eliminated, and then the models
were reconstructed, being optimized, validated and utilized for all the

calculations (Infometrix Inc, 1985-2014).
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The detection limits (LOD and LOQ) for multivariate calibrations were
determined creating a surrogate signal variable (SSV) in order to create a
pseudo-univariate model. (Olivieri et al., 2006; Saurina et al., 2001) The

selected SSVs corresponded to the model predicted values (Soto et al., 2009).

Regression vector was used to estimate which variables of X matrix are
major contributors to predictive model. Furthermore, it was utilized to select
wavelength or retention time optimal intervals, as from absolute valor to
regression vector and allowed select the zone from highest predictive power.
The absolute value of this vector was ordered from largest to smallest, and the X
matrix zones that most contribute to predictive power of the model were

selected.

PLS calculation and validations were performed by Pirouette 4.5 software
(Infometrix Inc. , Woodinville, WA, USA).

Results

3.1. Determination of CAPE equivalents in propolis

samples.

Figure 14 a) shows a representative chromatogram obtained from the
analysis of CAPE equivalents, and Figure 14 b) after the addition of a known
concentration of quercetin (Sigma) kaempferol (Sigma) and CAPE (Sigma). The
contents of CAPE equivalents in methanolic extract of raw propolis samples
ranged from 5.78 to 52.87 mg of CAPE equivalents per raw propolis mass (g).
Table 13 shows some merit figures obtained for the determination of CAPE

equivalents in methanolic extract of raw propolis.
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Figura 14: Chromatograms obtained from propolis extracts: a) Control Sample
b) Spiked with Quercetin (1), Kaempferol (2) and CAPE (3).

Tabla 13: Merit figures for CAPE equivalents by HPLC-EC in
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methanolic extract of raw propolis

SLOPE 0.0966
INTERCEPT -0.0246
r? 0.9995
TYPICAL ERROR 0.0869
LOD (a) 2.4
LOQ (a) 8.7

(@) The results were expressed in mg of CAPE EQUIV per

mass of raw propolis (mg/g).

3.2. Estimation of antioxidant capacity by 2,2-

diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) assay.

In order to set a quality parameter for propolis samples, we used the
measurement of their antioxidant capacity by DPPH-scavenging assay. Figure
15.a) shows the reaction rates of a propolis sample at different concentrations
levels. From this graph, the area under the curve (AUC) was calculated and
propolis concentration was transformed to logarithm function in order to obtain
ECso values (Figure 15.b). The results were expressed as mg of propolis per
liter (mg/L). Also, we calculated TEACs, index (Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity obtained from ECsp) for each propolis sample and were expressed in
mmol of Trolox equivalents per mass (in grams) of raw propolis. Table 14 shows
the results obtained to each propolis sample according their precedence and

geolocalization.
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a) Propolis Sample
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Figura 15: a) Reaction rates of a propolis sample to different concentrations
levels to estimate area under the curve (AUC) b) AUC vs log (propolis
concentration) for calculate EC50 concentration of each propolis sample.
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Tabla 14: Antioxidant activity expressed as ECso and TEACs, from propolis
samples according their origin.

R e SN O o Tecan

ARAUCANIA §2°]2j332\?v 22.80 1.15

CORDILLERA 3;222;23\/ 3212 0.77

BIOBIO COSTA ?goﬁg,gg:g,,\?\/ 24.44 1.38
36°25'04.5"S

S OBIO ;é:gg;g;\é\/ 26.02 0.96

CENTRAL 72031,45:9"\/\/ 28.07 0.88

36°46'40.7"S 14.28 2.11
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72°49'00.3"W

36°44'34.7"S
72918'41.3"W 14.98 1.10
36°58'39.9"S
7996445 8" W 22.83 1.51
37°04'37.3"S
79933'55 6"W 33.78 0.88
36°47'25.9"S
79949'59 1"W 32.40 0.90
36°16'55.5"S
22931'36.5" W 24.34 1.12
37°28'50.1"S
7991797 O0"W. 23.22 1.17
36°19'00.6"S
2993334 8"W 25.68 0.95
UNKNOW UNKNOW 15.29 1.67
RANGE 14.28-43.08 0.71-2.11
MEAN 24.51 1.14
SD 7.16 0.35
%CV 29.22 30.61

(GM) Coordinate system using GOOGLE MAPS
@) The results were expressed in mg Propolis / solution volume
(mg/L)
(b) The results were expressed in mmoles Trolox equiv /propolis
mass (mmoles/q)

3.3. Optimization of PLS algorithm using the NIR

spectra by Cross Validation

Figure 16 shows the overlay NIR spectra of 26 raw propolis samples (n=2)
recorded at wavelengths between 800 nm and 2780 nm. From these spectral
data two predictive models with the PLS algorithm were built using the NIR
spectra as the X matrix and the CAPE equivalents and ECsp estimation as the Y

vectors. The optimization of PLS model was performed by Cross Validation.
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Later, the spectral data were randomly divided into two sets: calibration and
prediction sets for the PLS modelling and External Validation, respectively. The

results obtained are shown below.

3.00

Reflectance
2

0.00
600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000

Wavelenght (nm)

Figura 16: Raw NIR spectra of 26 (n=2) propolis samples between 800 nm and
2780 nm. Inset represents the NIR spectrum zone (1090-2780 nm) selected to
optimize the predictive models of CAPE content and EC50 estimation.

3.3.1. External Validation in predictive model of
CAPE content.

The calibration set for external validation consisted of 34 NIR spectra and the
prediction set consisted of 18 spectra not included in the calibration set. Table
15 shows predicted and observed values for CAPE content model and a resume
of data treatment and error analyses of the most suitable predictive model. We
used Mean-Center (MC) preprocessing and ALIGN-MSC data transformation,
aligning the spectra to one sample with average value of CAPE. One outlier
value was identified and its exclusion improved the principal components
number selected (it was 3). Regression vector was used to select the spectral

zone that most contribute to increase the model predictive ability. Figure 16 inset
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represents the NIR spectrum zone selected to optimize the predictive model of

CAPE content. Figure 17 shows a scatter plot between PLS prediction value and

reference measurement for CAPE content. The good performance of linear

regression equation and its low value of SEP and RMSEP errors showed a good

ability of predictive model obtained by PLS.

Tabla 15 : Predictive model for CAPE content obtained from NIR spectra

VALIDATION

SET
PT1
PT4d
PT6
PT7
PTOod
PT10
PT11
PT12
PT13d
PT14d
PT15
PT16
PT17
PT18d
PT20
PT23d
PT25d
PT26d

during External Validation.

OBSERVED
6.42
35.55
19.19
31.61
21.21
19.51
53.46
36.54
30.05
42.18
45.42
41.69
27.96
35.70
10.27
27.18
25.90
28.51

PREDICTED
6.64
36.20
19.46
32.37
20.73
19.53
49.77
36.12
29.79
42.48
46.21
41.48
27.34
35.16
6.91
26.19
25.51
30.14

A PRED-

OBS
0.22
0.65
0.27
0.76
-0.48
0.02
-3.69
-0.42
-0.26
0.30
0.79
-0.21
-0.62
-0.54
-3.36
-0.99
-0.39
1.63

PREPROCESSING USED
TRANSFORM DATA
OUTLIER EXCLUDE
WAVELENGHT SELECTED
(hm)

FACTORS SELECT

SEP ERROR

MEAN -CENTER
ALIGN (13)-MSC
1

1090-2780
3
1.33
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Figura 17: Scatter plot showing a correlation between PLS prediction value and
reference measurement for CAPE content. The circles white and black
represent calibration and prediction data, respectively. The calibration and
prediction sets have good correlation with reference measurement data and the
correlation coefficients for these models equal to 0.9895 and 0.9881 for the
training and test sets, respectively.
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3.3.2. External Validation in predictive model of
Antioxidant Activity of propolis samples by ECs
estimation.

The calibration set for external validation consisted of 33 NIR spectra and the
prediction set consisted of 17 spectra not included in the calibration set. Table
16 shows predicted and observed values for ECsy estimation and a resume of
data treatment and error analyses of the most suitable predictive model. We
used Mean-Center (MC) preprocessing and ALIGN-FD data transformation,
aligning the spectra to one sample with average value of ECso. Outlier values
were not identified. In calibration and predictive sets the optimal principal
components was three. Finally, regression vector was used to select the
spectral zone that most contribute to increase the model predictive ability. The
NIR spectrum zone between 1090-2780 nm was selected to optimize the
predictive model of ECsg estimation (Figure 16 inset). Figure 18 shows a graph
of PLS prediction value versus reference measurements for calibration and
prediction sets. The good performance of linear regression equation and its low
value of SEP and RMSEP errors shown an adequate prediction power of the
model obtained by PLS.

156



Tabla 16: Predictive model for EC 50 obtained from NIR spectra
during External Validation.

VALIDATION SET OBSERVED PREDICTED A PRED-OBS
PT1 19.49 20.43 0.94
PT2 31.19 32.97 1.78
PT3d 29.81 29.05 -0.76
PT4 28.87 27.71 -1.16
PT5 26.02 25.28 -0.74
PTéd 17.58 16.34 -1.24
PT7d 32.12 33.12 1.00
PT8 28.07 30.23 2.16
PT9 26.58 25.85 -0.73

PT10d 17.86 16.61 -1.25
PT11d 15.27 13.33 -1.94
PT12d 16.02 16.87 0.85
PT14d 14.98 14.46 -0.52
PT19 15.29 12.57 -2.72
PT20 32.40 31.10 -1.30
PT21d 43.08 42.10 -0.98
PT22d 24.34 25.97 1.63
PREPROCESSING USED MEAN -CENTER
TRANSFORM DATA ALIGN (17)-FD
OUTLIER EXCLUDE 0
WAVELENGHT SELECTED (nm) 1090-2780
FACTORS SELECT 3
SEP ERROR 1.39
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Figura 18: Scatter plot showing a correlation between PLS prediction value and
reference measurement for EC50 estimation. The correlation coefficients for
these models equal to 0.9738 and 0.9814 for the training and test sets,
respectively.
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3.3.3. LOD and LOQ estimation for predictive
models
Table 17 shows the LOD and LOQ for multivariate calibration using a
surrogate signal variable (SSV) corresponding to the estimation value of the
predictive model. The results show a good performance considering the sample
ranges (5.78 to 52.87 mg of CAPE equivalents per raw propolis mass (g) and
14.28 to 43.08 mg of propolis per liter solution).

Tabla 17: LOD and LOQ estimations for CAPE content and EC50

PREDICTIVE MODEL NIR-CAPE NIR-EC50
SLOPE 0.99 1.01
INTERCEPT 0.31 -0.46

r? 0.989 0.974
TYPICAL ERROR 1.065 1.131
LOD * (mg CAPE/propolis gram) 3.5 2.9
LOQ * (mg CAPE/propolis gram) 11.1 10.7

*LOD and LOQ were determined creating a surrogate signal
variable (SSV) (Soto et al., 2009)

Discussion

Because of the high complexity and variability of Propolis, in this work we
propose a new approach for its standardization. First, we choose a selective
chemical analysis of compounds with relevant biological activity to establish
quality parameters that allow propolis standardization using multivariate
calibration and NIR spectroscopy. As biological activity model we used
antioxidant activity of raw propolis using DPPH assay in 96-well microplate

format. Results of this analysis were expressed as EC50 or TEAC50. These
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approaches take into account both the kinetic and the thermodynamic
measurements of the radical-antioxidant reactions and make it possible to
compare data between laboratories. However, more assays involving different

radicals are needed for a proper antioxidant characterization.

Caffeic acid phenethyl ester (CAPE) is a phenolic derivative of caffeic acid
isolated from propolis. This substance has been used in the design of new drugs
based on its adequate security profile. Currently, this molecule is under pre-
clinical evaluation, in particular due to its potential for the treatment of patients
with some types of cancer (Burdock, 1998; Basista-Soltys, 2013; Murtaza et al,
2014).

For its determination, HPLC-CE method was used due to the good selectivity
and sensibility achieved by the electrochemical detector. High sensitivity
measurements are necessary to trace low antioxidants levels (e.g. quercetin).
Electrochemical detectors generate chromatograms with lower noise level
allowing its use coupled with chemometric tools. It simplifies both sample

preparation and data interpretation.

Figure 19 shows the chromatogram used as a reference to align the samples
for HPLC-EC analysis (b). Simultaneously, the regression vector obtained for
this predictive model is observed in the top (a). The preprocessing autoscale
(AS) proved be the most suitable for this chromatogram-PLS predictive model.
Orthogonal signal correction (OSC) was used to remove components in the X
block that are orthogonal to the Y block before performing the regression. Thus,
obtaining a robust model with low prediction errors is the main objective of OSC

correction.

The regression vector in Figure 19 (a) shows the most important zones that
contributed in predictive model. Importantly, we observed that CAPE (2) and
guercetin (1) have strong influence in predictive model, despite signal difference

found in the chromatogram. Quercetin and CAPE have been studied for their
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beneficial use in health as antioxidant and inmunomodulator. For this reason,
the presence of both compounds can be used as an indicator of quality in

propolis samples.

0.55
0.002
0.45 1 2
0.000
0.35
a) -0.002
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Figura 19: Chromatogram used as reference to align the samples for HPLC-EC
analysis using multivariate calibration PLS (b). Simultaneously in the top, the
regression vector obtained for this predictive model is observed (a). Quercetin
(1) and CAPE (2) Have strong influence in predictive model, despite signal
difference found in the chromatogram.
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CAPITULO 7

OTROS ENSAYOS Y EXPERIMENTOS.
RESULTADOS Y DISCUSION

Durante el desarrollo de esta tesis se realizaron algunos experimentos
gue no han sido publicados y que también contribuyen al estudio del propoleo.
Uno de los problemas mas frecuentes que se presentaron se relaciond con la
solubilidad de la muestra y las dificultades asociadas a su escasa solubilidad en
agua a temperatura ambiente. La ventaja de mantener enzimas en un medio
acuoso con pH regulado no pudo ser aprovechada en la mayoria de los
ensayos de actividad biolégica in vitro, debido a la baja solubilidad entre las
muestras y el medio acuoso de la enzima. El resultado de esta incompatibilidad
fue la presencia de turbidez debida probablemente a la precipitacion de ceras,
gue afecto la lectura de los pocillos en el ensayo de microplaca, detectandose
una baja reproducibilidad en los ensayos y resultados erraticos al momento de
implementar estas metodologias. La utilizacion de otro tipo de solventes no
acuosos como medio de la reaccion, tales como alcoholes u otro solvente
organico afecto la viabilidad enzimatica, aumentando los limites de deteccién
de la técnica, situacibn no deseada y que se descart6 en mas de una

determinacion.
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Mejores resultados se obtuvieron en el fraccionamiento con solventes
organicos de las muestras de propoleo. Se ensay6 un sistema trifasico que
resulto ser rapido y adecuado para obtener tres fracciones bien definidas, que
son capaces de separar compuestos basado en la afinidad que tienen con la
polaridad de los solventes utilizados. El analisis cromatografico de estas
fracciones fue realizado, observandose diferencias en la distribucion de
compuestos que pueden ser de gran utilidad en el aislamiento de compuestos

bioactivos.

Finalmente se realizo el desarrollo de un modelo quimiométrico para otro
tipo de actividad biol6gica, hallandose un modelo predictivo capaz de predecir la
inhibicién de la a-amilasa de origen porcino, enzima involucrada en la hidrolisis
de polisacéaridos y que al ser inhibida produce una disminucion de los azucares
disponibles en sangre, lo que es de gran utilidad en el manejo de pacientes

diabéticos.
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Fraccionamiento rapido de muestras de
propodleos por un sistema trifasico de extraccion

liquido-liquido.

1. Introduccion

El enfoque clasico de la busqueda de compuestos bioactivos en
productos naturales requiere de estudios que permitan aislar aquel compuesto
gue sea candidato a ser estudiado por sus potenciales aplicaciones biomédicas.
Se ha observado que si su efecto aislado tiene resultados promisorios el efecto
del fitocomplejo puede llegar a ser incluso superior, posiblemente asociado a un

efecto sinérgico con otras moléculas bioactivas.

Es deseable que este aislamiento de compuestos bioactivos sea un
proceso selectivo, reproducible, simple y rapido, con el fin de no incorporar
muchos pasos que afecten el rendimiento de la extraccion. En este estudio se
ensay0 un sistema trifasico de extraccion liquido-liquido que ha permitido
separar algunos compuestos presentes en propoleo en tres fracciones: Fraccion
alta o apolar, Fracciéon media de polaridad intermedia y fraccién baja o polar,
permitiendo una separacién reproducible de algunos compuestos detectados
por cromatografia liquida HPLC acoplada a deteccidén electroquimica. En el
analisis cromatografico de estas tres fracciones se ha observado un patrén de
fraccionamiento constante que puede ser de gran utilidad en el estudio de

nuevos compuestos bioactivos del propoleo.
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2. Materiales y Métodos

A. Muestras de Propoleo

En el presente estudio se analizaron 26 muestras (n = 2) de propoleos de
diferentes areas geograficas del Biobio y Araucania Regiones, Chile (36'20 N; S
39'32 S; 71'26 E; 73'32 W) Las muestras fueron obtenidas por el método de
recogida de malla. (Sales et al., 2006; Abu Fares et al., 2008). Después del

analisis, las muestras se almacenaron a 4 ° C en la oscuridad.

B. Fraccionamiento de las muestras de propoleo

Para realizar el fraccionamiento de las muestras de propoleo se pulverizo
y se pesoO 10 mg de propoleo crudo en una mezcla de solventes hexano / t-butil
metil éter / acetonitrilo / agua en la relacion 2 /2 / 3 / 2. Los solventes utilizados
(Merck® vy agua ultrapura) formaron un sistema trifasico que fue separado
mediante un embudo de decantacién en una extraccion liquido-liquido. Las tres
fases obtenidas fueron evaporadas a temperatura ambiente y reconstituidas en
diferentes volimenes de metanol grado HPLC Merck. La fraccion A (alta) se
reconstituyo en 2 mL de metanol; la fraccion M (media) fue reconstituida en 7
mL de metanol y la fraccién B (baja) se reconstituyo en 1 mL de metanol. Todas
las fracciones fueron diluidas 4 veces y luego analizadas por cromatografia

HPLC acoplada con detector electroquimico.

C. Analisis de las fracciones de propoleo por HPLC-CE
El analisis de las tres fracciones de propdleo se realiz6 por HPLC

acoplado a un detector electroquimico amperométrico (HPLC-CE). El sistema
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cromatografico consisti6 en una bomba cuaternaria Hitachi Elite LaChrom L-
2130 y un detector electroquimico BASJ CC-5E. Para la deteccion
electroquimica, se utilizé en la celda de flujo una barra de carbono vitreo fue
utilizada como electrodo de trabajo, un electrodo de Ag / AgCIl como referencia
y una barra de acero inoxidable como electrodo auxiliar. Una columna HPLC
Supelcosil ABZ + PLUS, longitud de 25 cm, 4,6 mm de didmetro interno y 5 um
de tamafio de particula fue utilizada para la separacion a una velocidad de flujo
de 1,0 mL / min. La separacion se realiz6 por medio de una elucion de
gradiente: eluyente A, acetonitrilo / acido trifluoroacético al 0,05%; eluyente B,
agua / &cido trifluoroacético al 0,05% (Merck, grado HPLC). El gradiente fue
como sigue: 0 min 25% de B; 3 min 32% de B; 10 min 42% de B; 20 min 51%
de B; 25 min 57% de B; 30 min 25% de B. El detector electroquimico se hizo
funcionar a 900 mV en el modo oxidativo (Cao W. et al, 2011) y 30 minutos fue
el tiempo de la corrida cromatografica. Para el andlisis de las fracciones, se
diluyeron 4 veces, se filtrd (0,45 micras) e inyect6 usando un loop de 20 pL en
el sistema HPLC-CE.

D. Andlisis del contenido de polifenoles y flavonoides
totales en las fracciones de propdleo.

1) Determinacion de polifenoles totales.

El analisis de polifenoles totales se realizo0 por el método de Folin-
Ciocalteu (Singleton y Rossi, 1965) adaptados para microplaca modificado por
Herald (Herald et al., 2011). Para el andlisis del extracto total, 10 mg de
propéleo se disolvieron en 5 ml de metanol y luego se diluyo cuatro veces. Las
fracciones obtenidas fueron diluidas 4 veces y luego, una alicuota de 10 yL de

esta solucion o solucion de acido gélico (Sigma) se diluydé en 200 yL de agua
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desionizada. En cada pocillo se afiadié 15 pL de reactivo de Folin-Ciocalteau al
50%. Después de 5 minutos se afadieron 40 pL de Na2CO3 al 20%. El

contenido de polifenoles totales se determiné por:

Polifenoles totales = DF X (ABS sampie.— ABS piank) — INT (1)

SLO

Donde DF representa un factor de dilucion (DF = 2), ABSsample ¥ ABSpianco
es la absorbancia de la muestra o el blanco a 765 nm respectivamente, INT
representa el intercepto de la curva de calibracion de acido gélico, y SLO
representa la pendiente en la curva de calibracion de acido galico.

Las mediciones a 765 nm se realizaron después de 45 minutos en la
oscuridad en un lector de microplacas BioTek EPOCH Instruments, acoplado a
un software Gen5 versién 1.11. Como solucion estandar se utilizé acido galico
(de 25-200 mg / L). Los resultados se expresaron como mg equivalentes de

acido galico (EAG) por gramo de propolis.

2) Determinacion de flavonoides totales.

Para el andlisis de flavonoides totales se realiz6 un método colorimétrico
con AICl; (Yang et al., 2011) con algunas modificaciones. 10 mg de propoleos
se disolvieron en 5 ml de metanol para el andlisis del extracto total (Merck,
grado HPLC) y después se diluyé 4 veces. Las tres fracciones obtenidas
también fueron diluidas 4 veces, tomandose una alicuota de 50 pL de muestra o
solucion de quercetina (Sigma) para cada pocillo, y luego se afiaden 50 pL de
metanol. Finalmente, se afadié 100 uL de AICI; al 10% en metanol y se dejo 20

min en la oscuridad. La muestra fue leida a 435 nm de longitud de onda en un
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lector de microplaca (BioTek Instruments mod. EPOCH acoplado al software
Genb version 1.11). El contenido de flavonoides totales se determiné por:

Flavonoides totales = DF X (ABS sample — ABS piank) = INT  (2)

SLO

Donde DF representa el factor de dilucion (DF = 2), ABSsampie Y ABSbianco
es la absorbancia de la muestra o el blanco a 435 nm respectivamente, INT
representa el intercepto de la curva de calibracion de Quercetina y SLO

representa la pendiente en la curva de calibracion de Quercetina.

Las soluciones de Quercetina se prepararon como patron de referencia
(de 3.125 a 100.000 mg / L). El resultado se expres6 como mg equivalentes de

Quercetina (EQ) por gramo de propoleo.

3. Resultados
A. Fraccionamiento de las muestras de propoleo

La Figura 20 a) y b) muestra dos cromatogramas representativos de las
tres fracciones de propoleo. El gradiente de fase movil utilizado permite afirmar
que los compuestos mas polares (ej. Acidos fendlicos) son los primeros en
aparecer y se pre-concentran mejor en la Fraccion Baja, (fase mas polar)
observandose una escasa presencia de estos compuestos en la Fraccion Alta
(fase mas apolar). Esta eficiencia no se comporta de la misma forma en los
compuestos mas apolares donde se observa una distribucion mas equitativa en

las tres fracciones, observandose una menor selectividad en la separacion.
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Cromatograma de Fracciones de Propoleo
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Figura 20 a) y b) son cromatogramas superpuestos del fraccionamiento de la
muestra 10 y 14 del estudio.
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B. Contenido de polifenoles y flavonoides totales

Asimismo, se determind que el contenido de polifenoles y de flavonoides
totales (ver figura 21 y 22) se distribuye de manera similar. En ambas muestras,
tanto M26 como M21 el resultado mayor se obtuvo en la fraccion media,
obteniéndose un rendimiento promedio del fraccionamiento cercano al 80% y un
porcentaje de recuperacion en la fraccion media de un 60% para el caso de

polifenoles totales.

Contenido de Polifenoles Totales en extracto
total y fracciones de propoleo

EM26 =M21

EXTRACTO

FRACCION ALTA
TOTAL FRACCION

MEDIA FRACCION BAJA

Figura 21: Medicion del contenido de polifenoles totales en extracto total y
fracciones de propoleo. Los resultados corresponden a mg de equivalentes de
Ac Gélico por gramo de propdleo (mg Equiv Ac Gal/ g propoleo crudo).

Para el caso del contenido de Flavonoides totales se estimd que el
rendimiento promedio del fraccionamiento fue de 95% para ambas muestras en
estudio, y el porcentaje de recuperacion promedio de flavonoides en la fraccion
media fue del 83%.
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Contenido de Flavonoides totales en extracto total y
fracciones de propoleo

EM26 "M21

56.19

I

FRACCION MEDIA

49.75

=
l " ’

_

EXTRACTO TOTAL
FRACCION ALTA

FRACCION BAJA

Figura 22: Medicién del contenido de Flavonoides totales en extracto total y
fracciones de propoleo. Los resultados corresponden a mg de equivalentes de
Quercetina por gramo de propéleo (mg Equiv Quer/ g propoleo crudo).

4. Discusion

El fraccionamiento de las muestras de propoleo realizado por este
sistema trifasico ha demostrado ser capaz de separar eficientemente los
compuestos mas polares detectados por cromatografia HPLC-CE. Sin embargo,
la fraccidbn mayoritaria se concentra en la fase de polaridad intermedia (Fraccion
media) donde se ha observado la pre-concentracion mayoritaria de los
compuestos bioactivos estudiados. Es asi como la figura 23 muestra como se
distribuye el fenetil ester del acido cafeico en las tres fracciones en estudio,
observandose que, en promedio el 78% de CAPE se encuentra en la fraccion

media.
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Figura 23: Distribucion de CAPE en tres fracciones de propoleo por sistema
trifasico de extraccion.

En conclusion, este estudio permite afirmar que la fraccibn media
concentra la mayor cantidad de los compuestos bioactivos que han sido foco de
este estudio, y que la fraccibn mas polar resulta ser mas selectiva que la
fraccibn apolar en la pre-concentracibn de compuestos afines. El
fraccionamiento trifasico resulta ser rapido y de una selectividad adecuada para
este enfoque del estudio, y puede ser utilizado como una etapa preliminar,

previa a un analisis mas selectivo en la busqueda individual de compuestos
bioactivos.
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Estudio de inhibicion de a-amilasa por
espectrofotometria UV en microplaca de alto

rendimiento.

1. Introduccion

DM (Diabetes mellitus) es un trastorno metabdlico caracterizado por
hiperglicemia crénica o aumento de los niveles de glucosa en sangre con
perturbaciones en el metabolismo de los hidratos de carbono, grasas y
proteinas, resultante de la absoluta o relativa falta de secrecion de insulina. La
insulina es una hormona producida y secretada por las células beta de los
islotes de Langerhans del pancreas. Esta hormona interviene en el
aprovechamiento metabdlico de los nutrientes, sobre todo con el anabolismo de
los glucidos. (Report WHO consulation, 1999). Esta funcion anabdlica permite
disponer a las células del aporte necesario de glucosa para los procesos de
sintesis con gasto de energia, obteniendo la energia que necesita en forma de
ATP.

Diversas estrategias terapéuticas para el tratamiento de la diabetes tipo 2
(también llamada no-insulino dependiente) estan en uso actualmente. Las
terapias disponibles convencionales para la diabetes incluyen la estimulacion de
la secrecion de insulina endogena, la mejora de la accion de la insulina en los
tejidos diana, el uso de agentes hipoglicemiantes orales, tales como biguanidas
y sulfonilureas y la inhibicion de la degradacion de almidon de la dieta por
glicosidasas tales como a-amilasa y a-glucosidasa (Sudha et al, 2011). a-
amilasa de origen pancreatico es una enzima clave en el sistema digestivo y
cataliza la etapa inicial en la hidrolisis del almidéon a una mezcla de

oligosacaridos mas pequefios que consisten en maltosa, maltotriosa, y un

181



namero de a-oligoglucanos. Entonces, estos son intervenidos por a-
glucosidasas y nuevamente degradados, esta vez a glucosa, que entra en la
etapa de absorcion desde el torrente sanguineo. La degradacion de este
almidon de la dieta procede rapidamente y conduce a elevar el indicador PPHG
(hiperglicemia post-prandial). Se ha demostrado que la actividad de a-amilasa
pancreatica humana en el intestino delgado se correlaciona con un aumento en
los niveles de glucosa post-prandial, por lo tanto, el control de este factor es un
aspecto importante en el tratamiento de la diabetes tipo 2 (Eichler et al, 1984).
Por lo anterior, el retraso de la digestién del almidén mediante la inhibicién de
enzimas como la a-amilasa juega un papel clave en el control de la diabetes.

(Tarling et al, 2008).

Por todo lo anterior, se evalud el efecto inhibitorio de los propdleos en
estudio sobre la enzima a-amilasa de origen porcino por espectrofotometria UV
en microplaca de alto rendimiento. La capacidad de inhibir la actividad
enzimatica de a-amilasa fue evaluada mediante un ensayo que incluye las
etapas de degradacién de almidon y posterior reaccion del azucar producida
con solucion reactiva de iodo. Los resultados preliminares de este ensayo se

observan a continuacion.

2. Materiales y Métodos

A. Muestras de Propoleos

En el presente estudio se analizaron 19 muestras (n = 2) de propéleos de
diferentes areas geograficas del Biobio y Araucania Regiones, Chile (36’20 N; S
39'32 S; 71'26 E; 73'32 W) Las muestras fueron obtenidas por el método de
recogida de malla. Después del analisis, las muestras se almacenaron a 4 ° C

en la oscuridad.
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B. Ensayo de Inhibicion de Amilasa Pancreatica de

origen porcino.

Se realiz6 el andlisis de Inhibicion de amilasa por el método de
microplaca de 96 pocillos desarrollado por Xiao (Xiao & Storms, 2006) y Sudha
(Sudha et al. 2011) con modificaciones. 40 uL de solucion de propoleo de 0.50
mg/mL disuelto en DMSO/Agua 1:1 fue agregado a 40 pyL de solucion acuosa
de a-amilasa pancreética porcina de 0.02 unidades, pre-incubando por 10 min a
37 °C. Luego se agrega 40 pL de almidén disuelto en buffer fosfato 0.02 M (pH
=6.9 ; 10 mg/mL) y se deja incubar a 37° C por 30 min. Posteriormente, se
interrumpe la reaccién agregando 20 pL de HCI 1M seguido de la adicion de
100 pL de reactivo de iodo (5 mM de 12 y 5 mM de KI) Finalmente, se lee la
absorbancia de la muestra en lector de microplacas BioTek EPOCH
Instruments, acoplado a un software Gen5 version 1.11. a 620 nm; el control sin
extracto de propodleo representa el 100% de la actividad enzimatica. Para
eliminar la absorbancia producida por interferencias, se realiza la medicion de la
absorbancia del blanco (DMSO/Agua 1:1). Los resultados fueron expresados

como % de inhibicién de a-amilasa.

3. Resultados

1) Ensayo de Inhibicion de Amilasa Pancreatica de origen
porcino.

La tabla 18 muestra los resultados obtenidos para el andlisis inhibitorio
de a-amilasa. En ella podemos ver que hay algunas variaciones significativas
entre muestras, observandose en promedio un porcentaje de inhibicion de
72.41% con un CV de 4.22%.
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Tabla 18: Porcentaje de inhibicién de amilasa por espectrometria UV

Muestra M1 M2 Promedio cv
1 79.26 78.29 78.77 0.87
2 79.26 87.95 83.60 7.35
3 65.91 71.69 68.80 5.95
4 32.11 36.14 34.13 8.36
6 66.86 68.83 67.84 2.05
7 46.33 49.02 47.67 3.98
8 49.22 50.47 49.85 1.79
9 83.73 89.25 86.49 4.52
10 61.00 61.47 61.23 0.54
11 81.41 87.05 84.23 4.74
13 72.18 66.33 69.26 5.97
14 70.96 77.47 74.21 6.19
15 78.90 80.13 79.30 0.91
17 75.87 77.76 75.44 3.40
18 78.27 85.91 82.09 6.58

20 83.14 88.43 85.78 4.36
23 82.17 92.92 87.55 8.69
24 73.06 73.33 73.19 0.26
25 84.09 88.51 86.30 3.62
PROMEDIO Y COEF VARIACION 7241 4.22

4. Discusion

La principal dificultad de este ensayo se debi6 a la escasa solubilidad de
las muestras de propoleo en el solvente utilizado. El alto porcentaje de agua de
la mezcla DMSO / H,O 1:1 dificulto la solubilidad de siete muestras que no
pudieron ser incluidas en el analisis. Sin embargo este solvente permitio una
buena viabilidad de la enzima a-amilasa lo que impone el desafio de lograr una
solubilizacion mas eficiente en ensayos futuros. Es deseable incorporar
ensayos donde se calcule IC 50 para cada muestra de propoleo, siendo lo
presentado en esta tesis una primera aproximacion para un estudio mas

profundo de la actividad antidiabética en propdleos del sur de Chile.
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Estimacion del porcentaje de inhibicion de a-
amilasa de origen porcino por espectrometria
NIR y PLS.

1. Introduccidn

Tal como en los Capitulos 5 y 6 se disefiaron y validaron modelos
guimiométricos utilizando espectroscopia NIR y PLS para predecir el contenido
de polifenoles y flavonoides totales y de la actividad antioxidante expresado
como ECsp, también se estudio si es posible disefiar y validar un modelo capaz
de predecir la actividad antidiabética de propdéleos. La metodologia de estudio
es similar a lo desarrollado en los capitulos mencionados. Por ello se muestra

un resumen de los resultados obtenidos.

2. Materiales y Métodos

A. Muestras de Propoleos

En el presente estudio se analizaron 19 muestras (n = 2) de propéleos de
diferentes areas geograficas de las regiones del Biobio y Araucania, Chile
(36'20 N; S 39'32 S; 71'26 E; 73'32 W) Las muestras fueron obtenidas por el
meétodo de recogida de malla. (Sales et al., 2006; Abu Fares et al., 2008).

Después del analisis, las muestras se almacenaron a 4 ° C en la oscuridad.
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B. Ensayo de Inhibicion de Amilasa Pancreética de
origen porcino
Tal como se describié en el punto 7.2 el analisis de las muestras fue
realizado por espectroscopia UV en un lector de microplacas BioTek EPOCH

Instruments, acoplado a un software Gen5 version 1.11. a 620 nm.

C. Adquisicion de espectros NIR.

Para la adquisicion de espectros de reflectancia NIR se utilizé un
espectrometro de reflectancia NIR Bruker (MPA Opus con v. 6.5.) El resultado
se expresd como como porcentaje de reflectancia (% R). En el tratamiento de la
muestra se congelaron 0,5 g de propoleos a -20 °C el que luego fue
pulverizado. A continuacion, se realizaron 32 exploraciones en un intervalo de
nimero de onda a partir de 12500 a 3600 cm™ (800 hasta 2780 nm) con una
resolucion de 8 cm™ para cada muestra. Los espectros se midieron por

duplicado.

D. Analisis de datos espectrales

19 muestras de propdleos en bruto (n = 2) se utilizaron para la matriz X
(variable independiente). Los datos espectrales fueron divididos en dos grupos:
conjunto de datos de calibracién (29) y el conjunto de datos de validacion

externa (9) para el modelado PLS y validacién respectivamente.

El modelo de calibracion se construy6 con el algoritmo PLS usando los
espectros NIR como la matriz X y el porcentaje de inhibiciéon de la amilasa como
los vectores y. La optimizacibn del modelo de PLS se realiz6 mediante
validacion cruzada. El error cuadratico medio de la calibracion (RMSEC), el
error cuadratico medio de la validacion cruzada (RMSECV) y el error estandar
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de prediccion (RMSEP) se utilizaron para el andlisis de errores en la calibracion,

validacion cruzada o externa y prediccion respectivamente.

RMSEC =
(1)
RMSECV =
(2)
(3)

Donde n¢, ney Y Np representan el ndmero de muestras de calibracion,
validacion cruzada o validacién externa y prediccion respectivamente; y es el
porcentaje de inhibicién de a-amilasa determinada por métodos de referencia; Y
es el valor NIR pronosticados y k es el nimero 6ptimo de componentes PLS

utilizados en el modelo.

El vector de regresion se utilizé para estimar las variables de la matriz X
gue mas contribuyen al modelo predictivo. Ademas, se utilizé para seleccionar
los intervalos 6ptimos de longitud de onda, a partir del valor absoluto de vector
de regresion y permiti6 seleccionar la zona del espectro con mayor poder
predictivo. El valor absoluto de este vector fue ordenada de mayor a menor, y
se seleccionaron las zonas de la matriz X que mas contribuyen a la capacidad

de prediccion del modelo.
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El célculo de PLS y validaciones se realizaron con software Pirouette 4.5
(Infometrix Inc., Woodinville, WA, EE.UU.).

3. Resultados

1) Ensayo de Inhibicion de Amilasa Pancreatica de origen
porcino.

El resultado de este analisis se indico en la tabla 7.1

2) Optimizacion del algoritmo PLS usando espectros NIR.
La Tabla 19 muestra los resultados obtenidos para el rango de longitud
de onda optimizado.

Tabla 19: Analisis de error y tratamiento de datos para modelos predictivos de a-
amilasa

PREPROCESAMIENTO MEAN CENTER  MEAN CENTER
LONGITUD DE ONDA (nm) 1400-2680 1400-2680
TRANSFORM DATA ALIGN ALIGN-MSC
FACTORS SELECT 4 3

SEP 2.78 1.99

r? 0.99 0.99

SLOPE 1.12 1.02
INTERCEPT -8.32 -1.37

De ella se observa que fue determinado un rango 6ptimo de trabajo a
partir del coeficiente de correlacion entre 1400 a 2680 nm. La Figura 7.5
muestra que fue factible desarrollar un modelo predictivo adecuado para la
estimacion de la actividad inhibitoria del propoleo sobre la actividad de amilasa
pancreatica de origen porcino.
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Figura 24: Gréafico de correlacion entre el método de referencia y el valor
de prediccion del modelo predictivo de la actividad inhibitoria del
propoleo sobre la actividad de amilasa pancreatica.

4. Discusion

La construccion de un modelo predictivo de actividad antidiabética mas

robusto sugiere incorporar el ensayo de la actividad inhibitoria de a-glucosidasa,

otra enzima involucrada en el metabolismo del azucar. Al mismo tiempo mejorar

la solubilidad de las muestras y establecer estudios de I1Csg sin duda mejoraria la

representatividad de la prediccion.
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CONCLUSIONES

El desarrollo de esta tesis ha permitido comprobar que se acepta la
hipotesis de estudio en que existe una relacion entre la actividad biolégica y la
composicién quimica del propoleo factible de ser modelada con el uso de
herramientas quimiomeétricas. Este estudio ha permitido desarrollar, optimizar y
validar 5 modelos predictivos; 3 relacionados a la composicion quimicay 2 a la
actividad biologica del propoleo, a partir de la informacién obtenida por
espectroscopia NIR y cromatografia liguida HPLC-EC, lo que trasciende y
aporta mucha informacién cruzada que contribuye en el estudio de la

problemética relacionada con la estandarizacion de propéleos.

Se realiz6 el analisis de 26 muestras de propdleo por espectroscopia NIR

para el desarrollo de modelos predictivos de calibracion multivariada.

Se desarrollaron métodos espectroscépicos UV-Vis en microplaca para la
estimacion del contenido de polifenoles totales y flavonoides totales como
marcadores de la calidad de una muestra de propéleos.

Se desarroll6 un método cromatografico por HPLC-EC para la
determinacion cuantitativa de algunos compuestos fendlicos (flavonoides) con
actividad biolégica relevante contenidos en propéleos tales como fenetil ester

del &cido cafeico (CAPE), quercetina y canferol.

Se implement6é un método espectroscopico UV-Vis en microplaca para la
estimacion de la actividad antioxidante del propoleo mediante el ensayo de
decoloracion de DPPH. Asimismo, se desarroll6 un modelo de actividad
antidiabética basado en la inhibicion de la enzima amilasa pancreatica de origen

porcino.
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Todos estos resultados fueron utilizados como métodos de referencia
para desarrollar modelos capaces de predecir la actividad biologica de una
muestra de propoleo o su contenido de fenoles totales, flavonoides totales o
contenido de CAPE

En el estudio de la actividad antioxidante se comprobaron las ventajas
que supone trabajar con un sistema de deteccion electroquimica, muy
adecuado para este tipo de andlisis debido a la buena sensibilidad y
selectividad alcanzada por este detector, pero por sobre todo por el bajo nivel
de ruido que ha permitido estudiar la cromatografia obtenida dando un enfoque
distinto, donde la informacion del cromatograma también puede ser utilizada
como vector X en un modelo predictivo. Esto convierte a esta técnica en la mas
ventajosa para el estudio de antioxidantes por calibraciéon multivariada,
desplazando a otro tipo de detectores cuyos principios de operacién no

dependen de una reaccion redox.

El modelo de estudio es exportable a otros campos de aplicacién, puede
ser automatizado y miniaturizado para aplicaciones en terreno, permite
disminuir los costos operativos de este tipo de analisis y es capaz de detectar
las posibles interacciones sinérgicas que pudieran existir en el fitocomplejo
siendo esta una ventaja superior que tienen los ensayos de calibracion

multivariada.

Las dificultades generales del estudio radican principalmente en
problemas de gestion de los experimentos y en lo particular, la solubilidad de la
muestra resultdé ser un problema que requiere un disefio experimental mas
profundo que permita acceder a nuevos esquemas de extraccion. En ello, el
fraccionamiento trifasico desarrollado durante el estudio puede contribuir en
esta problematica, ya sea como una etapa preliminar antes de la busqueda mas

profunda de compuestos bioctivos.
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Con todo lo anterior, no dejar de mencionar que este estudio es una
contribucion para los apicultores locales, que esperamos aporte en mejorar su
productividad y otorgar un mayor valor agregado a sus productos basado en las

herramientas de |+D desarrolladas en esta tesis. En sintesis:

Existe una relacion entre la actividad biolégica y la composicion
guimica del propdleo que fue factible de ser caracterizada por
espectroscopia NIR y modelada mediante el uso de herramientas
quimiométricas. Los resultados de esta investigacion permiten inferir que
es posible abordar la problematica de la estandarizacién de propéleos de
manera rapida, eficiente, automatizable y a un bajo costo operativo,
siendo este modelo de estudio extrapolable a otro tipo de investigacion de
productos naturales.
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