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RESUMEN.

Introduccion: La tintura de propdleos elaborada en los centros de produccion local
de Villa Clara presenta una alta demanda por su diversidad de usos, y en su control
de calidad se obtuvo un contenido de soélidos totales variable e inferior al 10 %.
Objetivo: Evaluar factores independientes en la tecnologia de elaboracién de la
tintura de propodleos en los centros de produccion local de Villa Clara.

Métodos: Se realizo el analisis de la tecnologia de elaboracion de la tintura

empleada en los centros de produccion local de Villa Clara y se propuso una nueva
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metodologia para garantizar un producto que cumpla con los requerimientos de
calidad establecidos. Se realizé un diseno de experimentos factorial 2° cuyos
factores independientes y niveles fueron tipo de disolvente (nivel bajo etanol al 70
% y nivel alto etanol al 96 %), tiempo de extraccion (7 dias nivel bajo y 14 dias nivel
alto) y variedad de propéleos (color pardo nivel bajo y color castano rojizo nivel
alto). Las variables respuestas fueron el contenido de sélidos totales, fenoles y
flavonoides totales. Se evaluaron la densidad relativa, indice de refraccion y pH
como otros indices de calidad.

Resultados: Con la tecnologia de elaboracion evaluada se obtuvo un elevado
contenido de solidos totales (23,02 %), de fenoles y flavonoides totales (278,87
(EAG mg/g ESP) y 89,40 (ER mg/g ESP), en la cual se empleé el propdleo de color
castano rojizo, etanol al 96 % como disolvente y tiempo de extraccion de 7 dias. El
pH, indice de refraccion y densidad relativa de la tintura fueron similares a los
reportados en las normas oficiales para tinturas y extractos vegetales.
Conclusiones: La concentracion del disolvente, variedad de propdleos y el tiempo
de extraccion utilizados influyeron de manera significativa en el contenido de
solidos, fenoles y flavonoides totales.

Palabras clave: tintura; propdleos; tecnologia de elaboracion; indices de calidad.

ABSTRACT.

Introduction: The propolis tincture elaborated in the local production centers of Villa
Clara presents a high demand due to its diversity of uses, and in its quality control
a variable total solids content and lower than 10 % was obtained.

Objective: To evaluate independent factors in the processing technology of propolis
tincture in the local production canters of Villa Clara.

Methods: The analysis of the processing technology of the dye used in the local
production centre's Villa Clara was carried out and a new methodology was
proposed to guarantee a product that complies with the established quality
requirements. A 23 factorial experiment design was carried out, whose independent

factors and levels were type of solvent (low level 70% ethanol and high level 96%
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ethanol), extraction time (7 days low level and 14 days high level) and variety of
propolis (brown colour low level and reddish-brown colour high level). The response
variables were total solids, phenols and total flavonoids. Relative density, refractive
index and pH were evaluated as other quality indexes.

Results: With the processing technology evaluated, a high content of total solids
(23.02 %), total phenols and flavonoids (278.87 (EAG mg/g ESP) and 89.40 (ER mg/g
ESP) was obtained, in which reddish-brown propolis, 96 % ethanol as solvent and
extraction time of 7 days were used. The pH, refractive index and relative density of
the tincture were similar to those reported in the official standards for tinctures and
plant extracts.

Conclusions: The solvent concentration, propolis variety and extraction time used
significantly influenced the content of solids, phenols and total flavonoids.

Keywords: tincture; propolis; processing technology; quality indexes.
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Introduccion

El propdleo es una mezcla de sustancias de apariencia resinosa muy util
principalmente en medicina tradicional desde la antigiiedad debido a sus diversas
propiedades biolégicas antibacteriana, antifungica, antiviral, antiinflamatoria,
antitumoral, inmunomoduladora y antioxidante, entre otras.('2

Las caracteristicas organolépticas del propdleo (olor, color y sabor) dependen de
varios factores como la composicion quimica, la fuente botanica circundante, la
zona geografica y la época de recoleccion, etc.®

A partir del propdleo en bruto se obtienen extractos concentrados, con los que se
elaboran diferentes formas de dosificacion como cremas, unglientos y tinturas. Las

tinturas son soluciones alcohdlicas o hidroalcohdlicas que se obtienen extrayendo
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los principios utiles de drogas animales o vegetales por lixiviacion, maceracion,
solucion o disolucion. Los menstruos empleados en las tinturas oficiales son
alcoholes diluidos en varias concentraciones o mezclas de alcohol, agua y
glicerina.®

En Cuba existen tres variedades de propdleos que difieren en su color (amarillo,
pardoy rojo) y por tanto en su composicion quimica.® En los centros de produccion
local (CPL) de Villa Clara se dispone de las variedades de color rojo y pardo
provenientes de los diferentes apiarios de la provincia. La tecnologia de
elaboracion oficial para la tintura de propdleos segun el método de Pichansky en la
norma ramal # 312 de Salud Publica® (1991), establece el empleo de etanol al 70
%, a una temperatura entre 50 y 55 °C de 3 a 5 horas y maceracion entre 10y 14
dias con agitacion periodica.

Dentro de los ensayos de control de calidad reportados para las tinturas derivadas
de productos naturales se encuentran la caracterizacion organoléptica, la
determinacion del indice de refraccion, el pH, la densidad relativa, el contenido
alcohdlico, el porcentaje de acidez y la determinacion de sdlidos, fenoles y
flavonoides totales.(®7)

En el caso de la tintura de propdleo en el Formulario Nacional de Fitofarmacos y
Apifarmacos® (2017), este solo refiere como indice de calidad el contenido de
solidos totales, el cual debe ser superior a 10 %. Mientras que el contenido de
solidos totales de las tinturas de propodleo elaboradas en los CPL de Villa Clara,
presenta un comportamiento variable e inferior al 10 % por lo que el estudio tuvo
como objetivo evaluar los factores independientes en la tecnologia de elaboracion

de la tintura de propdleo en los centros de produccion local de Villa Clara.

Métodos

El procedimiento experimental se desarrollé en el centro de produccion local de
medicamentos (area de produccion) en el municipio de Santa Clara, provincia de

Villa Clara, durante el mes de marzo del 2021.
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Recoleccion y preparacion de propéleos
Se emplearon dos variedades de propdleo (uno de tonalidad castano rojizo y otro
de tonalidad parda), ambos colectados en diferentes apiarios de la provincia de
Villa Clara en los meses de febrero a marzo del 2021. Los propdleos contaron con
el certificado de calidad emitido por el Ministerio de Agricultura de la provincia, lo

que avalé su uso farmacéutico.

Elaboracion de las tinturas segun método de Pichansky modificado
Para la elaboracion de las tinturas segun el método de Pichansky modificado se
pesaron 250 g de propdleo bruto en balanza técnica digital, el que fue
homogenizado disminuyendo el tamafo de particula de forma manual y se
transfirio a un vaso de precipitado de 1000 mL, en el que se humecté con un
volumen de 500 mL de menstruo hidroalcohdlico. El propdleo fue macerado en el
vaso de precipitado tapado durante un tiempo determinado y con agitacion
periddica (cada 2 h).

El extracto obtenido se colé con gasa y se almacend en frascos de vidrio ambar
con tapa de bakelita a temperatura ambiente hasta el momento de su uso.

Se realizé un diseio de experimentos factorial 22 en el cual se tuvo en cuenta la
posible incidencia en la calidad tecnoldgica de la tintura de factores independientes
como concentracion de etanol (70 y 96 %), tiempo de maceracion (7 y 14 dias) y
variedad de propdleos (castano-rojizo y pardo).

Como factores respuesta se consideraron el porciento de sélidos totales y el
contenido de fenoles y flavonoides totales. Se obtuvieron un total de ocho
formulaciones y sus réplicas, para su evaluacién fisicoquimica (tabla 1).

Las tinturas fueron elaboradas al azar, para garantizar la aleatoriedad de los

ensayos, segun la matriz del diseno experimental.
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Tabla 1 - Niveles empleados para cada factor independiente en el diseno factorial 23

F Contenido de etanol (%) Tiempo de maceracion (dias) Variedad de propoleos
1 70 7 A
2 70 14 A
3 96 7 A
4 96 14 A
5 70 7 B
6 70 14 B
7 96 7 B
8 96 14 B

Leyenda: F: Formulacion; A: castafio-rojizo (color mas intenso); B: pardo (color menos intenso).

Caracterizacion fisicoquimica de las tinturas
Se cuantifico el porcentaje de sélidos segun se establece en la norma ramal de
Salud Publica # 312 y se determiné el contenido de fenoles y flavonoides totales.
Se evaluaron otros parametros de calidad como las caracteristicas organolépticas,
densidad relativa, indice de refraccion y pH, de acuerdo con las exigencias de la

norma ramal. Se realizaron tres réplicas en cada ensayo.

Determinacion del contenido de fenoles totales

Se determind el contenido total de compuestos fendlicos en las tinturas de
propodleos desarrolladas mediante el empleo de la reaccion de Folin-Ciocalteu
(FCR), segun el método de Pekal (2014) con modificaciones con el uso de acido
galico como compuesto fendlico de referencia.

La cantidad de compuestos fendlicos se determinoé a partir de la ecuacion de la
recta obtenida en la curva de calibracion del acido galico, la cual se expres6 como
miligramos de contenido fendlico equivalentes a acido galico por gramo de

extracto de propédleo seco (mg EAG/g EPS).®
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Determinacion del contenido total de flavonoides

El contenido total de flavonoides de las tinturas de propdleo se determiné
empleando el reactivo cloruro de aluminio (AICI3), segin el método propuesto por
Messaoud® con ligeras modificaciones utilizando la rutina como el compuesto
flavonoide patron. La cantidad de compuestos flavonoides se determiné en mg de
flavonoides equivalentes a rutina por gramo de extracto de propéleo seco (ER mg/g

ESP), utilizando la ecuacion obtenida de la curva de calibracién de rutina.

Analisis estadistico

Para el procesamiento estadistico de los resultados se empleod el paquete de
programas STATGRAPHICS CENTURION XV version 15.2.14 del 2007.

Resultados

Caracterizacion fisicoquimica de las tinturas

Cuantificacion de solidos, fenoles y flavonoides totales
Los resultados en la cuantificacion de los solidos, fenoles y flavonoides totales de
las 8 formulaciones (F) permitieron apreciar que, a mayor concentracion de etanol,
mayor rendimiento de sélidos, fenoles y flavonoides totales en ambas variedades

de propdleo (tabla 2).

Tabla 2- Resultados obtenidos de soélidos, fenoles y flavonoides totales para cada

variante analizada.

F CE ™ Variedad Solidos totales Concentracion Concentracion
(%) (dias) propéleos | (media SD) % fenoles totales flavonoides totales
(EAG mg/g ESP) (ER mg/g ESP)
1 96 14 A 24,100,169 287,830,723 90,83+0,057
2 96 7 A 23,020,113 278,870,080 89,40+0,103
3 70 14 A 12,840,142 202,830,472 59,40+0,100
4 70 7 A 8,51 £ 0,009 198,76+0,057 54,83+0,049
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5 96 14 B 10,12 + 0,131 275,240,100 87,46+0,05
6 96 7 B 8,99 + 0,586 263,550,180 74,33+0,15
7 70 14 B 7,718 +0,378 195,400,100 54,200,100
8 70 7 B 6,34 + 0,902 193,13+0,152 52,740,056

Leyenda: CE: concentracion de etanol. TM: tiempo de maceracion

Determinacion de otros parametros de calidad

Otros parametros de calidad medidos fueron los indices de calidad cuyos

resultados se muestran en la tabla 3.

Tabla 3 - indices de calidad de tinturas de la variedad A
(7 dias de maceracion en etanol al 96 % como disolvente).
Parametros de calidad Variedad de propoleos (A)
(castano-rojizo)
(Media *SD)

Caracteristicas organolépticas Liquido transparente, castafo-rojizo,

olor caracteristico

indice refraccion 1,40340,001

Densidad relativa (g.cm-3) 0,885+0,037

pH 4,637+0,007

Concentracion de fenoles totales (EAG (mg)/g de ESP 278,88+0,08

Concentracion de flavonoides totales (ER (mg)/g de ESP) 89,4+0,1
Discusion

Los resultados se consideraron logicos cuando a mayor concentracion de etanol y
mayor solubilizacion de los componentes presentes, estos resultaron coincidentes
con los resultados de Cuesta('9y otros. El tiempo de maceracion influyé de forma
directa en el contenido de solidos, fenoles y flavonoides totales, no obstante, se
debe resaltar que a los 7 dias el contenido de los sélidos totales fue superior al 10

% (limite permisible).
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Los mayores valores de soélidos, fenoles y flavonoides totales se alcanzaron para
la variedad A y confirma el planteamiento de Troya® de que los propdleos de color
castano-rojizo poseen un mayor contenido de componentes activos e indican la
eleccion de la condicion que emplea etanol al 96 %, tiempo de maceracion de 7 dias
y variedad de propdleo A (castaio rojizo) para la elaboraciéon de la tintura de
propoleo. Mientras que para los requisitos organolépticos, pH, indice de refraccion
y densidad relativa, estos son similares a lo reportado por Leonor® para otras

tinturas de origen natural.

Analisis estadistico de los resultados

El analisis de varianza del porcentaje de solidos totales concluyo que todos los
factores fueron altamente significativos [concentracion de etanol (p = 0,0001),
variedad de propodleo (p = 0,0095) y tiempo de maceracion (p = 0,0001)]. Ademas,
se aprecio que solo la interaccion entre el factor concentraciéon de etanol y la
variedad de propdleo resulté altamente significativa (p = 0,0001).

La influencia de los factores independientes en el contenido de los sélidos totales
es mostrada en la figura Ty 2.

En la figura 1 se describe la interaccion entre los factores concentracion de etanol
y variedad de propoleo y se puede observar que en ambos niveles de concentracion
de etanol existen diferencias significativas entre los porcentajes de sélidos totales
entre las variedades A y B, en la que, A muestra en todos los casos, mayores

rendimientos que la B.
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Interacciones y 95,0% de Fisher LSD
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Leyenda: CE: Concentracion de etanol [CE 1: (70 %), CE 2: (96 %)]; VP: Variedad de propdleos [A: castafio-rojizo (color mas

intenso); B: pardo (color menos intenso)]; ST: Sélidos totales.

Fig. 1. Influencia de la concentracion de etanol y variedad de propdleo en el contenido de

los solidos totales.

En el caso del tiempo de maceracion se observé que a medida que aumento este

factor aumentaron significativamente los rendimientos de sélidos totales (fig. 2).

Medias y 95,0% de Fisher LSD
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Leyenda: TM: Tiempo de maceracion [TM1: (7 dias); TM2: (14 dias)]; ST: Sélidos totales.
Fig. 2. Influencia del tiempo de maceracién en el contenido de los sdélidos totales.
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No obstante, es de destacar que a los 7 dias de maceracion en etanol al 96 % el
rendimiento de los sdlidos totales para la variedad A fue muy superior al 10 %.

El analisis de varianza mostr6 que en la concentracion de fenoles totales solo
influyeron de manera significativa aquellas interacciones que incluyeron el etanol
como disolvente. (p = 0,0001). Lo anterior justifica la condicidn propuesta.

La figura 3 muestra la interaccion entre el etanol y el tiempo de maceracion, y como
se puede apreciar cuando el etanol se utilizé6 a una concentracion de 96 % las
concentraciones de fenoles totales se incrementaron significativamente tanto a los

7 dias como a los 14 dias.

Interacciones y 95,0% de Fisher LSD
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Leyenda: CE: Concentracién de etanol [CE 1: (70 %), CE 2: (96 %)]; TM: Tiempo de maceracién [TM 1: (7 dias); TM 2: (14
dias)]; CFET: Concentracion de fenoles totales (EAG mg/g ESP)

Fig. - 3. Influencia de la interaccion entre los factores etanol y tiempo de maceracion

en la concentracion de fenoles.

Las mayores concentraciones de fenoles totales se obtuvieron al emplear
etanol al 96 % y la variedad A de propdleos. La tintura obtenida a partir de la
variedad de propdleos A (castano-rojizo) a los 7 dias de maceracion en etanol

al 96 % presento el mayor contenido de sélidos, fenoles y flavonoides totales y
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sus parametros de calidad (indice de refraccion, densidad relativa y pH) a partir
de la condicidon propuesta, se consideran aceptables.

En la figura 4 se observa la interaccion entre el etanol y la variedad de propéleos,
y como se puede apreciar las concentraciones de fenoles totales de la variedad

A son significativamente superiores a los de la variedad B.

Interacciones y 95,0% de Fisher LSD
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Leyenda: CE: Concentracion de etanol [CE 1: (70 %), CE 2: (96 %)]; VP: Variedad de propédleos [A: castafio-rojizo (color

mas intenso); B: pardo (color menos intenso)]; CFET: Concentracion de fenoles totales (EAG mg/g ESP)

Fig. - 4. Influencia de la interaccion entre los factores etanol y variedad de propdleos

en la concentracion de fenoles.

Estos resultados constituyen las premisas para el establecimiento futuro de los
limites de especificacion de calidad de la tintura de propdleo y permite concluir que
la concentracion del disolvente, variedad de propdleos y el tiempo de extraccion
utilizados influyeron de manera significativa en el contenido de sélidos, fenoles y

flavonoides totales.
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