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RESUMEN

El propdleo es una sustancia resinosa producida por las abejas, con
importantes propiedades farmacoldgicas, debidas en parte a su contenido
en compuestos fendlicos. El objetivo de este trabajo ha sido la
caracterizacion del perfil fendlico (por HPLC con detector UV) de 31
muestras de propodleo crudo procedentes de diferentes paises (Espafia,
Rumania, China, Honduras, Lituania, Brasil y Ucrania). La practica
totalidad de los 15 compuestos fendlicos identificados (agrupados en 5
familias: hydroxycinnamic acids, flavonols, isoflavone, flavones,
flavonones) han mostrado diferencias significativas entre paises. Los
valores superiores de concentracion de compuestos fenodlicos los han
presentado las muestras de Espafia y Rumania y, los menores valores las
muestras de Honduras. El estudio detallado de las muestras de Espafia
(de las que se conocian 9 procedencias geogréficas distintas), mostré en
algunas contenidos especialmente altos de pinocembrin y chrysin. Del
estudio se puede concluir que la composicion fendlica del propdleo
depende fundamentalmente de la ubicacion geografica de la colmena vy,
por lo tanto, de caracteristicas climaticas y botanicas.

PALABRAS CLAVE: propdleo, perfil fendlico.

RESUM

El propoleo és una substancia resinosa produida per les abelles, amb
importants propietats farmacologiques degudes, principalment, al seu
contingut en compostos fenalics.

L’objectiu d’aquest treball ha sigut la caracteritzacié del perfil fendlic (per
HPLC amb detector UV) de 31 mostres de propdéleo cru procedents de
diferents palsos (Espanya, Romania, Xina, Hondures, Lituania, Brasil i
Ucrania). La practica totalitat dels 15 compostos fenolics identificats
(agrupats en 5 families: hydroxicinnamic acids, flavonols, isoflavone,
flavones i flavonones) han mostrat diferéncies significatives entre palsos.
Els valors superiors de concentracions de compostos fendlics els han
presentat Romania i Espanya i, els menors valors les mostres d’Hondures.



L’estudi detallat de les mostres d’Espanya (de les que es coneixen 9
procedéncies geografiques diferents), va mostrar en algunes continguts
especialmente alts de pinocembrin i chrysin. De I'estudi es pot conclure
que la composicion fendlica del propéleo depén, fonamentalment, de la
ubicacio geografica del rusc i, per tant, de les caracteristiques climatiques
i botaniques.

PARAULES CLAU: propoleo, perfil fendlic.

ABSTRACT

Propolis is a resinous substance produced by bees, with important
pharmacological properties, due in part to their content in phenolic
compounds. The aim of this work has been the characterization of the
phenolic profile (by HPLC with UV detector) of 31 crude propolis samples
from different countries (Spain, Romania, China, Honduras, Lithuania,
Brazil and Ukraine). Practically all of the 15 phenolic compounds identified
(grouped into 5 families: hydroxycinnamic acids, flavonols, isoflavone,
flavones, flavonones) have shown significant differences between
countries. The highest concentration values of phenolic compounds have
been presented by the samples from Spain and Romania and the lowest
values by the samples from Honduras. The detailed study of the samples
from Spain (of which 9 different geographical origins were known), showed
in some especially high contents of pinocembrin and chrysin. From the
study can be concluded that the phenolic composition of propolis depends
fundamentally on the geographical location of the hive and therefore, on
climatic and botanical characteristics.

KEY WORDS: propolis, phenolic profile.
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INTRODUCCION

La palabra propoleo proviene del griego propolis, “pro” (en defensa) y
“polis” (ciudad), lo que refleja la funcién que tiene el propoleo para las
abejas. Esta sustancia es preparada por ellas para sellar las grietas de la
colmena (Hegazi et al.,), alisar las paredes y mantener durante todo el afio
una humedad y temperatura estable dentro de la propia colmena (Huang
et al., 2014). El propdleo, ademés de ser utilizado por las abejas como
material de construccion, es una importante “arma quimica” gracias a sus
propiedades antimicrobianas. En este sentido, las abejas lo utilizan para
embalsamar a los intrusos que puedan entrar en la colmena (Bankova,
2005).

El hombre ha utilizado el propdleo desde la antigiedad por sus
versétiles propiedades farmacoldgicas (antimicrobianas, antifungicas,
antivirales, antiinflamatorias, hepatoprotectoras, antioxidantes,
antitumorales, etc.) demostradas en numerosos estudios cientificos
(Bankova et al., 2014; Neto, et al., 2017; Sawaya et al., 2011; Cottica et al.,
2015; Castro et al., 2014).

El propdleo es una sustancia resinosa y fuertemente adhesiva, principalmente de color
oscuro. Las abejas producen esta sustancia recolectando exudados de diferentes plantas
(mayoritariamente resinas (AL-Ani et al., 2018), que son modificados por ellas con
enzimas, polen y cera (Kalogeropoulos, 2009). Es por ello, que la composicion tipica del
propdleo crudo es aproximadamente: 45-55% de resina vegetal, 25-35% de cera, 5-10%
de aceites aromaticos, 5% de polen y 5% de otros productos naturales y diferentes

metabolitos secundarios de plantas (Kaskoniené et al.,, 2014). Por tanto, las
caracteristicas del propdleo, dependen del origen geografico y las condiciones climaticas
de la zona (Falcdo, 2013; Kumazawa et al., 2004; Kaskoniené et al., 2014).

Mas de 300 componentes quimicos se han identificado en el propéleo
destacando los compuestos fendlicos, por ser los principales responsables
de su accion farmacoldgica y biologica, de ahi la importancia de su
determinacién analitica (Escriche y Juan, 2018). Entre los principales
grupos de compuestos fendlicos cabe mencionar los flavonoides y los
acidos fendlicos (Bonvehi y Gutiérrez, 2011; Isidorov et al., 2012). Los
flavonoides se caracterizan por poseer anillos aromaticos bencénicos
unidos por un puente de tres atomos de carbono (Figura 1) (Cartaya, 2011).
Estos compuestos se dividen en varias subclases, de acuerdo con la
sustitucion del anillo C, siendo las mas representativas: flavonas,
flavanonas, flavonoles, antocianidinas e isoflavonas.




FIGURA 1. Estructura quimica basica del esqueleto de los flavonoides.

Los acidos fendlicos (Figura 2) se pueden dividir en dos categorias
segun su estructura: derivados del acido benzoico y derivados del acido
cinamico. Estos compuestos consisten en un anillo de benceno unido a un
grupo carboxilico (acidos benzoicos) o a un &cido propenoico (4cidos
cinamicos) (Oroian y Escriche, 2015).
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FIGURA 2. Estructura quimica béasica del esqueleto de los acidos
fendlicos.

Numerosos  articulos  publicados  describen  procedimientos
espectrofotométricos para cuantificar de forma total los compuestos
fendlicos. Entre estos métodos destaca el colorimétrico mediante cloruro
de aluminio y el método de Follin-Ciocalteu (Al et al., 2007; Cicco et al.,
2009; Bonvehi y Gutiérrez., 2011).

Actualmente, los métodos cromatograficos son los mas utilizados para
estudiar el perfil fendlico del propdleo, ya que permiten determinar la
concentracion individual de flavonoides y &cidos fendlicos. La
cromatografia liquida con detectores UV y MS es la mejor técnica debido
a su capacidad para identificar una gran variedad de compuestos quimicos
(Pellati et al., 2011; Midorikawa et al., 2001; Gomez et al, 2006).

Por todo lo anteriormente comentado, el objetivo de este trabajo ha sido
la caracterizacion de muestras de propoéleo crudo de diferentes regiones
del mundo en base a su perfil fendlico.

MATERIALES Y METODOS

Muestras de propéleo

En este trabajo se han utilizado 31 muestras de propdleo crudo de
diferentes paises: 8 de Espafia, 8 de Rumania, 3 de China, 3 de Honduras,
3 de Lituania, 3 de Brasil y 3 de Ucrania.



Las muestras se almacenaron a -20 °C hasta la realizacion de las
determinaciones analiticas.

Reactivos

e Estandares utilizados: caffeic acid, rutin, p-coumaric acid, ferulic acid,
m-coumaric acid, quercetin, trans-cinnamic acid, apigenin, genistein,
naringenin, kaempferol, chrysin, pinocembrin, acido cafeico feniletil
ester (CAPE), galangin. Todos éstos estandares fueron adquiridos en
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

e Etanol adquirido de Panreac (Barcelona, Espafia) y metanol de VWR
Chemicals (Fontenay-sous-Bois, Francia).

Todos los reactivos y estandares utilizados fueron grado HPLC.
Ademas, se utilizaba agua purificada (bidestilada) de un sistema Milli Q.

Se prepararon soluciones madre individuales de cada estandar en
metanol entre 1000-2500 pg/mL, que eran almacenadas a -20 °C durante
todo el experimento. Los estandares de trabajo se realizaron mediante
dilucion de la cantidad apropiada de cada solucién madre patron en 70%
etanol en agua, para obtener 6 niveles de calibracion hasta obtener
concentraciones finales de: 10, 20, 40, 50, 75y 150 ug/mL.

Obtencién de extractos de propdleo

Cada muestra de propoleo (todavia congelada) se trituraba en un
mortero hasta obtener un polvo fino. La obtencién de los extractos de
propéleo se realiz6 en EtOH/agua al 70% a temperatura ambiente,
utilizando una doble ultrasonificacion, siguiendo el procedimiento descrito
por Escriche y Juan (2018).

Para cada muestra se pesaba un gramo del polvo anteriormente
obtenido, y se disolvia en 30 mL. La solucién se mezclaba en un bafio de
ultrasonidos durante 30 minutos en la oscuridad. Después de una
centrifugacion de 5 minutos de 5000 rpm a 5 ° C, el sobrenadante se
filtraba (Whatman 3).

Posteriormente se realizaba una segunda ultrasonificacion sobre el
residuo en las mismas condiciones. Ambos extractos se juntaban en un
matraz volumétrico de 50 mL y se diluian a 100 mL con EtOH / agua al
70%. Todas las extracciones de las muestras se realizaron por triplicado.

Andlisis cromatografico



Las determinaciones analiticas del perfil fenélico se realizaban en un
cromatégrafo liquido HPLC Agilent 1120 Compact LC, provisto de una
bomba binaria con desgasificador integrado, inyector automatico, horno de
columna y un detector UV/VIS. La separacion cromatografica se llevd a
cabo en una columna C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 ym, Phenomenex, USA).
El Software EZChrom Elite se utilizé para realizar el analisis de datos.

Los detalles del método fueron los siguientes: horno de columna (30 °
C); fase movil A (5% de &cido formico) y fase movil B (acetonitrilo);
velocidad de flujo (0,7 mL/min); volumen de inyeccién (5 pL); deteccidn:
295 nm; tiempo de ejecucion: 45 minutos. El gradiente de la fase movil se
muestra en la Tabla 1.

Diariamente se realizaba una inyeccion de un blanco (todos los
reactivos excepto la muestra), para verificar que no existia interferencia en
la resolucién. Los tiempos de retencién de todos los estandares fueron
confirmados por inyecciones individuales de cada estandar. En cada
sesion de trabajo se inyectaba un estandar de trabajo para verificar los
tiempos de retencidén de cada estandar.

Los extractos de propoleo se filtraban a través de un filtro de membrana
con un tamafio de poro de 0.2 ym antes del andlisis cromatografico.

El limite de deteccion del método (LD) y el de cuantificacion (LQ) fueron
0.01 mg/g balsamos y 0.05 mg/g balsamo, respectivamente. El analisis de
cada muestra se realiz6 por triplicado.

TABLA 1. Gradiente de la fase movil utilizado durante el analisis
cromatografico.

TIEMPO (min) FASE MOVIL A
(%)
0 90
12 90
18 60
27 50
33 30
40 10
43 90
45 90

Expresion de los resultados

Los resultados se expresaron en “rendimiento (balsamo) y no en peso
de propoleo, segun ha sido reportado en el articulo Escriche y Juan, 2018,
con la finalidad de eliminar la interferencia de las impurezas (cera, restos
de abeja, etc.) contenidas en las muestras.



El rendimiento se calculaba a partir de una alicuota (2,0 mL) de cada
extracto etanolico, obtenido como anteriormente se ha descrito. Esta
alicuota se mantenia en estufa hasta sequedad. El porcentaje del
rendimiento se calculé siguiendo la ecuacion (1):

.. , Peso del extracto etandlico seco
Rendimiento (balsamo) = * 100 (2)

Peso propdleo crudo

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 3 se observa como ejemplo, diferentes cromatogramas
correspondientes a cuatro de los paises estudiados. A simple vista se
aprecia una gran diferencia en el perfil de las muestras analizadas. La
muestra de Honduras destaca por la escasez de picos identificados en ella.
Sin embargo, en ella se aprecian varios picos de gran altura al final del
cromatograma, que no han sido identificados en el presente estudio. Por
ello, seria interesante tenerlos en cuenta en estudios futuros.

La Tabla 2 muestra los 15 compuestos fendlicos identificados en las
muestras del presente estudio, agrupados en cinco familias: 6
hydroxycinnamic acids (caffeic acid, p-coumaric acid, m-coumaric acid,
ferulic acid, CAPE, trans-cinnamic acid), 4 flavonols (rutin, quercetin,
kaempferol y galangin), 1 isoflavone (genistein), 2 flavones (chrysin,
apigenin) y 1 flavonone (pinocembrin).

La cuantificacién de dichos compuestos se ha realizado considerando
las correspondientes rectas de calibrado obtenidas a partir de los
estdndares de trabajo. La Figura 1 muestra las rectas de calibrado
obtenidas para todos los compuestos estudiados. Se observa en todas
ellas un valor de r? que oscila entre 0.998 y 0.999, lo que demuestra una
buena linealidad del método utilizado y, por tanto, una adecuada
cuantificacion de los compuestos fendlicos analizados.

La Tabla 2 también muestra los valores promedio de las
concentraciones obtenidas para cada compuesto y cada pais, (expresados
como mg de compuestos/g balsamo) los valores maximos y minimos, asi
como el sumatorio de las concentraciones de los compuestos
pertenecientes a cada familia, y el del total del perfil fendlico (considerando
el valor total de las cinco familias).

En la Tabla 2 también se detallan los resultados de la ANOVA (cociente
F y diferencias significativas) obtenido para cada compuesto considerando
el factor pais.

De los 15 compuestos cuantificados, 14 de ellos mostraron diferencias
significativas entre muestras considerando el pais de origen. Unicamente
el trans-cinnamic acid no present6 diferencias significativas, debido a la



gran variabilidad de concentracion del trans-cinnamic acid en las muestras
de algunos paises como Espafa que oscila entre 0.1 y 3.3 mg/g balsamo.

Las muestras con un valor medio total mas elevado de compuestos
fendlicos fueron las de Rumania (50.5 mg/g balsamo) y Espafia (46.9 mg/g
balsamo), seguidas por China y Ucrania con 43.7 y 35.5 mg/g balsamo,
respectivamente. Lituania (25.0 mg/g balsamo) y Brasil (18.4 mg/g
balsamo) mostraron valores intermedios.

Es importante mencionar el bajo valor total obtenido en las muestras de
Honduras (5.9 mg/g balsamo), tal y como se observa en el cromatograma
de la Figura 3 muchos compuestos no fueron detectados en las muestras
de este pais y cuando se identificaron estaban en muy baja concentracion.
Sin embargo, en las muestras de Honduras destaca el alto contenido
medio de trans-cinnamic acid en comparacion a las muestras del resto de
paises, a excepcion de algunas muestras de Espafia, tal y como se ha
nombrado anteriormente.

Considerando las familias, la mayor abundancia de hydroxycinnamic
acids e isoflavone correspondio a las muestras de Rumania con valores
medios de 18.4 y 1.5 mg/g bélsamo, respectivamente. China mostré el
sumatorio de valores medios mas elevados de flavonols (16.0 mg/g
balsamo), debido a la abundancia de galangin, y flavanone (14.7 mg/g
balsamo). Las muestras de Espafia tenian un valor mas alto de flavones
(12.5 mg/g balsamo), debido a su elevada concentracién en chrysin.

Tanto en las muestras de Espafia como en las de Rumania destacaran
como mayoritarios el chrysin (12.2 y 10.5 mg/g balsamo) y el pinocembrin
(9.4 y 6.9 mg/g balsamo). Concretamente la concentracion del chrysin
también ha sido importante en Ucrania, China y Lituania (9.9, 5.2 y 4.0
mg/g balsamo), aunque no haya sido el compuesto mas abundante. Sin
embargo, en Honduras y Brasil la presencia de este compuesto en ningun
caso super6 0.8 mg/g balsamo.

Es importante destacar la baja cantidad de la mayoria de los
compuestos fenolicos cuantificados en las muestras de Brasil, aunque son
las muestras que contienen los valores maximos de m-coumaric acid, con
valores que oscilaron entre 4.4 y 4.8 mg/g balsamo. También, tuvieron el
valor mas elevado de quercetin (1.4-1.6 mg/g balsamo) en comparacién
con el resto de paises estudiados.

China fue el pais con menor numero de compuestos identificados, no se
encontraron en ninguna de sus muestras caffeic acid, ferulic acid, rutin,
junto con apigenin y naringenin. En cambio, su valor medio total es elevado
debido a que la concentracion de algunos compuestos identificados como
galangin, pinocembrin, CAPE y chrysin es bastante elevada. Muchos
articulos han resaltado la elevada concentracion de estos compuestos en
propéleos provenientes de China (Bonvehi y Coll, 1994; EI Sohaimy y
Masry, 2014; Hatano et al., 2012).



Una vez analizado los componentes individualmente se realiz6 un un
analisis de componentes principales (PCA) para observar el efecto global
de todos ellos en relacion al pais de procedencia de las muestras. La
Figura 5 muestra el PCA bi-plot realizado: scores (muestras de propdleos)
y loadings (compuestos). Los codigos para cada muestra representan el
origen del propdleo y el numero de muestra. Cada punto representa la
media de las tres réplicas realizadas. Los dos componentes principales
explicaron el 84% de las variaciones en el conjunto de datos: PC1 (58%) y
PC2 (26%).

Se observa que no siempre existe proximidad entre las muestras del
mismo pais. Por ejemplo, las 8 muestras de Espafia no se encuentran
agrupadas en la figura, asi como las 7 muestras de Rumania y las 3
muestras de China. Esta dispersion indica que la composicion fendlica del
propdleo varia dentro de las muestras de un pais, hecho que ya se habia
visto anteriormente en la observacion individual de cada compuesto (Tabla
2). Por tanto, se demuestra la variabilidad observada para muchos de los
compuestos identificados en las muestras de un pais. Por tanto, podemos
afirmar que no existe una agrupacion de propoleo por paises.

La mayor proximidad entre las muestras de Honduras, Ucrania, Brasil y
Lituania podria deberse a que en estos paises el nimero de muestras
disponibles para el estudio era mucho menor al de Rumania y Espafia, y
éstas podrian haber sido recolectadas en zonas préximas. Sin embargo,
esta afirmacion no se puede probar ya que se desconoce el lugar exacto
de su obtencion.

Sin embargo, para las muestras de Espafia, ademas de que se disponia
de un ndmero importante, se sabia cual habia sido la zona exacta de
recoleccion, por lo tanto, se ha realizado un analisis en detalle de las
mismas.
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TABLA 2. Valores promedio de las concentraciones (mg de compuestos / g balsamo) de cada compuesto fendlico; valores
méaximos y minimos resultantes de la cuantificacion de dichos compuestos en las muestras de propoleo analizadas;
sumatorio de las concentraciones de los compuestos de cada familia; sumatorio total del perfil fendlico para cada pais y
resultados ANOVA (cociente F y diferencias significativas) obtenidos para el factor pais.

Compuesto fendlico Paises ANOVA
(mg/g balsamo) Espafia Rumania Lituania Ucrania Honduras Brasil China Factor Pais
HYDROXYCINNAMIC ACIDS

Caffeic acid 2.4¢ (0.1-5.5) 2.3¢(0.5-6.2) 0.420(0.4-0.4) 2.30¢(2.0-2.5) 0.120 (0.1-0.0) 0.22b (0.2-0.2) n.d.a 4.91 %
P-coumaric acid 2.00 (0.0-6.5) 4.3¢(1.8-7.8) 1.92b (1.9-2.0) 1.32b (1.2-1.3) 0.920 (0.8-0.9) 3.0P¢ (2.9-3.0) 0.22 (0.2-0.2) B6.74%*
M-coumaric acid 2.2b¢(0.2-6.4) 2.9¢(1.2-5.4) 0.6 (0.5-0.6) 1.62bC (1.6-1.7) 0.225(0.2-0.2) 4.69(4.4-4.8) 1.285(0.3-1.7) 5.47***
Ferulic acid 0.62 (0.1-2.5) 6.20 (0.1-12.8) 1.82(1.7-1.9) 0.82(0.7-0.9) n.d.2 n.d.? n.d.2 13.48**
CAPE 4.2°(0.2-10.5) 2.12(0.7-4.7) 2.020(1.9-2.2) 2.320(2.0-2.7) n.d.2 0.32(0.1-0.5) 4.9¢(3.9-7.2) 4.08**
Trans-cinnamic 0.729(0.1-3.3) 0.62 (0.2-0.9) 0,22 (0.2-0.2) 0.22(0.2-0.2) 1.5 (1.3-1.6) 0.22(0.2-0.2) 0.6%P (0.5-0.6) n.s

2 Hydroxycinnamic acid 12.1 18.4 6.9 8.5 2.7 8.3 6.9

FLAVONOLS

Rutin 1.7° (0.0-13.4) 6.02 (0.3-12.0) 9.0° (8.9-9.1) 0.92 (0.8-0.9) 0.82(0.8-0.8) 0.92 (0.8-1.0) n.d.2 5.09***
Quercetin 0.5 (0.1-1.3) n.d.2 n.d.2 0.5 (0.4-0.6) 0.4 (0.4-0.4) 1.5¢ (1.4-1.6) 0.49(0.1-1.3) 1654.94***
Kaempferol 1.32(0.1-2.8) 1.22 (0.4-1.9) 0.72(0.7-0.7) 0.92 (0.8-0.9) 0.52 (0.5-0.5) 1.22 (1.1-1.2) 2.2b(2.1-2.2) 3.58*
Galangin 8.4b¢ (0.5-23.3) 5.5 (1.6-10.8) 1.62 (1.2-2.0) 12.89 (12.6-13.2) n.d.abc 3.62 (3.2-4.0) 13.3¢4(7.2-19.6) 3.63**
2 Flavonols 11.9 12.7 11.3 15.1 1.7 7.2 16.0

ISOFLAVONE

Genistein 1.0 (0.1-1.9) 1.5¢(0.5-2.8) 0.92P€ (0.8-0.9) 0.6 (0.2-1.0) 0.5%9 (0.5-0.5) 0.22 (0.2-0.2) 0.92 (0.6-1.1) 4.22%*
FLAVONES

Chrysin 12.29 (0.8-26.6) 10.5¢4 (5.1-15.1) 4.02bc (3.8-4.1) 9.9b¢d (9.5-10.0) 0.320 (0.2 -0.3) 0.72(0.5-0.8) 5.2abc (4.8-5 4) 4,83+
Apig+Naring 0.3 (0.1- 1.1) 0.5¢ (0.2-0.8) 0.520< (0.5-0.5) 0.9¢ (0.9-1.0) 0.32b (0.3-0.3) n.d.2 n.d.2 8.01%**
Y Flavones 12.5 11.0 45 10.8 0.6 0.7 5.2

FLAVANONE

Pinocembrin 9.4P (0.7-25.6) 6.92b (1.3-15.4) 1.4 (1.3-1.5) 0.52b< (0.3-0.6) 0.42 (0.4-0.4) 2.0% (2.0-2.1) 14.7¢ (0.6-25.6) 4, 49%*
2 Total 46.9 50.5 25.0 35.5 5.9 18.4 43.7
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La Tabla 3 muestra los valores promedio de las concentraciones
(expresados como mg de compuestos / g balsamo) de los compuestos
quimicos analizados en las muestras espafolas de propdleo analizadas,
asi como la desviacién estandar de los resultados obtenidos para cada
muestra realizada por triplicado. Esta tabla también presenta el sumatorio
de las concentraciones de los compuestos pertenecientes a cada familia,
asi como el sumatorio total del perfil fendlico para cada region geografica.
Se observa que los propdleos provenientes de Valencia muestran
sumatorios totales mucho mas elevados, con valores de 104.466 y 69.360
mg/g balsamo respectivamente, seguido del propdleo de Viveros con un
69.023 mg/g balsamo y, Sierra Mariola con un 55.483 mg/g balsamo. Por
otra parte, el menor sumatorio lo muestra Montroy con un valor de 3.153
mg/g balsamo, seguido de Cuenca con un 6.071 mg/g balsamo.

En la Tabla 3 también se observan los resultados de la ANOVA (cociente
F y diferencias significativas) obtenidos para el factor region geografica
(dentro de Espafa). Todos los compuestos analizados muestran
diferencias significativas entre muestras considerando su region
geografica. El elevado valor de F-Ratio para el Rutin demuestra que este
compuesto tiene un peso muy importante en la diferenciacion de las
muestras.

Analizando la informacion en relacion a las familias, la muestra A de
Valencia presentd los mayores valores en todas las familias, flavones
(26.452 mg/g balsamo), flavonols (27.088 mg/g balsamo),
hydroxycinnamic acids (26.144 mg/g balsamo), isoflavone (1.681 mg/g
balsamo) y, flavanone (24.782 mg/g balsamo); sin embargo, no se detectd
la presencia apigenin y naringenin en ella. La muestra B de Valencia
presentd unos valores similares para las familias de flavonols (24.482 mg/g
balsamo) e isoflavones (1.681 mg/g balsamo).

La muestra de propoleo de Viveros tiene unos valores elevados de
hydroxycinnamic acids, debido a su alta concentracion de CAPE, asi como
de flavones como consecuencia de su alto contenido en chrysin.

Las muestras de propdleo de Montroy y Cuenca tienen los valores mas
bajos de todas las familias.

Es de destacar que en todas las muestras es el chrysin el compuesto
fendlico que tiene mayor concentracion. Por tanto, podemos decir que las
muestras de Valencia se caracterizan por tener una mayor concentracion
de chrysin comparando con el resto de compuestos fendlicos.

14



FIGURA 2. Matriz de correlacion (coeficientes de correlacion de Pearson) entre muestras de propéleo de diferentes zonas
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TABLA 3. Concentracién de compuestos fendlicos (media y desviacion estandar) presentes en muestras de propéleo
espafiolas (mg de compuestos / g balsamo). Resultados de la ANOVA (cociente F y diferencias significativas) obtenidos

para cada compuesto en relacion al factor region geografica.

Compuesto Region geogréfica ANOVA

(mgjgnk?é:ggmo) Montroy Cuenca Barxeta Ayora Valencia A Valencia B Viveros Sierra Mariola Espafia Ei;ti%rri
HYDROXYCINNAMIC ACIDS
Caffeic acid 0.1172 (0.006)  0.210° (0.006)  2.551C (0.027) 2.8974 (0.088) 5.396° (0.056) 2.175 (0.067) 3.3979 (0.030) 3.899" (0.032) 1.073' (0.078) 3193.78***
P-coumaric acid 0.0532(0.001)  0.253° (0.005)  0.901€ (0.012) 1.4169 (0.037) 2.766° (0.004) 6.4331 (0.091) 1.4539 (0.012) 1.4269 (0.016) 3.5189 (0.129) 3537.35%**
M-coumaric acid 0.1682(0.006)  0.2172 (0.001)  2.192P (0.004) 2.608 (0.061) 6.3754 (0.003) 1.668¢ (0.105) 2.761f(0.025) 3.0619 (0.007) 0.738" (0.032) 5207.01%*
Ferulic acid 0.1042(0.001)  0.1172(0.002)  0.270%P (0.009) 0.462°¢€(0.038)  0.636%4 (0.009)  2.128° (0.405) 0.438°€(0.017)  0.597° (0.001) 1.3089 (0.023) 56.60%**
CAPE 0.2182(0.001)  1.179°(0.057)  3.046° (0.004) 2.8029 (0.344) 10.0479 (0.257)  2.802¢ (0.344) 10.3999 (0.234)  5.199€ (0.042) 0.875° (0.071) 626.44%**
Trans-cinnamic 0.0762 (0.002)  0.0092 (0.001)  0.344%9(0.014) 0.907€ (0.026) 0.924€ (0.061) 3.2381 (0.096) 0.39149 (0.054) 0.281€ (0.029) 0.177° (0.001) 1484.96%**
2 Hydroxycinnamic acid _ 0.736 1.985 9.304 11.902 26.144 18.444 18.839 14.463 7.689
FLAVONOLS
Rutin 0.0002 (0.000)  0.0002 (0.000)  0.0002 (0.000) 0.492¢ (0.072) 0.6134 (0.002) 13.301f (0.150)  0.113P (0.078) 0.0002 (0.000) 1.060¢ (0.019) 13985.84***
Quercetin 0.0962 (0.010)  0.0102 (0.010)  0.2522P (0.002)  0.6009 (0.160) 0.591%9(0.085)  0.527¢ (0.079) 0.8584 (0.403) 0.635%9(0.042)  0.411°°(0.018)  8.22%*
Kaempferol 0.1552 (0.005)  0.1392 (0.001)  0.895P (0,021) 1.243%4(0.064)  2.7849 (0.008) 1.600€ (0.180) 1.445%€ (0.435)  2.2197(0.212) 0.957P¢(0.023)  75.15%**
Galangin 0.4602 (0.006)  0.7282 (0.009)  6.771€ (0.044) 9.525' (0.311) 23.100" (0.160)  9.054€ (0.100) 7.6749 (0.225) 12.3699 (0.063)  5.616° (0.336) 3841.93%**
2 Elavonols 0.711 0.877 7.918 11.860 27.088 24.482 10.090 15.223 8.044
ISOFLAVONE
Genistein 0.1262 (0.017)  0.2192 (0.050)  0.773" (0.005) 1.1219(0.028) 1.681¢ (0.106) 1.525° (0.367) 1.471% (0.017) 1.036%4 (0.089)  0.869P:€ (0.005)  50.66***
FLAVONES
Chrysin 0.7922(0.001)  2.069° (0.008)  8.583%(0.022) 13.506f (0.378)  26.4521 (0.177)  13.874°(0.107)  23.588" (0.488)  15.6729 (0.104)  6.656C (0.447) 3147.82%
Apig+Naring 0.105P (0.005)  0.0002 (0.000)  0.0002 (0.000) 0.310€ (0.003) 0.0002 (0.000) 0.923(0.168) 0.4324 (0.013) 0.715€ (0.001) 0.4784 (0.024) 94,354+
Y Flavones 0.897 2.069 8.535 13.816 26.452 13.797 24.02 16.387 7.134
FLAVANONE
Pinocembrin 0.683%(0.022)  0.9212(0.003)  6.017P (0.264) 12,5939 (1.240)  24.7827(0.833)  11.1129(0.022)  14.603% (1.334)  8.374° (0.424) 6.445P (0.082) 340.76%

> Total

3.153

6.071

32.547

51.292

104.466

69.36

69.023

55.483

30.181
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De lo observado en el andlisis de las muestras de Espafa, queda
patente la importancia de la zona de recoleccion de los propdéleos en su
composiciéon en compuestos fenolicos. Se han observado diferencias
significativas en la composicion de muchos compuestos entre zonas con
caracteristicas climaticas, geograficas y botanicas muy distintas. Por lo
tanto, en la composicién de los propoleos, mas que el pais de procedencia,
es el entorno de la colmena lo que puede influir decisivamente en su
composicion.

CONCLUSIONES

Las muestras de propdleo de Rumania y Espafia obtuvieron una
concentracion media superior de compuestos fendlicos al de China y
Ucrania. Honduras fue el pais que obtuvo una concentracion media total
mas baja, debido a su escaso perfil fendlico, sin embargo, las muestras de
este pais se detecto la presencia de ciertos compuestos, no identificados
en este trabajo pero que podrian ser objeto de investigaciones futuras.

El estudio méas en detalle de las muestras de Espafia, puso en evidencia
la existencia de importantes diferencias en el perfil fendlico entre zonas
geograficas, incluso mas acusadas a las detectadas entre paises.

Las muestras de algunas zonas de Espafia se caracterizaron por su
elevada concentracion de chrysin o en pinocembrin, mucho mayor a la
concentracion del resto de compuestos fendlicos, lo que hace pensar que
los propoleos recolectados en ellas se podrian caracterizar por tener una
elevada concentracion de este compuesto.

Se puede concluir que la composicion fendélica del propoleo depende de
la ubicacion geografica de la colmena y por lo tanto de caracteristicas
climaticas y botanicas que ello implica.
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