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GLOSARIO

Aminoaciduria

Astenia

Atrofia

Cantidad anormal de aminoacidos en la orina. Los aminoacidos

son los pilares fundamentales de las proteinas en el cuerpo.

Sintoma caracterizado por una sensacion generalizada de
cansancio, fatiga, debilidad fisica y psiquica; con principal
incidencia entre las personas de 20 a 50 afos, y mayor
preponderancia en las mujeres que en los hombres. La astenia
prolongada puede derivar al diagnéstico del sindrome de fatiga

cronica.

Disminucion de peso y volumen de un érgano o un tejido por falta
de nutricién, por alteracién de su inervacion o su irrigacién o por

falta de funcionamiento.
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Burton, ribete
de

Compuestos

fenolicos

Curva de

calibracion

Danfno axonal

Edema

Endoneuro

Fanconi

Sindrome de

Ribete violaceo o negruzco situado sobre las encias, a nivel de
cuello de los dientes. Indica una intoxicacion cronica por el
plomo, y se observa principalmente en las intoxicaciones

profesionales (pintores, plomeros, etc.)

Son compuestos aromaticos, que junto a los flavonoides, le
confieren a los propoleos sus usos y aplicaciones bioldgicas; los
principales compuestos fendlicos de los propdéleos son: acido

cafeico, acido ferulico, entre otros.

Al conjunto de concentraciones que describen el intervalo en el

cual se cuantifica el compuesto por analizar.

Lesion encefalica mas frecuente y mas devastadora, ya que el
dafo ocurre sobre un area amplia mas que en un punto focal del

cerebro.

Hinchazdn causada por la acumulacion de liquido en los tejidos
del cuerpo. Suele ocurrir en los pies, los tobillos y las piernas,

pero puede afectar todo el cuerpo.

Tejido conjuntivo laxo que rodea las fibras nerviosas mielimicas

y amielimicas de los nervios periféricos.

Trastorno de los tubulos renales en el cual ciertas sustancias
normalmente absorbidas en el torrente sanguineo por los

rinones son liberadas en su lugar en la orina.




Flavonoides

Fibrosis

Glucosuria o

glicosuria

Hem o hemo,

grupo

Hipertiroidismo

Hipofosfatemia

Impurezas

Compuestos organicos derivados hidroxilados de la 2-
fenilbenzopiran-4-ona, y sistemas reducidos en C2-C3 y/o C4

provenientes de exudados vegetales con multiples aplicaciones.

Formacion de tejido fibroso. Transformacion de un tejido en el
que aumenta la cantidad de tejido conjuntivo fibroso con
incremento de la proporcidn de fibras colagenas y disminucion

de las células y vasos.

Presencia de glucosa en la orina.

El hem o hemo es un término quimico que define una estructura
que contiene un atomo de hierro, forma parte de la hemoglobina,
que permite el transporte del oxigeno entre los pulmones y los
organos ya que el dioxigeno se fija sobre este atomo durante el
proceso de oxigenacion de la sangre. Es por esta razon que esta
considerado como un cofactor importante de la hemoglobina. La
estructura del hem lleva el nombre de porfirina. Esta constituida
por cuatro nucleos que contienen un atomo de nitrégeno y cuatro

atomos de carbono.

Trastorno funcional de la tiroides. La tiroides genera demasiadas
hormonas tiroideas, lo que provoca un exceso de produccion que
a su vez aceleran los procesos metabdlicos.

Es un nivel bajo de fosforo en la sangre.

Elementos ajenos a los propdéleos, que han sido incorporados

durante el proceso de recoleccién y manipulacion de éste.
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https://medlineplus.gov/spanish/ency/article/003478.htm

Neuropatia

periférica

Plumbemia

Proteinuria

Propdleo(s)

Sepsis

Tubulopatia

Dafo a un solo nervio 0 a un grupo de nervios periféricos que
llevan informacion hasta y desde el cerebro. La neuropatia
periférica  significa que estos nervios no funcionan
apropiadamente También puede afectar a los nervios en todo el

cuerpo

(Del latin plumbum, plomo, y del griego haima, sangre.)
Presencia de plomo en la sangre. Envenenamiento que produce

el plomo (Pb) cuando entra en el cuerpo humano.

Presencia de proteinas en la orina

Nombre genérico que se da a las sustancias resinosas
recolectadas y procesadas por las abejas de la vegetacion
circundante al apiario. De aspecto resinoso, su color puede
variar dependiendo de su origen desde el rojo, amarillo-rojizo,
amarillo-obscuro, verde castano, pardo o negro, con sabor

amargo y ligeramente picante.

Enfermedad grave que ocurre cuando el cuerpo tiene una
abrumadora respuesta inmunitaria a una infeccion bacteriana.
Las sustancias quimicas liberadas a la sangre para combatir la
infeccion desencadenan una inflamaciéon generalizada, lo que
conduce a la formacion de coagulos de sangre vy la filtracién de
vasos sanguineos. Esto causa un pobre flujo sanguineo, lo que
priva a los 6rganos de nutrientes y oxigeno. En los casos mas
serios, uno o mas organos pueden fallar, la presion arterial baja

y el corazdn se debilita, o que lleva a un shock séptico.

Toda afeccion aguda o crénica que afecta a los tubulos renales.
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RESUMEN

El propdleo es un producto, elaborado por las abejas a partir de ciertas especies
vegetales y presenta en su composicion numerosos minerales (zinc, cobre, calcio,
hierro, etc.). Por otro lado, puede contener metales potencialmente toxicos como

plomo, cadmio y arsénico provenientes de la contaminacion ambiental.

El plomo puede llegar a ser uno de los principales contaminantes en los propodleos,
provocando diversos efectos toxicoldégicos en la salud humana que causa
problemas neurolégicos, fisiolégicos y de comportamiento en los nifios como
saturnismo, umbral de audicién elevada y disminucién en el coeficiente intelectual

a bajos niveles de éste metal en la sangre.

El objetivo de este trabajo fue determinar las concentraciones de plomo en ocho
extractos blandos etandlicos de diferentes regiones de la Republica Mexicana,

mediante espectrofotometria de absorcion atomica.

Las muestras analizadas no presentaron concentraciones >0.2 ppm, que es el limite
establecido por la normatividad internacional de calidad de paises como Brasil,

Argentina y Japon para extractos de propdleos.

VI



1 INTRODUCCION

El propdleo es un producto de composicidon compleja que las abejas Apis mellifera
(Figura 1) recolectan a partir de resinas vegetales, por lo que su composicion varia
segun la fuente de procedencia. Se han identificado mas de 300 componentes en
los propoleos, tales como polifenoles (flavonoides, acidos fendlicos y sus ésteres,
aldehidos, alcoholes y cetonas fendlicas), terpenoides, esteroides, aminoacidos y
compuestos inorganicos (Palomino Garcia, Martinez Galan, Garcia Pajon, Gil
Gonzalez, & Durango Restrepo, 2010), que le confieren propiedades biolégicas
como antioxidantes, antimicrobianas, cicatrizantes, antiinflamatorias, estimulantes

del sistema inmune, entre otras.

Figura 1. Abeja Apis mellifera.

(Ricén, 2016)

En México se utiliza este producto como auxiliar en el tratamiento de enfermedades
respiratorias, en productos cosméticos, en cremas y como suplemento alimenticio,
sin embargo, no se cuenta con una normatividad que regule la presencia de
contaminantes en el propéleo (Rodriguez Peréz, 2015). El control de calidad de los

productos de la colmena comienza desde las buenas practicas agricolas (BPA) y de
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fabricacion (BPF) y cualquier falla en el proceso se reflejara en el deterioro de su

calidad e inocuidad (Saavedra et al., 2007).

Entre los principales contaminantes reportados destaca el plomo, que puede entrar
en contacto con las abejas a través del aire, agua, plantas y suelo, y después ser
transportado a sus colmenas (Bogdanov, 2005), pero las mayores concentraciones
encontradas son resultado de las actividades humanas, por ejemplo, la combustion
de gasolina con antidetonantes a base de plomo, los arseniatos de plomo que se
emplean en grandes cantidades en insecticidas para la proteccion de los cultivos,

entre otros.

Su acumulacién en forma de sales insolubles no es toxica para la planta, pero si
para el organismo que la consume, provocando en el organismo de los seres
humanos la sustitucién del calcio de los huesos por plomo o acumularse en el
encéfalo causando una enfermedad conocida como saturnismo, con las

consecuentes implicaciones toxicolégicas (Saavedra et al., 2007).

Es por el incremento del uso de los propdleos en la industria alimentaria, cosmética,
farmacéutica, veterinaria y quimica, que se requieren establecer las
especificaciones analiticas para la determinacion del contenido de plomo en

muestras de propoleos como parte del control de calidad e inocuidad del producto.




2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo general.
Determinar las concentraciones de plomo en extractos etandlicos de propoleos

mexicanos por espectrofotometria de absorcion atébmica, como parte de los métodos

de prueba que deben cumplir los propdleos para su comercializacion e inocuidad.

2.2 Objetivos particulares.

= Obtener muestras de propoleos del Estado de México, Puebla, Michoacan,

Guanajuato y Veracruz y determinar sus caracteristicas organolépticas.

= Obtener los extractos etandlicos de los propéleos (EEP).

= Determinar el contenido de plomo utilizando el método de espectrofotometria

de absorcion atomica.

» Proponer la determinacion de contenido de plomo en los propdleos como
control de contaminantes para garantizar que el producto pueda ser utilizado

por la poblacion.




3 JUSTIFICACION E HIPOTESIS

3.1 Justificacion

Debido a la amplia utilizaciéon del propdleo en México como medicina alternativa
para enfermedades respiratorias, digestivas y/o ginecologicas, es necesario
verificar que en su composicion no contenga plomo, con el propdsito de garantizar
la seguridad de este producto y posteriormente puedan ser utilizados en la industria

farmacéutica, alimentaria y cosmética.

3.2 Hipotesis

Si los propdleos se componen de resinas que recolectan las abejas de la flora
circundante a la colmena, y dichas colmenas se encuentran en zonas urbanas de
diferentes estados de Republica Mexicana entonces pueden presentar plomo en su

composicion.




4 ANTECEDENTES
4.1 Apicultura

La palabra apicultura proviene del latin Apis (abeja) y Cultura (cultivo), es decir, la
ciencia que se dedica al cultivo o cria de las abejas. La apicultura se define como el
“Arte de criar abejas para aprovechar sus productos” (Lépez del Villar & Ubillus Celi,
2004). Una definicibn mas completa, define a la apicultura como “la ciencia que se
dedica a la crianza de las abejas meliferas y a prestarles los cuidados necesarios
con el objetivo de obtener y consumir los productos que son capaces de elaborar y
recolectar como es la miel, el propdleo, la jalea real, cera, y veneno de abeja”
(Guzzetti & Santi, 2006). La Figura 2 representa una red de panal con imagenes

referentes a la apicultura.

Figura 2. Apicultura.

(Mufioz, 2014)

En México, la apicultura se inicid aproximadamente en el afio 1920. La apicultura
moderna se desarrolla a partir de las primeras exportaciones de miel alrededor de
1950.




En los ultimos afos los apicultores han prestado mas atencion a otros productos de
la colmena, como son el polen, la jalea real, cera, veneno y propoleos. De éste
ultimo, se ha incrementado la demanda mundial por sus caracteristicas

antibacterianas, antioxidante, antinflamatorias y cicatrizantes entre otras.

Los principales paises productores de propdleos en el mundo son: China, Brasil,
Argentina, Cuba, Chile, Uruguay y Canada, asi como, los paises importadores que
captan dicha produccion son: Dinamarca, Francia, Alemania, Hungria, Ucrania y
Estados Unidos de Norteamérica. Cabe sefalar que los paises consumidores de

propoleo van en aumento (Martinez, Delgado, Rojas, & Casillas, 2011).

4.2 Propdleo

4.2.1 Definicion del propdleo

Etimolégicamente el término PROPOLEO proviene del griego PRO: “Defensa de” y
POLIS: “Ciudad”, lo que significa “defensa de la ciudad” (Bedascarrasbure,
Maldonado, Fierro Morales, & Alvarez, 2006), (Rodriguez Peréz, 2015). El propdleo
es un producto de la colmena formado por una mezcla de resinas y exudados
vegetales recolectados por las abejas Apis mellifera, con el fin de cumplir diversas
funciones dentro de la colmena. Una de ellas, es de tipo estructural, es decir, cubrir
grietas y orificios, reparar las paredes, recubrir la entrada de la piquera, fijar los
cuadros, principalmente. También es usado como una sustancia embalsamante
para cubrir los pequefos animales invasores, que las abejas han eliminado y no
pueden transportarlos fuera de la misma. Esta sustancia recubre la colmena

protegiéndola de bacterias y hongos (Dario Pierini, 2014).

Las abejas obreras, mediante un proceso bioselector, detectan a través de sus
antenas la resina en la fuente vegetal. Seguidamente, valiéndose de sus
mandibulas, de la secrecidn de las glandulas salivares-mandibulares y el primer par

de patas, la ablandan, trituran y transportan a las cestillas o corbiculas. Las abejas




realizan las operaciones de recoleccion de resinas en general en dias calurosos,
con temperaturas superiores a 20°C, temperatura a la cual la resina se encuentra
maleable (Dario Pierini, 2014). La capacidad de produccioén de propodleos varia en
funcién de las necesidades de la colmena y de factores externos. Otra teoria sobre
el origen del propdleo manifiesta que se trata de un producto resultante de la
digestion del polen en un pequefio 6rgano ubicado entre el saco polinico y el
intestino (Cortés Rubira, 2008).

Dependiendo de su origen botanico y de la temperatura a la que se encuentre,
puede ser amarillo claro, ocre, rojo, pardo, marrén claro o verde; algunos son
friables y firmes, mientras que otros son gomosos y elasticos (Alvarez, 2012). Ver
figura 3. Gracias a su contenido en aceites esenciales, el propdleo suele tener un
olor agradable y dulce de forma que, cuando se quema, exhala una fragancia de
resina aromatica, y se caracteriza por su sabor frecuentemente amargo. Su
temperatura de fusion oscila entre los 60-70°C (Vargas Sanchez, Torrescano
Urrutia, & Sanchez Escalante, 2013), (Rodriguez Peréz, 2015), es insoluble en agua

y soluble en éter y alcohol caliente, entre otros.

Figura 3. Aspecto fisico del propdleo en grefia.

Fotografia tomada en el Laboratorio L-6 Unidad de Investigacion Multidisciplinaria (UIM) de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitian Campo 4 por Benitez Sandoval (2015).




4.2.2 Composicion del propéleo

La composicion quimica del propoleo es muy compleja ya que depende de su origen
botanico, de las condiciones geograficas, de la biodiversidad de plantas y arboles
que producen las resinas; asi como la época y clima existentes del lugar de
recoleccion. Se considera un producto de origen mixto, vegetal y animal

(Bedascarrasbure et al., 2006).

Algunos propoleos que pueden contener mas de 180 compuestos, pero los
flavonoides (flavonas, flavonoles y flavanonas), acidos fendlicos y sus ésteres,
isoflavonoides, terpenos, chalconas y aminoacidos han sido considerados como sus
componentes bioldgicamente activos (Nagai, Inoue, Inoue, & Suzuki, 2003),
(Hernandez Hernandez, 2015). La presencia de ocho flavonoides como rutina,
miricetina, quercetina, kaempferol, apigenina, pinocembrina, crisina y galangina,
puede ser usada como marcador para diferenciar al propdleo de otros productos de

la colmena (Vargas et al., 2013).

El mayor contenido corresponde a resinas y balsamos que contiene flavonoides y
acidos fendlicos o sus ésteres (50%), contenido muy variable de ceras (7.5-35%)
que afectaran a los contenidos restantes; aceites volatiles (10%); polen (5%) e
impurezas (4.4-19.5). Ademas contienen pequefas cantidades de terpenos,
taninos, restos de las secreciones de las glandulas salivares de las abejas y posibles

contaminantes (Hernandez Pérez, 2013).

Se puede destacar también que el propdleo es una fuente de macro y micro
elementos esenciales para el buen funcionamiento del cuerpo humano, y que
participan y regulan diversas reacciones bioldgicas. Los minerales que se
encuentran generalmente en mayor proporcion son: Ca?*, Al**, Mg?*, K*, Fe?*, Na*,
Zn?* y Cu?* (Nagai et al., 2003), (Kumazawa et al., 2007). La Tabla 1 muestra los

principales componentes quimicos del propdleo.




Tabla 1. Principales componentes quimicos del propéleo.

Componentes Ejemplos

Acidos organicos  Acido benzoico (C7Hs02) y el galico (C7HsOs).

Acidos-fendlicos  Acidos caféico (CoHsOa), cinamico (C11HsO2), ferulico,

insofenilico y p-cumarico.

Aldehidos aromaticos Vainillina (CsHsOs3), isovainillina (CsHsO3).

Cumarinas Esculetina (CoHesO4), escopoletina.

Flavonoides Flavonoles: kaempferol (C16H120s), quercetina

(C15H1007), ramnocitrina.

Flavonas: acacetina (C16H120s5), crisina amarilla,
pectolinaringenina (C17H140s), tectocrisina
(C16H120a4).

Flavanonas:  naringenina, naringina, hesperetina,

hesperidina, taxofilina, pinocembrina

(C15H1204).
Flavanoles: (+)-catequina, epicatequina, galocatequina.
Terpenos Cedrol, lupeol, a-pineno; B-cariofileno.
Minerales Aluminio, plata, bario, boro, cromo, cobalto, cobre, estafio,

hierro, magnesio, manganeso, molibdeno, niquel, plomo,

silicio, estroncio, titanio, vanadio, zinc.

Vitaminas Provitamina A y Vitamina Bs

(Hernandez Pérez, 2013)




4.2.3 Caracterizacion quimica del propéleo en México

4.2.3.1 Regiones apicolas en México

La gran diversidad de tipos de vegetacion y ecosistemas que encontramos en

México, permite al apicultor contar con una gran variedad tanto en floracion

nectarpolinifera, como en temporadas de produccion. Como producto de esta

diversidad, el territorio nacional se ha dividido en cinco regiones apicolas bien

definidas, como se muestra en la Figura 4. En cada una de ellas los recursos

naturales determinan las caracteristicas tanto de los ecosistemas de produccion

como los productos que se obtienen y se describen en la Tabla 2, en cuanto a sus

caracteristicas de humedad, color, aroma y sabor (Ochoa & Ortega, 2010).

Regiones

Tabla 2. Regiones apicolas mexicanas
Caracteristicas

Del Norte

De la Costa del

Pacifico

Vegetacion xerofila con amplias zonas de pastizales,
bosque espinoso y de coniferas. Los productos apicolas
de esta regidbn son derivados principalmente de
mezquite, son de excelente calidad y las recolecciones
se realizan de marzo a mayo y de agosto a octubre. Los
estados que integran esta region son Baja California,
Baja California Sur, Sonora, Chihuahua, Durango,
Zacatecas, Coahuila, Nuevo Ledn y parte del norte de
Tamaulipas y altiplano de San Luis Potosi.

Predomina el bosque tropical caducifolio 'y
subcaducifolio, ademas de bosques espinosos y de
coniferas. La época mas importante de floracién y
produccion es en octubre y diciembre. Forman parte de
esta region los estados de Sinaloa, Nayarit, poniente de
Jalisco, Michoacan, Colima, parte de Guerrero, Oaxaca

y Chiapas.
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Regiones

Tabla 2. Continuacion

Caracteristicas

Del Golfo

Del Altiplano

Predomina el bosque tropical perennifolio y bosque
tropical caducifolio, encontrandose arboles como encino
(Quercus rugosa), fresno (Fraxinus excelsior L.), sauce
(Salix alba), alamo (Populus alba).Ademas existen zonas
con cultivos de citricos como: naranjo (Citrus sinensis),
limén (Citrus limonum Risso), entre otros. En el ramo
agropecuario la produccion principal es de almendra,
cacahuate, coco, platano, pifa y guayaba; Esta region se
compone por los estados de Veracruz y parte del estado
de Tabasco, Tamaulipas y la region huasteca de San
Luis Potosi, Hidalgo y Querétaro.

Su vegetacion es muy variada desde bosques
espinosos, pastizales y bosques de coniferas, hasta
zonas con bosques subtropicales y zonas agricolas. Las
especies de la region son pino (Pinus sp), encino
(Quercus rugosa), cedro (Cedrela odorata L.), fresno
(Fraxinus excelsior L), eucalipto (Eucalyptus globulus),
sauce llorén (Salix babylonica L.), roble (Quercus robur
L.) y trueno (Ligustrum vulgare). Arboles frutales:
manzana (Malus communis L.), pera (Pyrus communis
L.), ciruelos (Prunus domestica), durazno (Prunus
persica), peron (Capsicum pubescens), tejocote
(Crataegus pubescens) y capulin (Prunus salicifolia).
Cactaceas: cactus (Cereus coryne), pitaya (Hylocereus
undatus), nopalito (Nopalxochia). Hierbas medicinales:
arnica (Arnica montana L.), romero (Rosmarinus
officinalis), ruda (Ruta graveolens), manzanilla (Melissa

officinalis), yerbabuena (Mentha sativa), etc.
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Regiones

Tabla 2. Continuacion.

Caracteristicas

Del Altiplano

Sureste o peninsula

de Yucatan

La recoleccion de los productos apicolas se da en abril a
mayo y de septiembre a noviembre. Esta region se
comprende de los estados de Tlaxcala, Puebla, Estado
de México, Morelos, Guanajuato, Aguascalientes, la
parte oriente del Estado de Jalisco, Michoacan,
Guerrero, Oaxaca y Chiapas y parte predominante de
Hidalgo y Querétaro, asi como la region media San Luis
Potosi.

Su vegetacion comprende bosques tropicales
caducifolios y subcaducifolios con periodos de floracién
que van desde noviembre hasta julio. En esta region se
encuentra el mayor numero de colmenas del pais, motivo
por el cual su participacién en la produccion nacional de
productos apicolas al 30-35%. El origen de la flora son la
Dzidzilche y Tajonal. Esta formada por el estado de
Campeche, Yucatan y Quintana Roo y parte de los

estados de Chiapas (Noreste) y Tabasco (Oriente)

(Hernandez Hernandez, 2015), con modificaciones.

REGIONES APICOLAS DE MEXICO

Altiplano

- Costa del Pacifico
- Golfo

Norte

- Peninsula de Yucatan

Figura 4. Regiones apicolas de México.

(Ochoa & Ortega, 2010)
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4.2.4 Propiedades farmacoldgicas

Como consecuencia de su variada composicion, el propdleo posee propiedades
beneficiosas, no solo para la colmena sino también para el ser humano. A partir de
la década de los 60 se efectuan las primeras investigaciones cientificas que develan
la compleja composicion de los propodleos y ponen de manifiesto numerosas
aplicaciones farmacoldgicas, por lo que hoy se tiene respuesta a muchos
interrogantes acerca de los mecanismos de accion que explican sus propiedades
antimicrobianas, cicatrizantes, estimulantes del sistema inmunoloégico vy
antioxidantes (Crone, 1999), (Noriega Salmén, 2014).

4.2.5 Propiedades antimicrobianas

La compleja composicion le confiere a los propdleos actividad antibacteriana,

antimicdtica y antiviral.

4.25.1 Actividad antibacteriana

Fue una de las primeras propiedades constatadas. Multiples estudios
bacterioldgicos in vivo e in vitro confirmaron su accion bacteriostatica y bactericida.
Los principales responsables de esta propiedad son los flavonoides galangina y
pinocembrina y derivados de los acidos benzoico, ferulico y caféico (Fierro Morales,
2000), (Toreti, Sato, Pastore, & Park, 2013). La inhibicion del crecimiento bacteriano
es muy elevada frente a las bacterias Gram positivas (G+) mientras que las
bacterias Gram negativas (G-), esta actividad es mucho menor o nula (Vargas et al.,
2013).

Un estudio realizado en el Instituto de Investigacion Zenyaku Kogyo Co, llevado
acabo por Itoh y col., evalud la capacidad antimicrobiana de diferentes propdleos
ante Helicobacter pylori. Existe un cumulo de evidencias que atribuye a esta bacteria

la génesis de la gastritis, ulcera gastroduodenal e incluso el cancer gastrico. Una
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muestra de propodleo de origen argentino demostré poseer la mayor capacidad ante
esta bacteria, siendo los principales responsables los flavonoides: pinocembrina en
primer lugar y luego galangina y crisina (Fierro Morales, 2000), (Noriega Salmén,
2014). Los tratamientos actuales consisten en la utilizacion de uno o mas

antibidticos, costosos, de eficacia dudosa y no exenta de efectos secundarios.

Un estudio realizado en el Departamento de Bioquimica de la Universidad de Oxford
(1997), publicado en Microbiologie Research, informa que el acido cinamico y
algunos flavonoides desactivan la energia de la membrana citoplasmatica,
inhibiendo la motilidad bacteriana, haciéndolas mas vulnerables al ataque del

sistema inmunoldgico y potenciando los antibidticos (Bedascarrasbure et al., 2006).

4.2.5.2 Actividad antimicética

El propdleo ha demostrado efectos fungicidas al descomponer varias cepas de
hongos en especies de Candida. Su efecto fungicida se asocio con la presencia de
flavonoides. La cepa mas sensible fue la Rhodotorula spp y la mas resistente fue la
Candida albicans (Wagh, 2013).

4.2.5.3 Actividad antiviral

En Francia, Amoros y Sauvager de la Facultad de Medicina de Rennes (1994),
confirmaron la accion viricida frente al herpes tipo 1 y 2, pero también ante
poliovirus. Establecieron que reduce la sintesis del ADN viral y que los responsables
son flavonoides, que actuan en sinergismo con un éster del acido caféico y el acido

ferulico (Bedascarrasbure et al., 2006).

Otro tipo de patologia viral que responde favorablemente al propdleo es el herpes
zoster, patologia con expresidén cutanea, dolorosa y de pobre respuesta a los

tratamientos convencionales. Tratado precozmente en el periodo eruptivo, la
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remision se acorta y se evita la neuralgia postherpética. Otro virus como el VIH,

también ha llamado la atencion.

Un grupo de investigadores del Albert Einstein College of Medicine de Nueva York,
publicaron en 1997 un trabajo donde determinaron la capacidad del propdleo de
suprimir la replicacion del VIH-1 y su efecto inmunoestimulante (Fierro Morales,
2000), (Bedascarrasbure et al., 2006).

Las propiedades antimicrobianas, bacteriostaticas y bactericidas son debidas
fundamentalmente a las flavonas galangina y pinocembrina, pero también a los
acidos benzoicos, oxibenzoico, metabenzoico, caféico, ferulico y sesquiterpenos.
Sin embargo, (Santos et al., 2002), concluyen que ninguna de las fracciones
obtenidas a partir de extractos hidroalcohdlicos es mas activa que el extracto
integro, sugiriendo de este modo que la actividad antimicrobiana es debida a los
efectos sinérgicos de varios principios activos. Se podria concluir que el propdleo
tiene un verdadero valor farmacolégico como componente natural de procedencia
vegetal y no como fuente de unos nuevos potenciales componentes antibacterianos,
antimicéticos o antivirales. Asi, el propdleo se utiliza en enfermedades infecciosas
y es considerado, en la actualidad como el antibiotico natural por excelencia (Saiz
Cayuela & Serrano, 2003).

4.2.6 Actividad cicatrizante y antinflamatoria

El propdleo gand espacios importantes en el tratamiento de heridas por su
capacidad antibacteriana y por su notable capacidad cicatrizante y antiinflamatoria.
Esto ultimo es comparable a la de antiinflamatorios de sintesis como el diclofenaco.
Se senalod al acido caféico como responsable de inhibir la dihidrofolato reductasa,
reduciendo la produccién de interleucinas y prostaglandinas.

En 1996 en el Departamento de Bioquimica de la Universidad de Oxford, los

investigadores atribuyen esta accion del propdleo a un éster del acido caféico

15



(CAPE), al acido caféico y a la quercetina. Actuando a nivel de los macréfagos,
suprime la produccién de prostaglandinas y leucotrienos. Empleando modelos in
Vivo e in vitro constataron que el propdleo suprime la via de la lipooxigenasa del

acido araquidonico (Fierro Morales, 2000), (Bedascarrasbure et al., 2006).

4.2.7 Actividad inmunomoduladora

Diversos trabajos demuestran que el propdleos estimula la inmunidad inespecifica
y la especifica, tanto inmunidad celular (linfocitos T) como la humoral (linfocitos B).
En ratones infectados con el virus influenza tipo A y tratados con propdleos, se
constaté un aumento de los linfocitos T, un mayor nivel de fagocitosis y una menor
mortalidad, en comparacidon con animales testigo no tratados. Los autores
determinaron que se estimula la liberacion del factor inhibidor de la migracion de los

leucocitos (Bedascarrasbure et al., 2006), (Fierro Morales, 2000).

4.2.8 Actividad antioxidante

Las propiedades antioxidantes de propoleos se deben a la actividad antiradical y al
efecto inhibidor sobre los iones metalicos que éstos poseen (Gulgin, Bursal,
Sehitoglu, Bilsel, & Goren, 2010), (Mendes da Silva, de Souza, Ramalho Matta,
Ribeiro de Andrade, & Nova Vidal, 2006), demostraron que los extractos etandlicos
de propdleos brasilefios probados in vitro poseen alta capacidad antioxidante para
atrapar radicales libres y correlacionaron esta actividad con el alto contenido de

compuestos fendlicos y flavonoides.

Yang et al. (2011), encontraron que posee la habilidad de atrapar radicales libres,
lo que demuestra que éste es uno de los mecanismos mediante el cual el propéleo
ejerce su potencial antioxidante. En otra Investigacion realizada por Gulgin et al.
(2010), se demostro que el propoleo posee la habilidad para quelar los iones Fe®*,
Cu?* y Fe?* e inhibir la peroxidacion lipidica.
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4.3 Métodos de Recoleccion.

4.3.1 Método artesanal o método de raspado

La recoleccidén de propdleo se efectua mediante una espatula, desprendiendo el
propoleo de aquellas zonas donde se encuentra adherido en la colmena como:
angulos, marcos, piezas metalicas y piqueras. Es recomendable utilizar una
espatula de acero inoxidable sin mucho filo para reducir el riesgo de arrastrar virutas
de maderas. Cuidar de no raspar donde haya pintura sobre la madera, pues éste es

uno de los mayores responsables de la contaminacion del propodleo.

La recoleccidn se debe realizar con las manos y espatula libres de restos de miel,
tierra o cualquier otra sustancia que pueda contaminarlo, como se observa en la
Figura 5. Durante la cosecha, el propdoleo no debe exponerse a la incidencia directa
de los rayos solares, evitandose su almacenamiento cerca de fuentes de calor. No
debe mezclarse con la cera que se encuentra en la tapa, entre los marcos y sobre
ellos (Lopez del Villar & Ubillus Celi, 2004).

Figura 5. Método de raspado para recolectar propéleo.

(Texon Juérez, 2012)
Siempre debe tratar de evitarse que el propéleo se compacte. Para lograrlo, el

propoleo recolectado no se debe comprimir con las manos para formar pelotas, por
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el contrario, se debe mantener en forma de escamas y/o trozos sueltos para evitar

que las valiosas propiedades de este producto puedan ser disminuidas.

Los propodleos procedentes de diferentes zonas de recoleccidon no se deben
mezclar. Los medios de transporte para trasladar la produccion de éste producto
deben estar limpios, secos, libres de combustibles u otras sustancias téxicas que le
impregnan olores y sabores extrafios que afectan la calidad del mismo (Lépez del
Villar & Ubillus Celi, 2004).

4.3.2 Método técnico o método de mallas

Otra forma de recoleccion consiste en colocar sobre los cuadros de la colmena una
parrilla de plastico que rapidamente sera propolizada por las abejas, siendo el
propoleo obtenido faciimente mediante el raspado. Para facilitar su recoleccion se
introduce la parrilla en el congelador hasta que quede rigido y asi se desprendera
mas facilmente. En la Figura 6 se ilustra el método de recoleccion antes

mencionado.
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Figura 6. Método de mallas para recolectar propdleo.
(Texon Juérez, 2012)
El propdleo recogido se introduce en agua hirviendo de manera que se separe la

cera, astillas y abejas muertas. El propdleo obtenido tendra una consistencia
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parecida al chicle y con un buen aroma. Las mallas metélicas no sirven porque
contaminan el propodleo y las de fibra de vidrio tienden a romperse en el primer
intento de manipuleo. La malla que se vaya a utilizar es conveniente instalarlas en
primavera y en otofio, pudiendo ser retiradas en cualquier época del afio. Congelar
entre -10 °C y -20 °C durante por lo menos una hora, para que la resina se torne
rigida y fragil, facil de separar la malla mediante manipuleo (L6pez del Villar & Ubillus
Celi, 2004).

Muchos consideran que este método es mas econdmico y también mas duradera,
pues no se quiebra por los sucesivos cambios de temperatura y manipulacién, y que
las superficies son mayores, por lo que se recolecta mas propoleo en cada

extraccion (Hernandez Camacho, 2013).

4.3.3 Limpieza, almacenamiento y conservacion

El primer paso luego de obtenido el propdleo es la limpieza del mismo con una
pinza, retirando contaminantes macroscopicos como abejas, trozos de madera,
pasto, etc. Se deben eliminar también aquellos trozos de propdleo que puedan tener
pintura adherida ya que ésta es una de las principales fuentes de contaminacién de

plomo.

Es util disponer de una bandeja de dimensiones apropiadas para depositar éste
producto, mientras se procede a su inspeccion. Es conveniente que la bandeja sea
de pocos centimetros de altura, de material plastico o de madera, que esté ubicada
sobre una mesa, apropiadamente iluminada para que el operario trabaje

comodamente.

Para que no se pierdan o se alteren las propiedades del propdleo recolectado es
recomendable acopiarlo en bolsas de plastico, hasta que sea utilizado para su
procesamiento. Se debe tener la precaucion de no almacenar grandes volumenes,

para evitar que se compacte reduciendo significativamente la calidad de éste
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producto. Es prudente guardar estas bolsas dentro de cajas de carton, madera o un
recipiente apropiado que lo proteja de las altas temperaturas y en especial de la luz.

Otra posibilidad seria conservarlo en frascos de vidrio de color ambar.

En general, si el propdleo recolectado se va a almacenar por largo tiempo, se debe
conservar sometiéndolo a temperaturas que oscilen entre -10 °C y -20 °C durante
48 horas. Se pueden utilizar los refrigeradores de uso doméstico. Una vez retirado
del mismo, no se debe dejar expuesto al aire ya que tiende a condensar la humedad
del ambiente. Es conveniente cubrirlo con un plastico hasta que alcance la

temperatura del lugar donde se conservara.

El almacenamiento se realizara en locales limpios, libres de roedores y plagas,
secos, ventilados, separandolo del piso y de las paredes. Nunca se debe almacenar
el propdleo a la intemperie, ni cerca de fuentes de contaminacion como son las
acumulaciones de panales viejos o material apicola en desuso después de la
cosecha. Si por alguna razoén, y a pesar de las medidas de conservacion aplicada
se detectan fragmentos de propdleos atacados por la polilla, el mismo se debe

separar inmediatamente y destruirlo.

Posteriormente se debe inspeccionar el resto de las muestras para descubrir y
eliminar en caso necesario cualquier otro foco de contaminacién. A modo de
seguridad, la muestra que presento polillas se debe someter a congelamiento
utilizando las condiciones previamente establecidas. No debera tener mas de dos
anos de envejecimiento. El propdleo de primera clase, que alcanza su maxima
cotizacién en el mercado, ofrece el aspecto de un material seco, granuloso y laxo,
con textura finamente laminar y color variable oscuro (Lépez del Villar & Ubillus Celi,
2004).
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4.4 Calidad de propoleos

La calidad del propdleo esta directamente relacionada con los métodos de
recoleccion, almacenamiento y conservacion. En este sentido la calidad depende
del tipo de flora, caracteristicas ambientales, lugar de procedencia, regién de la
colmena donde se extrajo y método de recoleccion utilizada (trabajo del apicultor)
(Rodriguez Peréz, 2015). Las propiedades bioldgicas que los propdleos poseen
pueden ser aprovechadas en la industria farmacéutica, alimentaria, cosmética o
quimica. Tales propiedades son dependientes de su composicion quimica, lo que
hace necesario establecer un marco normativo para evaluar la calidad o
caracteristicas, asi como, las propiedades y limites de seguridad de este producto
(Pefa, 2008).

Existen antecedentes del uso del propdleo en suplementos y a nivel de
investigacion, en algunos productos alimenticios. Para que la calidad del propdleo
sea considerada aceptable debe cumplir ciertos requisitos, tales como: estar libre
de residuos toxicos; poseer bajo contenido de cera, materia insoluble y cenizas;

tener un origen botanico y una actividad biolégica comprobada (Vargas et al., 2013).

Actualmente en México se publico en el Diario Oficial de la Federacioén, el Proyecto
de Norma PROY-NOM-003-SAG/GAN-2016, Propdleos, produccién vy
especificaciones para su procesamiento; y tiene por objeto establecer las
especificaciones de produccidn, caracteristicas fisicas, quimicas y microbiolégicas,
que deben cumplir los propodleos y sus extractos para su procesamiento y
comercializacién en el pais; con la finalidad de que los productores adopten medidas
destinadas a proteger la salud de la poblacion (SAGARPA, 2016). Los parametros

de evaluacién de acuerdo a éste proyecto de norma se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3. Parametros de evaluacion de los propoleos

Especificaciones
Fisicas

Especificaciones
Quimicas

Actividad
antimicrobiana

Pruebas de inhibicion

e Color
e Aroma
e Sabor

e Consistencia

Presencia de flavonoides
Presencia de fenoles
indice de oxidacion
Cuantificaciéon de
compuestos fendlicos
Cuantificacién de
flavonoides

Actividad antioxidante

e Staphylococcus
aureus
e Escherichia coli

e Candida albicans

(SAGARPA, 2016)

Sin embargo, aun no se ha establecido el control de contaminantes como metales

pesados en particular PLOMO y ante este panorama se requiere establecer su

especificacion con el propdsito de no llegar a transgredir limites que atenten contra

la vida humana.

4.5 Contaminacion de propéleos

El propdleo puede estar contaminado, al igual que el resto de los productos

apicolas, debido a su exposiciéon al medio ambiente. Existen trabajos, donde se

determinaron diversos tipos de agentes contaminantes en el propdleos tales como

tetraciclinas, hidrocarburos policiclicos aromaticos, pesticidas, metales pesados,

entre otros (Bogdanov, 2005). La determinacion de metales pesados es de interés,

por su alta toxicidad y efectos nocivos para la salud.

El aire y el suelo contienen metales pesados, principalmente de la industria y por la

combustion de gasolina con antidetonantes a base de plomo, los arseniatos de
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plomo que se emplean en grandes cantidades como insecticidas para la proteccién
de los cultivos, entre otros. El plomo (Pb) y cadmio (Cd) son considerados los
principales metales pesados toxicos y por lo tanto se estudian con mayor frecuencia
(Bogdanov, 2005).

En la literatura hay estudios que indican que la contaminacion del medio ambiente,
produce un aumento de residuos sobre el cuerpo de las abejas y de su mortalidad.
Debido a que su cuerpo esta recubierto de pelos lo que permite retener las
sustancias con las que entra en contacto, es altamente sensible a la mayoria de los
productos fitosanitarios, tienen una gran movilidad y autonomia de vuelo (explora
una superficie de recoleccion de aproximadamente 7 km?) y realiza varias
inspecciones por dia en un mismo lugar. Ademas, la abeja entra en contacto con
varios sectores del medio ambiente (agua, aire, suelo, vegetacion), esto trae como
consecuencia dafos en la colmena y la contaminacién de sus productos. La Figura
7. Representa el esquema de la interaccion entre la abeja y el medio ambiente
(Dario Pierini, 2014).

/‘\ Inhalacién
Deposicion

\

Contaminacién

Ingestion

Figura 7. Interaccion entre la abeja y distintas fuentes de contaminacion del medio ambiente.
Elaborada por Benitez Sandoval (2016).
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46 Plomo

El plomo (del latin plumbum) se denomina con el simbolo Pb, es un metal gris,
blando y maleable, presente de forma natural en la corteza terrestre (Azcona Cruz,
Ramirez Ayala, & Vicente Flores, 2015). Ver Figura 8. Es un elemento que
quimicamente se considera un metal pesado y se ubica en la tabla periddica en el

periodo 6 y grupo IV A, con numero atdmico 82 y peso atomico de 207.2.

Sus caracteristicas fisicas podemos citar que es de color gris plateado, punto de
ebullicién de 1725 °C, punto de fusiéon 327.4 °C y densidad de 11.4 g/mL, se
encuentra de forma natural en estado sdlido y no es biodegradable, no tiene
capacidad elastica, tiene una excelente maleabilidad, muy resistente a la corrosion,
se funde con facilidad a elevadas temperaturas, forma con facilidad aleaciones,
ductil, baja conductividad, bajo punto de fusion que han favorecido su uso desde
épocas antiguas, en multiples aplicaciones de la actividades del ser humano

(Rodriguez Rey, Cuéllar Luna, Maldonado Cantillo, & Suardiaz Espinosa, 2016).

Figura 8. Caracteristicas del plomo en su estado sélido.

(Benitez Cele, 2013)

Su uso generalizado ha tenido gran impacto en la contaminacion ambiental y, en
consecuencia, un incremento considerable en su exposicion a la poblacién que ha
generado graves problemas de salud publica. Entre las principales fuentes de

contaminacion ambiental destacan la explotacidon minera, metalurgia y en algunos
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paises el uso persistente de pinturas, gasolinas y aditivos. Este metal también se
utiliza en muchos otros productos de uso cotidiano (baterias plomo-acido,
materiales de plomeria, cables de revestimiento, recipientes de ceramica, juguetes,

cosméticos, pigmentos (Azcona et al., 2015).

4.6.1 Toxicocinética

4.6.1.1 Absorcidén

El plomo puede ingresar al cuerpo humano por tres vias:

e Respiratoria
e Digestiva

e Dérmica o cutanea.

El plomo solo puede acceder por las dos primeras y no puede ser metabolizado por
el organismo, mientras que los compuestos de plomo como el tetraetilo de plomo

pueden penetrar por cualquiera de estas vias (ver Figura 9).

Respiratoria: El plomo que se absorbe por esta via es cercano al 40% depositado
en los pulmones, se encuentra en sangre circulandose alrededor de 50 horas,
pasandose un porcentaje a tejidos, o es eliminado, aunque cierta cantidad de
absorcion puede llevarse a cabo en las vias aéreas superiores, la porcion mas
relevante tiene lugar en las vias respiratorias inferiores, a nivel de alvéolo, a través

de la circulacion pulmonar (Rodriguez et al., 2016).

Digestiva: El plomo se fija en la saliva y se traga, seguido por el tracto digestivo y
se debe al ingreso por alimentos, en adultos se absorbe el 10%, mientras que los
nifios absorben hasta el 50% del plomo ingerido. Por otra parte, los nifios tienden a
retener mayor concentracion del plomo absorbido que los adultos, el porcentaje se

puede cuantificar respectivamente en un 30% y 5%, respectivamente.
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Dérmica o cutanea: El plomo que atraviesa la piel pasa a través de los foliculos

pilosos y glandulas sebaceas y sudoriparas directamente al torrente sanguineo
(Rubio et al., 2004).

Distribucion Te]ndos Blando
% del Pb (plomo)
-z del organismo
{vida media) 40 dias

Absorcién Tejidos oseo%
0,
Aire — Resplratorlas —» Pulmones 20, % debb (ploma) -

ias

————- del organismo
40 % de Absorcion i (vida media) 20-30 afios
-
S8 .
(vida media) 7-35 dias | R Eliminacién .
Sangre --——m Plel —————— - Pelo
‘ 2 % del plomo del organismo 4 / 5-10 % Urias
(95-99 % con eritrocitos) 3
_ Tracto .
Dieta — Digestivo -.—— $
i 10 % d% ;
Absorcion adultos
20-50 % de Metabolismo R 20 % Sl
Absorcion nifios -
Ll Higado
PbL(PO,4), — Pba(PO,), l
Colon Heces

Pb no absorbido > 10-15 %
=S¥ del Pb absorbldo
85 % del Pb
no absorbido

Figura 9. Toxicocinética de plomo en el organismo humano.

(Rodriguez et al., 2016)

4.6.1.2 Distribucién y almacenamiento.

Luego de su absorcién el plomo se distribuye en tres compartimentos en el
organismo, el metal absorbido pasa al torrente sanguineo, es transportado por los
glébulos rojos unidos a las proteinas del plasma en un 95%, luego es distribuido por
la sangre hacia los huesos y tejidos blandos (higado, riidn, médula ésea y sistema
nervioso central); la vida media del metal en sangre es de 35 dias, en tejidos blandos
de 40 dias y en los huesos 27 anos, es por ello que esta presente en mayor
porcentaje en los huesos. Esta ruta de distribucion del plomo parece ser similar en

nifos y adultos; aunque en los adultos el mayor almacenamiento es en los huesos
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(Rodriguez et al.,, 2016). La Figura 10, representa la distribucion plomo en el

organismo humano.

Huesaos planos
y diafisis

—~ Intercambio
\Q\QQ lento

Tejidos Blandos
8 % del Pb {plomo)
del Organismo
{vida media)
dias

' Tejidos Blandos  Intercambio Sangre
8 % del Pb {plomo) rapido 2 % del Pb {plomo)
del Organismo <————————  del organismo
(vida media) (vida media)
dias 7-35 dias <

AL

Intercambio ~-
muy lento NG

Epifisis

de hueW

.

Figura 10. Distribucion del plomo, modelo de los tres compartimentos en el organismo humano.

(Rodriguez et al., 2016)

4.6.1.3 Eliminacién, metabolismo o biotransformacién

El plomo puede ser excretado por diferentes vias, son las principales y las de mayor
importancia toxicoldgica, la fecal y la renal. Por via fecal se elimina cerca del 85 %
del plomo no absorbido y por via renal se desecha un aproximado del 80% del plomo
absorbido. Otras vias de excrecion son el cabello, el sudor, la leche materna, la

descamacion de la piel y los dientes. Ver Figura 9.

El plomo tiene muy baja biotransformaciéon. El plomo no se metaboliza, solo se
absorbe, se distribuye, se acumula y se excreta de forma directa, sin embargo, el
fosfato de plomo (Il) sufre un proceso de transformacién escasa donde pasa a
fosfato de plomo (1V), ver Figura 9, el cual es menos soluble y por tanto se excreta
en menor proporcidon, lo que aumenta la concentracién y acumulacion en el

organismo (Rodriguez et al., 2016).
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Un adulto sano no expuesto al plomo ingiere diariamente de 0.3 a 0.5 mg de este
metal, el 80% del mismo es eliminado por el riidén. Si la ingesta es superior a 0.6
mg/dia el plomo se acumula y puede provocar una intoxicacion. Sin embargo, el
contenido medio de plomo en los productos alimenticios no parece ser causa de
alarma, pero debe proseguirse la accidn a largo plazo con el objetivo de continuar
reduciendo los contenidos medios de plomo en los productos alimenticios (Rubio et
al., 2004).

4.6.2 Toxicodinamia

El plomo tiene gran afinidad por los grupos sulfhidrilo, en especial por las enzimas
dependientes de zinc. El mecanismo de accion es complejo; en primer lugar el
plomo interfiere con el metabolismo del calcio, sobre todo cuando el metal esta en
concentraciones bajas, el plomo altera el calcio de las siguientes formas (Valdivia
Infantas, 2005).

a) Reemplaza al calcio y se comporta como un segundo mensajero intracelular,
alterando la distribucion del calcio en los compartimentos dentro de la célula.

b) Activa la proteinquinasa C, una enzima que depende del calcio y que
interviene en multiples procesos intracelulares.

c) Se une a la calmodulina mas avidamente que el calcio, ésta es una proteina
reguladora importante.

d) Inhibe la bomba de Na*-K*-ATPasa, lo que activa Ca>*ATPasa.

Finalmente esta alteracion a nivel del calcio trae consecuencias en la
neurotransmision y en el tono vascular lo que explica en parte la hipertension y la

neurotoxicidad (Valdivia Infantas, 2005).

Por otro lado, el plomo es téxico para las enzimas dependientes del zinc, los
organos mas sensibles a la toxicidad son el sistema hematopoyético, el sistema

nervioso central y el rifidn. Interfiere con la sintesis del hem, ya que se une a los
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grupos sulfhidrilos de las metaloenzimas como son la d-aminolevulinico
deshidratasa, coproporfirinbgeno oxidasa y la ferroquelatasa, siendo el resultado
final, el aumento de las protoprofirinas como la zinc-protoporfirina (ZPP) y la anemia
(Valdivia Infantas, 2005). Ver Figura 11.

Succinil-CoA

5-ALA

(Aumentando en sangre y orina)

Delta-ALA
Pb dehidratasa (enzima inhibida por el plomo)

_—>
Porfobilinégeno
Uroporfininégeno I
Coproporfininégeno Il
(Excrecion urinaria aumentada)
Protoporfinindgeno IX
Protoporfinina [X
(Aumentando en los eritrocitos)
Fe
Pb Ferroquelatasa
Mitocondrial (Enzima inhibida por el plomo)

Hem

Figura 11. Efectos del plomo en la sintesis del hem.

(Valdivia Infantas, 2005)

A nivel renal interfiere con la conversion de la previtamina D3 (colecalciferol) a su
forma activa (1,25-dihidroxicalciferol), hay inclusiones intranucleares en los tubulos
renales, produce una tubulopatia, que en estadios mas avanzados llega a atrofia
tubular y fibrosis sin compromiso glomerular, caracterizandose por una proteinuria
selectiva. En nifios se puede ver un sindrome semejante al de Fanconi, con
aminoaciduria, glucosuria, e hipofosfatemia, sobre todo en aquellos con

plumbemias altas (Valdivia Infantas, 2005).

Varias funciones del sistema nervioso central estan comprometidas, principalmente
porque el plomo altera en muchos pasos el metabolismo y funcién del calcio como

explicamos previamente. El plomo se acumula en el espacio endoneural de los
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nervios periféricos causando edema, aumento de la presion en dicho espacio y

finalmente dano axonal.

El plomo depositado en el hueso es importante por tres razones:

a)

4.6.3

En el hueso se realiza la medicidon mas significativa de exposicion acumulada
al plomo. Actualmente en Estados Unidos y México se usan los rayos X
fluorescentes que permiten la medicion de plomo en el hueso (tibia), como
un indicador de exposicidn y acumulacion, en muchos casos ayuda mas que
una prueba de plumbemia y/o una protoporfirina-zinc (ZPP), la concentracién
de plomo en la tibia correlaciona muy bien con la exposicion acumulativa al
plomo, es un método no invasivo e indoloro que por su alto costo soélo se usa

con fines de investigacion.

El hueso es reservorio del plomo (95% del plomo corporal total esta en el
tejido 6seo) y puede aumentar en sangre cuando existan procesos
fisiolégicos o patoldgicos que provoquen resorcion ésea como embarazo,

lactancia, hipertiroidismo, inmovilizacién, sepsis.

También es 6rgano blanco, ya que el plomo altera el desarrollo éseo (Valdivia
Infantas, 2005).

Manifestaciones clinicas

La concentracién de plomo en la sangre promueve manifestaciones clinicas

particulares donde la progresién de dafios en los infantes inicia con concentraciones

menores que en adultos.

La toxicidad aguda se manifiesta con insuficiencia renal, encefalopatia y sintomas

gastrointestinales; en la toxicidad crénica, que es mas frecuente, se comprometen

los sistemas hematopoyético, nervioso, gastrointestinal y reproductor. Diversos

30



pacientes refieren dolor abdominal (cdlico saturninico), astenia, irritabilidad vy
estrefiimiento; en algunos casos se puede observar el ribete de Burton o linea de
sulfuro y, en una situacién de alta exposicion, puede ocurrir polineuropatia periférica
que afecte los miembros superiores, entre otros, varios de los sintomas y signos se

muestran en la Tabla 4., (Azcona et al., 2015).

Tabla 4. Manifestaciones clinicas de intoxicacién por plomo.

Sistema Toxicidad

Fatiga , malestar

Irritabilidad, animo deprimido

Disminucion la libido

Alteracion de la funcién neuropsicolégica

Cefalea

Tremor

Encefalopatia (delirio, ataxia, convulsion, estupor,
coma)

Sistema nervioso periférico  Debilidad motora

Sistema nervioso central

Gastrointestinal Anorexia
Nausea
Constipacion
Pérdida de peso
Dolor abdominal (Saturnismo)
Ribete de Burton
Sangre (hem) Anemia (hipocrémica; microcitica o normocitica)
Punteado basofilo
Renal Insuficiencia renal crénica

Nefritis intersticial
Proteinuria leve

Reumatoldgico Mialgias, artralgias
Gota

Cardiovascular Hipertension

Reproductivo Oligospermia

(Valdivia Infantas, 2005)

En nifos de 3 a 5 afos de edad se ha reportado que se generan problemas

emocionales, de conducta y aprendizaje, mismos que pueden perdurar hasta la
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etapa adulta en donde se observan otras afectaciones como depresion, falta de
libido, disminucion del desempefio cognitivo e irritabilidad. Existen ademas
complicaciones que pueden presentarse durante el embarazo en madres con
plumbemia como preeclampsia y anormalidades en el recién nacido (Azcona et al.,
2015).

4.6.4 Concentracion de plomo en sangre

El plomo en sangre se correlaciona directamente con las manifestaciones clinicas,
la encefalopatia plumbica ocurre con plumbemias mayores de 80 ug/dL, el deterioro
cognitivo con 50 ug/dL, la nefropatia con 40 ug/dL, la neuropatia periférica con 20
Mg/dL, y la anemia se ha reportado con valores tan bajos como 10 pg/dL y hasta tan

altos como 40 pg/dL.

Nifios ﬂ.‘ Concentracién de plomo en sangre » Adultos
(ng Pb/dL) ﬂ

Muerte -—

.@. - Encefalopatia

Encefalopatia = — Anemia franca
MNefropatia -
anemia severa -

. i == ¥ Esperanza de vida

Colicos abdominales -

Sintesis de hemoglobina

Neuropatia periférica
Sintesis de hemoglobina ¥ = [0 | —  Infertilidad (hombres)
Nefropatia

:

Metabolismo de la VitaminaD T = [ 35 = A Presién sistélica (hombres)
Y Capacidad auditiva
-
Velocidad de conduccion
en los nervios Y =1 2 Aborto y qtros efectos
reproductivos
Protoporfirina eritrocitaria A —= A Protoporfirina eritrocitaria
Neurotdxico -— y Funcion renal
Qy 10 | - ) IR
Capacidad auditiva T = A Hipertencién (?)
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Transferencia placentaria .
L Aumenta la funcién Y Disminuye la funcién

Figura 12. Plumbemia y manifestaciones clinicas.

(Valdivia Infantas, 2005)
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Se ha reportado deterioro intelectual en nifios (Canfield et al., 2003) y retardo de la
pubertad en nifias con valores debajo de 10 pg/ dL e hipertension e insuficiencia
renal en adultos con valores tan bajos de entre 4 a 6 ug/dL (Vupputuri et al., 2009),
(Lin, Tan, Hsu, & Yu, 2001). El Centro de Prevencién y Control de Enfermedades
de Estados Unidos recomienda intervencion médica con niveles mayores de 10
pg/dL y 25 ug/dL en nifios y adultos respectivamente. Segun la Occupational Safety
and Health (OSHA) con valores mayores a 40 pg/dL un adulto debe alejarse del
trabajo (Valdivia Infantas, 2005). En la Figura 12 se muestran las plumbemias y su

correlacion clinica.

4.7 Espectrofotometria de absorcién atémica

La espectrofotometria de absorcion atdmica es una técnica analitica para la
determinacion cuantitativa o cualitativa de un elemento en una muestra. Esta
basada en la absorcion de la radiacion de energia por los atomos libres, tiene como
fundamento la absorcion de radiacion de una longitud de onda determinada. Esta
radiacion es absorbida selectivamente por atomos que tengan niveles energéticos
cuya diferencia en energia corresponda en valor a la energia de los fotones
incidentes. La cantidad de fotones absorbidos, esta determinada por la ley de Beer,
que relaciona esta pérdida de poder radiante, con la concentracién de la especie
absorbente y con el espesor de la celda que contiene los atomos absorbedores
(Rocha Castro, 2000).

Para entender mas la técnica, es necesario iniciar con el estudio del atomo. El atomo
esta compuesto de un nucleo rodeado de electrones. Cada elemento tiene un
numero especifico de electrones, mismos que ocupan orbitales definidos. El estado
de energia mas bajo corresponde a la configuracién electronica del atomo conocida
como estado basal o fundamental. Si se aplica la energia correcta a un atomo, dicha
energia sera absorbida por el atomo y un electron externo sera promovido a un
estado menos estable o estado excitado, como se muestra en la Figura 13. Como

este estado es inestable, el atomo inmediata y espontaneamente retomara a su

33



posicion estable y sera emitida una energia radiante equivalente a la cantidad de
energia absorbida inicialmente en el proceso de excitacion (Skoog, West, Holler, &
Crouch, 2010).

Si luz de una determinada longitud de onda incide sobre un atomo libre en estado
fundamental, el atomo puede absorber energia y pasar al estado excitado en un
proceso conocido como absorcion atdmica. La propiedad de un atomo de absorber
luz de una longitud de onda especifica, es utilizada en espectrofotometria de

absorcién atébmica (Harris, 2012).

hy

n=
n«

. > @\
N=ZAN=

Estado fundamental Estado excitado

Figura 13. Proceso de absorcién atomica

(Skoog et al., 2010)

La cantidad de medida de interés en absorcion atémica, es la medida de la luz a
cierta longitud de onda, la cual es absorbida cuando la luz pasa a través de una
nube de atomos. Cuando el numero de atomos en la trayectoria de la luz
incrementa, la cantidad de la luz absorbida incrementa en una forma predecible.
Midiendo la cantidad de la luz absorbida, puede realizarse una determinacion
cuantitativa de la cantidad del elemento presente. El uso de fuentes de luz
especiales y una cuidadosa seleccion de longitud de onda permite la determinacion
cuantitativa de los elementos individuales en la presencia de otros. La nube de
atomos requerida para mediciones de absorcion atdmica es producida
proporcionando la energia térmica suficiente para la disociacién de los compuestos
quimicos en atomos libres. Aspirando una soluciéon de la muestra en una flama

alineada en el haz de luz sirve para este propédsito. Bajo las condiciones propias de
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la flama, la mayoria de los atomos permaneceran en estado fundamental y seran
capaces de absorber la luz a la longitud de onda analitica de una fuente de luz. La
velocidad y facilidad a la cual puede hacerse una determinacién precisa y exacta
con ésta técnica, hace que la absorcion atdmica sea uno de los métodos mas

populares para la determinacién de metales (Harris, 2012).

La luz a la longitud de onda especifica con intensidad inicial, lo, es enfocada a la
flama que contiene atomos en estado basal. La intensidad de la luz inicial es
disminuida por una cantidad determinada de concentracién de atomos en la flama.
La luz es dirigida a un detector donde la intensidad reducida, |, es medida. La
cantidad de luz absorbida es determinada por comparar | e lo (Harris, 2012). Ver

Figura 14.

lo il
A :
- - -/
Mo P My
[

Lampara fuente i Monocromador Detector

Figura 14. Proceso del andlisis cuantitativo por absorcion atémica.

(Navarro Frometa, 2013)

La absorbancia es el término mas conveniente para caracterizar la luz absorbida en
la espectrofotometria de absorcion, pues esta cantidad tiene una relacion lineal con

la concentracion:

La absorbancia A, es una cantidad puramente matematica

A =log (IO/I)

La ley de Beer define esta relacion:
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A = abc
Donde:
A, es la absorbancia.
a, es el coeficiente de absorcion, una caracteristica de las especies absorbentes a
una longitud de onda especifica.
b, es la longitud del paso de luz ocupado por la celda de absorcion.

c, es la concentracion de las especies que absorben en la celda de absorcion.

Esta ecuacién simplemente establece que la absorbancia es directamente
proporcional a la concentracidn de la especie absorbente para un conjunto dado de

condiciones instrumentales (Skoog et al., 2010).

Cuando la absorbancia de las soluciones patrén conteniendo concentraciones
conocidas del analito se mide y se grafican los resultados de las absorbancias con
respecto a la concentracion, se establece una relacion de calibracion. En la region
en la cual se observa la relacion de la Ley de Beer, la calibracion produce una linea
recta (Skoog, et al., 2010).

Después de que se establece la calibracién, se puede medir la absorbancia de las
soluciones de concentracion desconocida y su concentracion directamente a la

curva de calibracion (Harris, 2012).

4.7.1 Componentes de un espectrofotometro de absorcion atémica

Los componentes instrumentales de un equipo de espectrofotometria de absorcién

atomica deben tener lo siguiente:

a. Una fuente de radiacién que emita una linea especifica correspondiente a la
necesaria para efectuar una transicion en los atomos del elemento analizado.

La fuente mas ampliamente utilizada es la lampara de catodo hueco. Estas
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lamparas estan disefiadas para emitir el espectro atdmico de un elemento en

particular. La lampara se selecciona dependiendo del elemento a determinar.

Un nebulizador, que por aspiracion de la muestra liquida, forme pequenas

gotas para una atomizacion mas eficiente.

Un quemador, en el cual por efecto de la temperatura alcanzada en la
combustidon y por la reaccién de combustibn misma, se favorezca la
formacion de atomos en estado fundamental a partir de los componentes en

solucion.

Un sistema optico que separe la radiacion de longitud de onda de interés, de

todas las demas radiaciones que entran a dicho sistema.

Un detector o transductor, que sea capaz de transformar, en relacion
proporcional, las sefales de intensidad de radiacion electromagnética, en

sefales eléctricas o de intensidad de corriente.

Un amplificador o sistema electronico, que como su nombre lo indica
amplifica la senal eléctrica producida, para que en el siguiente paso pueda

ser procesada con circuitos y sistemas electronicos comunes.

Por ultimo, un sistema de lectura en el cual la sefial de intensidad de
corriente, sea convertida a una sefal que el operario pueda interpretar
(ejemplo: transmitancia o absorbancia). Este sistema de lectura, puede ser
una escala de aguja, una escala de digitos, un graficador, una serie de datos
que pueden ser procesados a su vez por una computadora, etc (Rocha
Castro, 2000), (Skoog et al.,, 2010). La Figura 15 muestra un esquema
general los componentes principales de un espectrofotometro de absorcion

atoémica de flama.
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Figura 15. Componentes principales del Espectrofotdmetro de Absorcion Atdmica

(Moure Pelaez, Pérez Martos, Gonzalez Duran, Mufioz Roman, & Hublard Nogueras, 2003)

4.7.2 Absorciéon atdbmica de flama

La muestra en forma liquida es aspirada a través de un tubo capilar y conducida a
un nebulizador donde ésta se desintegra mediante el flujo de oxidante gaseoso
mezclado con un combustible también gaseoso y forma un rocio o pequefias gotas
de liquido. Las gotas formadas son conducidas a una flama, donde se produce una
serie de eventos que originan la formacion de atomos. Estos atomos absorben
cualitativamente la radiacion emitida por la lampara y la cantidad de radiaciéon

absorbida esta en funciéon de su concentracion.

La senal de la lampara una vez que pasa por la flama llega al monocromador, que
tiene como finalidad el discriminar todas las senales que acompanan la linea de
interés. Esta sefial de radiacion electromagnética llega a un detector o transductor

y pasa a un amplificador y por ultimo a un sistema de lectura (Rocha Castro, 2000).

Puesto que la energia térmica de la llama es responsable de producir las especies
absorbentes, la temperatura de la flama es un parametro importante que rige el

proceso de la flama. Las temperaturas para algunas flamas que se han utilizado en
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la absorcién atomica se incluyen en la Tabla 5. Las dos flamas mas utilizadas para
la absorcion atdmica son aire-acetileno es satisfactoria para la mayoria de los
elementos determinados por absorcion atdmica, la flama mas caliente de 6xido
nitroso-acetileno es necesaria para muchos elementos refractarios que forman
(Richard, B. 2000).

Tabla 5. Temperaturas de flama

Oxidante-combustible °C
Aire-metano 1850-1900
Gas natural-aire 1700-1900
Aire-hidrogeno 2000-2050
Aire-acetileno 2125-2400
Oxido nitroso-acetileno 2600-2800

(Harris, 2012)

4.7.3 Aplicaciones

La espectrofotometria de absorcion atémica resulta util en diversos campos para el
analisis de muestras que se encuentren en disolucidén o que mediante un método u

otro puedan llegar a disolverse.

De gran importancia resulta la aplicacion de esta técnica en estudios
medioambientales, en la determinacién de sustancias contaminantes a nivel de
trazas, en particular de metales pesados. Se aplica esta técnica a los campos de
analisis de agua, industria farmacéutica, bioquimica y toxicologia, metalurgia,
edafologia, industria alimentaria, piensos animales, fertilizantes, productos
petroliferos, plasticos y fibras sintéticas, rocas y suelos, mineria, vidrios y productos

ceramicos, cementos etc.
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5 METODOLOGIA

5.1 DISENO EXPERIMENTAL

I PRIMERA FASE i

Ocho propéleos recolectados en Mexico
T i
\ r{ LT R
) / NN
L_, d Y Cuautitén Viladel Tialpujzhuae
\q\\\ SOk \ lzcalli Carbon Senguio
G ™
N\
Guanajuato
K
. . L T : SanJosé [ Tianguismanalco || Tianguismanalco
Propéleoen Michoacin "5 lubide || 2010-201t Tiacotalpan
grefia Estado de México

Extractos etandlicos de propéleo (EEP)

SEGUNDA FASE

EEP con HNO; HCly HCIO, en tubos
Kjeldahl

Temperatura de 100°C hasta la
desaparicién de humos

TERCERA FASE

e 2

Con nitrato de plomo (Pb(NO,),) se preparé -
un estandar [20 ppm] con HNO, al 60%. *
-

——

Curvade calibracién: 0.0 a 2.0 ppm.

Espectrofotémetro de absorcién atémica Varian®, modelo SpectrAA-600.

Figura 16. Representacion de las actividades realizadas en la fase experimental de esta
investigacion.

5.2 Muestras de propdleos

Las muestras de ocho propdleo fueron recolectadas por apicultores de los diferentes

apiarios de la Republica Mexicana (Figura 16). Las muestras se conservaron en
bolsas de plastico a 4°C.
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Figura 17. Ubicacién geografica de recoleccion de propoéleos.

Se utilizaron 3 muestras del Estado de México (FES Cuautitlan, Villa del Carbén, El

Oro), 2 de Puebla

(Tianguismanalco,

de diferente cosecha),

Michoacan

(Tlalpujahua-Senguio), Guanajuato (San José lturbide) y Veracruz (Tlacotalpan). En

la Tabla 6, se muestra la fecha de recoleccion y ubicacion de los apiarios

estudiados.

Tabla 6. Fecha de recoleccion y ubicacion de los apiarios

Fecha de Ubicacién geografica
Lugar de origen _
Recoleccioén Coordenadas
Cuautitlan Abril Latitud norte: 19° 40" 50"
[zcalli 2013 Longitud occidental: 99° 12' 25"
Altitud 2260 msnm
El Oro Septiembre  Latitud norte: 19° 51' 34"
Estado de México 2013 Longitud oeste: 100° 08' 49"
Altitud 3200 msnm
Villa del Septiembre  Latitud norte: 19° 54' 24"
Carbén 2012 Longitud oeste: 99° 39' 07"

Altitud 2600 msnm
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Tabla 6. Continuacion

_ Fechade Ubicacion geogréfica
Lugar de origen _
Recoleccion Coordenadas
Puebla Tianguismanalco  2010-2011  Entre los paralelos latitud norte:
18° 56'y 19° 04'; y los
Tianguismanalco NO\Z/iSEbre meridianos longitud oeste: 98°
24'y 98° 35'
Altitud entre 1940 y 2220 msnm
Michoacéan Tlalpujahua- Mayo Latitud norte:19° 18' a 19° 45
Senguio 2013 Longitud oeste:100° 08' a 100°
24"
Altitud 2500 msnm
Guanajuato San José Abril Latitud norte: 21° 07'; sur: 20° 53'
lturbide 2013 Longitud este: 100° 14'; oeste:
100° 32'
Altitud 2100 msnm
Veracruz Tlacotalpan No;ig(r)r;bre Latitud norte: 18° 36' 47"

Longitud oeste: 95° 39' 23"
Altitud: 10 msnm

5.2.1 Acondicionamiento de las muestras

Las muestras se acondicionaron eliminando las impurezas visibles en el propéleo,

tales como virutas de madera, restos de abeja, de pintura, y vegetales, entre otros.

Posteriormente se refrigeré para su adecuada conservacion a 4°C, ya que a bajas

temperaturas el propdleo se vuelve rigido y se logra fraccionar en trozos mediante

la molienda en un mortero de porcelana, después de la molienda debe conservarse

nuevamente en refrigeracion, protegidas de la luz en recipientes color ambar y bien

cerrados hasta el momento de realizar los extractos.

42



5.2.2 Preparacion de los extractos etanélicos (EEP)

Para obtener los extractos etandlicos se pesaron 50 g de cada muestra de propéleo
en bruto se extrajo utilizando un proceso de maceracion con etanol al 70% en una
proporcion 3:1 por un periodo de 72 horas. Posteriormente se separé por filtracion
y el extracto resultante se concentrd a presidn reducida, en rotavapor y se dejo por
un periodo de 2-3 dias a sequedad utilizando una bomba de vacio. ElI material
restante se colocé en un frasco ambar y se mantuvo en refrigeracion para las

determinaciones posteriores.

5.3 Determinacion del contenido de plomo

Para la determinacion del contenido de plomo de los ocho extractos etandlicos, la
metodologia se desarrolla de acuerdo a la técnica descrita por Gonzalez. A (1997),

con modificaciones.

5.3.1 Preparacién de la curva de calibracion

Este procedimiento se realizé en el Laboratorio de Quimica Analitica ubicado en la

Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, Campo 1.

5.3.1.1 Solucién patron de referencia

Se prepardé una solucion patrén de referencia de plomo por triplicado con una
concentracion de 20.0 ppm de plomo, a partir de nitrato de plomo grado reactivo
analitico, acido nitrico al 60% (v/v) y agua destilada como diluyente. A partir de cada
solucion patrén de referencia se prepard una curva de calibracion de plomo que se

construyo en un intervalo de concentraciones de 0.0, 0.1, 0.2, 0.8, 1.2, 1.6 y 2.0
ppm.
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Se pesaron aproximadamente y con exactitud 32.0 mg de nitrato de plomo
(equivalente a 20.0 mg de plomo) y posteriormente se transfiri6 a un matraz
volumétrico de 10 mL, se adicion6 5.0 mL de acido nitrico al 60%, se agité hasta su
completa disolucion y posteriormente se llevd a volumen de aforo con agua
destilada. De ésta solucion se tomd una alicuota de 100.0 uL con una micropipeta
de volumen variable 10/100 yL y se depositaron en un matraz volumétrico de 10 mL

y se llevé al aforo con el mismo diluyente. Concentracién aproximada de plomo 20.0

ppm.

5.3.1.2 Preparacion de estandares a cada intervalo de concentracion.

A partir de la solucion patrén de referencia de plomo, se transfieren a matraces
volumétricos debidamente identificados, las alicuotas correspondientes para cada
concentracion sefalada en la Tabla 7, las alicuotas se toman con micropipetas de
volumen variable 10/100 uL y 100/1000 pL, se adicionan 2.5 ml de acido nitrico

concentrado y se llevaron a volumen con agua destilada.

Tabla 7. Estandares a cada intervalo de concentracion.

Patron de Acido nitrico Volumen de
Plomo
referencia concentrado aforo
(ppm)
(uL) (mL) (mL)
Blanco 0 0.0 25 10
Estandar 1 50 0.1 2.5 10
Estandar 2 100 0.2 2.5 10
Estandar 3 400 0.8 2.5 10
Estandar 4 600 1.2 2.5 10
Estandar 5 800 1.6 2.5 10
Estandar 6 1000 2.0 2.5 10

Posteriormente, se leen las soluciones de referencia de plomo en el

espectrofotometro de absorcion atémica con la finalidad de verificar que la curva de
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calibracion obtenida cuantifique correctamente el analito. Criterio de aceptacion:

Coeficiente de correlacion lineal R2 = 0.9800.

5.3.2 Preparacion de las muestras

Este procedimiento se realiz6 en el laboratorio de Quimica Experimental ubicado en
la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, Campo 1. Bajo la direccion de la M.

E. Victoria O. Hernandez Palacios.

Se pesaron 500 mg de cada EEP y se transfirieron a matraces Kjendahl de 100 mL,
se afadieron 3 mL de acido nitrico concentrado, 3 mL de acido perclorico
concentrado y 3 mL de acido clorhidrico concentrado. Posteriormente se colocaron
en un digestor a una temperatura de 100 °C hasta la desaparicién de humos rojos.
Este proceso se repitié tantas veces como fue necesario, hasta conseguir un
precipitado totalmente blanco. Posteriormente el precipitado se redisolviéo en 5 mL
de acido nitrico concentrado y se transfirié a un matraz aforado de 20 mL, se lavaron
tres veces cada matraz Kjendahl con 3 mL de agua destilada y se transfirieron al
mismo matraz aforado, posteriormente se llevaron al aforo. Se dejaron reposar las

soluciones para determinar los niveles de plomo.

Simultaneamente se preparo un blanco de la muestra con agua destilada, usando

los mismos reactivos bajo las mismas condiciones.

5.3.3 Determinacion de plomo en las muestras de extractos etandlicos de
propéleo

Este procedimiento se realiz6 en el Laboratorio de Quimica Analitica ubicado en la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, Campo 1. Bajo la responsabilidad del

Dr. Julio César Botello Pozos.
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Se utilizd un espectrofotdmetro de absorcidén atdomica con atomizacion
electrotérmica Varian®, modelo SpectrAA-600, software SpectrAA-220, con
lampara de catodo hueco monoelemental de plomo Varian® bajo las siguientes

condiciones instrumentales:

- Longitud de onda =217 nm.
- Pasodelaluz: 1.0 nm

- Flama utilizada: Aire/Acetileno

A continuacioén se optimizo el equipo, alineando la ldampara y ajustando el quemador
tanto en sentido vertical, horizontal y transversal. Se encendio la flama y se espero
hasta que el quemador alcanzara un equilibrio térmico de acuerdo a las
especificaciones del manual de operacion del equipo, posteriormente se ajusté el
equipo a cero con la solucion blanco. Después se procedié a leer los estandares en
orden creciente de concentracion. Trazar una grafica de concentracion (x) vs
respuesta (y), e incluir en ella la ecuacién, la linea de ajuste y el coeficiente de
determinacion. Se leen las muestras y se calcula la concentracion utilizando la

ecuacion de regresion en la grafica.
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6 RESULTADOS

6.1 Caracteristicas organolépticas generales de los extractos

etandlicos (EEP) obtenidos.

La coloracion de los extractos fue del color de ambar claro a café (Figura 18); la
intensidad de color esta intimamente relacionada con el contenido de los

compuestos bioactivos (Rodriguez Peréz, 2015).

Cuautitlan Willa del El Tialpujahua-
fzcalli carbon Oro Senguio

San Jose Tianguismanaico | | Tianguismanakco
Iturbide 2010=-201 2012 Thaccialpan

Figura 18.Color y consistencia a 20°C de los ocho extractos etandlicos de propdleo.

El aroma que presentaron fue resinoso en los extractos de Villa del carbén (Estado
de México), ambas muestras de Tianguismanalco (Puebla), San José Iturbide
(Guanajuato), y Tlacotalpan (Veracruz), el resto presenté un aroma balsamico y un
sabor amargo en todos los casos, debido a su origen botanico. (Bedascarrasbure et
al., 2006). La consistencia en la mayoria de las muestras fue suave y maleable a
temperatura ambiente. La Tabla 8 muestra las caracteristicas organolépticas

generales realizadas a los ocho extractos etandlicos de propoleos.
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Tabla 8. Caracteristicas organolépticas generales de los extractos etandlicos de prop6leos

Lugar de origen Color Olor Sabor Consistencia
Cuautitlan Izcalli  Café claro  Aromatico ~ Amargo Maleable
Café con
Estado de _
o El Oro tonos Aromatico  Amargo Maleable
Meéxico
amarillentos
Café _
Villa del Carbdn ] Resinoso ~ Amargo Maleable
marrén
Tianguismanalco Café Resinoso  Amargo Maleable
2010-2011
Puebla .
Tianguismanalco Cafe i
g Resinoso Amargo Maleable
2012 marron
Michoacan Tlalpujahua- Marrén Aromatico  Amargo Maleable
Senguio
Café con
) tonos ]
Guanajuato ggn José Iturbide . Resinoso  Amargo Maleable
ligeramente
marron
Veracruz Tlacotalpan Ambar claro  Resinoso Amargo  Muy maleable

6.2 Determinacion del contenido de plomo por espectrofotometria de

absorcion atbmica

Para la determinacion de plomo, se analizaron las muestras por medio de

espectrofotometria de absorcién atdmica a través de una curva de calibracion de
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plomo realizada por triplicado en un intervalo de concentraciones de 0.0, 0.1, 0.2,
0.8,1.2,1.6y 2.0 ppm.

Los resultados obtenidos de cada curva de calibracion se muestran a continuacion
en Tabla 9.

Tabla 9. Resultados de curva de calibracion

Plomo
Sistema Absorbancia
(ppm)

Blanco 12 0 0.0000

Blanco 2 0 -0.0001

Blanco 3¢ 0 0.0000
Estandar 12 0.1 0.0127
Estandar 1° 0.1 0.0116
Estandar 1¢ 0.1 0.0119
Estandar 22 0.2 0.0203
Estandar 2P 0.2 0.0139
Estandar 2¢ 0.2 0.0168
Estandar 32 0.8 0.0875
Estandar 3° 0.8 0.0819
Estandar 3¢ 0.8 0.0860
Estandar 42 1.2 0.1104
Estandar 4° 1.2 0.1069
Estandar 4¢ 1.2 0.1094
Estandar 52 1.7 0.1392
Estandar 5° 1.6 0.1372
Estandar 5¢ 1.6 0.1371
Estandar 62 2.1 0.1719
Estandar 6° 2.0 0.1475
Estandar 6¢ 2.0 0.1594

a: curva de calibracion 1; b: curva de calibracion 2; c: curva de calibracion 3.

La Tabla 10 muestra los promedios de concentracion de plomo y absorbancia para
graficar la curva de calibracion de concentracion de plomo en ppm (x) vs

absorbancia (y).
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Tabla 10. Curva de calibracion promedio de plomo

Concentracion '
Absorbancia

Sistema promedio _
Plomo ppm promedio
Blanco 0 0.0000
Estandar 1 0.1 0.0121
Estandar 2 0.2 0.0170
Estandar 3 0.8 0.0851
Estandar 4 1.2 0.1089
Estandar 5 1.6 0.1378
Estandar 6 2.0 0.1594

En la Figura 19, se muestra la curva de calibracién de plomo obtenida. Se muestra
una respuesta lineal con un coeficiente de correlacion R?=0.9849 el cual cumple con
el criterio de aceptacién establecido de acuerdo a la Guia de validacion de métodos
analiticos. Se determind el valor promedio de la ordenada al origen y de la pendiente

los cuales fueron +0.0054 y 0.0809 respectivamente.
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Figura 19. Curva de calibracion de plomo.

Con la ecuacion de la linea recta obtenida y las lecturas de las muestras
correspondientes se determinaron las concentraciones de plomo en los extractos
etandlicos como se muestra en la Tabla 11. Los resultados de esta evaluacion
fueron bastante favorables, al encontrar que ninguna de las muestras analizadas
presentan niveles superiores a los permitidos de 0.2 ppm establecidos por normas
internacionales (Bedascarrasbure et al., 2006). Seis de las ocho muestras

mostraron niveles no detectables de plomo.
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Tabla 11. Concentracién de plomo en extractos etanélicos de propéleo

Lugar de origen de los propodleos M1 M2 M3 Promedio Ppm DS
Cuautitlan Izcalli 0.0065 0.0061 0.0066 0.0064 0.01 0.0002
Estado de México Villa del Carbdn 0.0138 0.0141 0.0150 0.0143 0.11* 0.0005
El Oro 0.0048 0.0059 0.0050 0.0052 0.00 0.0005
Tianguismanalco i
2010-2011 0.0156 0.0170 0.0149 0.0158 0.13 0.0009
Puebla
T'ang‘JZ'STZa”a'CO 0.0110  0.0093  0.0109 0.0104 0.06  0.0008
Michoacan T'g'p‘”ah”a' 0.0063 00067 00065 00065 001  0.0002
enguio
Guanajuato San José lturbide 0.0053 0.0068 0.0071 0.0064 0.01 0.0008
Veracruz Tlacotalpan 0.0089 0.0102 0.0094 0.0095 0.05 0.0005

*Muestras con mayor cantidad de plomo sin rebasar el limite establecido de 0.2 ppm.



7 DISCUSION

El objetivo general de este trabajo fue determinar el contenido de plomo en ocho
extractos etandlicos de propdleos de diferentes regiones de México mediante

espectrofotometria de absorcion atomica.

En la determinacion de las propiedades organolépticas de las muestras de propdleo
constituye una parte importante del conjunto de estudios del control de calidad
requeridos para este producto por las normas internacionales. El analisis de la
determinacion del color, olor y sabor esta directamente relacionados con la flora
dominante de la zona de recoleccion, asi como también la fecha de recoleccion
(Rodriguez Peréz, 2015).

En siete de las ocho muestras (87.5%), Cuautitlan lzcalli, Villa del Carbon y EI Oro
(Estado de México), Tianguismanalco (Puebla) ambas cosechas, Tlalpujahua-
Senguio (Michoacan) y San José lturbide (Guanajuato) el color predominante fue el
marron a café, esto corresponde al tipo de vegetacidén que caracteriza a la zona del
Altiplano. Con un menor porcentaje (12.5%) corresponde a Tlacotalpan (Veracruz)
con un color ambar claro esto se debe a tipo de vegetacion predominante de la zona
Golfo.

Las muestras analizadas no presentaron concentraciones >0.2 ppm, que es el limite
establecido por la normatividad internacional de paises como Brasil, Argentina y

Japon, para extractos de propdleos.

Al llevar a cabo la cuantificacion se encontré que los propdleos con mayor con
mayor cantidad de plomo fueron Tianguismanalco, Puebla cosecha 2010-2011 con
un valor de 0.13 ppm y Villa del Carbon, Estado de México con un valor de 0.11 ppm
sobre los propdleos de Tlalpujahua-Senguio, Michoacan, San José lIturbide,

Guanajuato y Cuautitlan Izcalli, Estado de México con valores bajos de 0.01 ppm 'y
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no detectable para El Oro, Estado de México con 0.00 ppm de plomo, (Tabla 11).
Esto puede ser atribuido a una posible contaminacién medioambiental originada por
la actividad humana alrededor de los apiarios a través de diferentes fuentes, como
el aire, el agua, las plantas y el suelo. Es probable que los apiarios estén ubicados
cerca de carreteras y puedan incorporar mayores concentraciones de plomo en sus
productos que los apiarios silvestres, lo cual ha sido utilizado como evidencia de
contaminaciéon ambiental, debido a que los metales pesados se acumulan

diferencialmente en distintos érganos vegetales.

En la literatura hay estudios que indican que la contaminacion del medio ambiente,
produce un aumento de residuos sobre el cuerpo de las abejas, ya que al estar
cubierta de finos pelos en todo su cuerpo retienen particulas de éste metal. Esto
trae como consecuencia dafos en la colmena y la contaminacién de sus productos
(Dario Pierini, 2014).

Otra fuente de contaminacion externa importante de los propodleos reside en la
manipulacion humana, principalmente en los métodos de recoleccion utilizados para
su extraccion. El método de raspado posee una serie de inconvenientes tales como
una mayor probabilidad de contaminar el producto final debido a la presencia de

pintura a base de plomo que se aplica a algunas colmenas.

Un estudio realizado por Sales et al. (2006) evaluaron el efecto de diferentes
métodos de recoleccién de propdleos en su contenido de plomo. Los resultados
obtenidos demuestran que el contenido de plomo es mayor, empleando el método
de raspado, mientras que el propdleo recolectado por el método de mallas presenta

niveles mas bajos de éste metal.

En el caso del apiario de FES Cuautitlan la presencia de plomo fue practicamente
indetectable a pesar de encontrase localizado en una zona urbana, se tienen

controladas las variables de contaminacién en la colmena.
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8 CONCLUSIONES

Las muestras analizadas no presentaron concentraciones > 0.2 ppm, que es el
limite establecido por la normatividad internacional, como la norma de calidad

argentina IRAM-INTA 15935-2, para extractos de propéleos.

El método de la espectrofotometria de absorciéon atémica es de mucha utilidad para
la analisis de plomo no solo en propdleos sino en los demas productos apicolas al
permitir detectar y cuantificar la presencia de metales pesados a nivel de trazas y
garantizar productos seguros para la salud de los consumidores, sobre todo la
investigaciéon de plomo resulta ser un tema de continuo interés, por los riesgos

téxicos que implica este metal en el ser humano.

El método de recoleccion de mallas plasticas es el mas recomendado que el método
de raspado para obtener propdleos inocuos y seguros, con menor contenido de

plomo.

La ubicacion geografica de apiarios en zonas urbanas o cercas de zonas
industrializadas, puede incidir en la presencia de este contaminante en los

productos apicolas.

Actualmente no se cuenta con una normatividad nacional para el control de

contaminantes en productos apicolas como el propdleo.

Por lo cual y dado los resultados obtenidos esta investigacién es antecedente como
una opcién y aporte para poder definir parametros de evaluacion de los propdéleos

mexicanos e incluir esta prueba en la Normatividad Mexicana.
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9 PROSPECTIVAS

Es importante validar la técnica utilizada en este estudio ampliando el numero de

muestras en la Republica Mexicana permitiendo determinar la presencia de plomo.

Realizar la difusion a los apicultores, que llevar un control calidad de los productos
de la colmena esta directamente relacionada con los métodos de recoleccion,
conservacion y almacenamiento, para que puedan competir en el mercado nacional

e internacional.

Proponer éste parametro de evaluacion a laboratorios destinados al control e
investigaciéon de productos apicolas, entre los cuales destaca el Laboratorio de
Analisis de Propodleos de la Unidad de Investigacion Multidisciplinaria (UIM) de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, como un aporte que permita garantizar

la seguridad de los propoleos.
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