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RESUMEN

Introduccidn: existen distintos métodos para la obtencién de soluciones concen-
tradas de propdleos, utilizados por diferentes autores tanto en el 4mbito nacional
como internacional. En este trabajo se propone una variante del método Pichansky
que consiste en una secuencia de pasos de extraccién/filtracién, para optimizar el
proceso de obtencidn de soluciones alcohélicas concentradas de propéleos en el
Centro de Inmunologia y Biopreparados de Holguin. Objetivo: optimizar el proceso
de obtencidn de las soluciones alcohdlicas concentradas de propéleos que contribuya
a eliminar contaminantes disueltos y elevar la calidad del producto final. Materiales
y métodos: para la obtencién de las soluciones se emplearon tres lotes experimen-
tales y se realizaron tres extracciones alcohdlicas sucesivas con filtraciones interme-
dias a temperatura controlada. Los pardmetros de calidad se determinaron segin
procedimientos del Sistema de Gestién implantado, realizdndose una comparacién
entre los lotes experimentales y los lotes elaborados posteriormente en el proceso de
producci6n utilizando la misma variante del método de extraccion. La informacién
se procesé estadisticamente mediante un anlisis de medias con el software Medcal.
Resultados: en los resultados se obtuvieron valores dptimos de concentracién de
solidos totales superior al 30% para todos los lotes ensayados de las soluciones
concentradas, las propiedades organolépticas se encuentran dentro de los estandares

de calidad establecidos. Conclusiones: se logré optimizar el proceso de obtencion de
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la solucién concentrada de propéleos manteniendo la conformidad del producto,
logréndose un mejor agotamiento de la materia prima, teniendo en cuenta la incor-
poracién de un tercer paso en el proceso de elaboracién y la filtracidon a temperatura

controlada.

Palabras clave: propdleos, solucién concentrada, método de purificacion, optimizacion.

SUMMARY

Optimization of the alcoholic extraction to obtain concentrated
solutions of propolis

Introduction: There are different methods to obtain concentrated propolis solution that
have used by different national and international authors. In this document a variant
of Pichansky method is proposed to optimize the process for obtaining concentrated
propolis in the Inmunology and Blood by Product Center. Objective: To optimize the
process of obtaining concentrated propolis alcoholic solutions through a sequence of
steps of extraction/filtration to remove dissolved contaminants and increase the quality
of the final product. Materials and methods: To obtain solutions, three experimental
plots were performed. This process was executed with three successive extractions
using alcohol intermediate to temperature controlled. The quality parameters
were determined according to procedures implemented of management system. A
comparison was performed between experimental batches and batches subsequently
produced with the change. The information was processed statistically by means of
(means t-test) with Medcal software. Results: The optimal values of volume of total
solids concentration above 30% were obtained for all tested batches of concentrated
solutions, the organoleptic properties were found according to the standard quality.
Conclusions: It was possible to optimize the process of obtaining the propolis
concentrated solution of maintaining product compliance, achieving a better recovery
of the first product due to considering the addition of a third step in the process with a

controlled temperature.
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INTRODUCCION

El propdleos se conoce desde hace siglos. Los antiguos griegos, romanos y egipcios
conocian sus propiedades curativas y hacfan un amplio uso del propdleos como medi-
camento. En la Edad Media, el propéleos no era un tema muy popular y su uso en la
medicina convencional desaparecié. Sin embargo, el conocimiento de las propiedades
medicinales del propdleos sobrevivié en la medicina popular tradicional. Solo ha sido
en el ultimo siglo que los cientificos han sido capaces de demostrar que el propéleos
presenta diversas propiedades farmacoldgicas [1].

La composicién quimica del propéleos es heterogénea y depende de la vegetacion
que predomina alrededor de la colmena (aproximadamente en un radio de 2 km),
la estacién del afio, asi como de su origen geografico. A través del empleo de méto-
dos cromatogréficos y espectroscopicos se han podido aislar y caracterizar de forma
inequivoca benzofenonas preniladas, flavonoides, isoflavonoides, polifenoles, dcidos
fendlicos y triterpenos [2-9].

Basado en el uso que las abejas le dan a este producto e independientemente de la ver-
satilidad farmacolégica que el mismo posee, la accién antimicrobiana es comun para
propéleos de diversos origenes geograficos. Se le han referido propiedades tales como
antibacteriana, antifungica, antipsoridsico, aftas y tlceras bucales, estomatitis aftosa
y antiviral. Se ha utilizado ademds como antiinflamatorio, antiulceroso, analgésico,
antitumoral, hepatoprotector, inmunoestimulante, anestésico local y antioxidante,
entre otras [10-19].

En el mundo existen diferentes procesos de purificacién de propéleos, entre los que
se encuentran el método soviético, inglés y el rumano, entre otros. Adanero [20] y
Ordénez [21], en sus trabajos desarrollados, describen métodos muy similares al utili-
zado en el Centro de Inmunologia y Biopreparados de Holguin, para la obtencién de
tinturas madres o soluciones concentradas de propéleos (SCP). También existen otros
métodos como son la maceracién del propéleos con etanol al 70% conocido como
método Pichansky, y la patente cubana para la obtencién de fases acuosas, alcohdlicas
y la combinacién de ambas [22].

El Centro de Inmunologfa y Biopreparados de Holguin (CIBHO), cuenta con un Sis-
tema de Gestién de Calidad (SGC) que responde a las NC-COPANT-ISO 9002:94
[23]ylaNC26-211:1992 [24]. Estos procederes aparecen registrados en el PNO2.049:
“Preparacion de la solucién concentrada de propéleos”, PNO1.017: “Analisis fisicoqui-
mico de propéleos” y las especificaciones ESP0005: “Propéleos” y la ESP2.503: “Solu-
cién alcohdlica de propéleos concentrada’”.
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La metodologia propuesta para la obtencién de SCP, constituye una variante del
método Pichansky anteriormente mencionado y persigue optimizar el proceso de
obtencién de las soluciones alcohdlicas concentradas de propdleos que contribuya a
eliminar contaminantes disueltos y elevar la calidad del producto final. Se derivan de
este objetivo general los siguientes objetivos especificos:

1. Alcanzar el agotamiento deseado a través de la disminucién de los s6lidos totales.

2. Eliminar contaminantes no deseados (cera) disueltos en la solucién concentrada

final durante el proceso de extraccién alcohdlica.
MATERIALES Y METODOS

Suministro de la materia prima

Se empled la masa de propéleos en bruto procedente de la provincia de Holguin, reco-
lectados en los meses de septiembre y octubre de 2011, respectivamente; los mismos se
encontraban conforme segtin requisitos establecidos en la especificacién ESP0005 del
Sistema de Gestién de Calidad implantado.

El etanol fue suministrado por la Empresa Comercializadora y Distribuidora de Medi-
camentos (Encomed), conforme a los requisitos establecidos en la especificacién

ESP0010 del Sistema de Gestiéon de Calidad implantado.

Metodologia empleada

Para dar cumplimiento a los objetivos se elaboraron tres lotes experimentales de SCP
entre diciembre de 2011 y febrero de 2012, siguiendo la metodologia que se establece
en el PNO2.049: “Preparacion de la solucién alcohélica concentrada de propéleos” del
SGC implantado. Para la elaboracién de los mismos se utilizé como materia prima, 50
kg de masa de propoleos en bruto proveniente de APISUM, Holguin. Estas materias
primas fueron evaluadas por el departamento de calidad segtn los requisitos estableci-

dos en la ESP0005: “Propdleos”.

El proceso de extraccién se basa en una maceracién con agitacién predeterminada
por espacio de tres semanas, fraccionado el proceso en tres extracciones por separado
obteniéndose un residuo para cada extraccion, el cual fue filtrado a temperatura con-
trolada. La metodologia exacta se establece en el PNO2.049, y se opera de la forma
siguiente:

Para realizar la primera extraccién alcohoélica se hace el pesado del propéleos en bruto y
se desmenuza con tijeras hasta obtener fragmentos de 0,20 a 0,50 kg, posteriormente se
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vierten los mismos en un tanque de acero inoxidable, y se mide con cilindro graduado
1.000 mL de etanol por cada kilogramo de propdleos y se afiade en el tanque de acero
inoxidable, y se agita con la paleta de acero inoxidable la mezcla durante 30 minutos;
luego se tapa para evitar la evaporacion del producto. Este proceso de maceracién dura
aproximadamente siete dias, por lo que conlleva un proceso de agitacion tres veces al
dia con una paleta de acero inoxidable durante 5 minutos, colocando la tapa al reci-
piente una vez terminada la misma. Posteriormente se realiza el proceso de filtracién a
temperatura controlada (4 y 8 °C), de la solucién concentrada de propéleos obtenida.

La segunda extraccion alcoholica: esta se realiza anadiendo 0,50 L de alcohol por cada
1,00 kg de propéleos anadido en el tanque en la primera extraccion y se procede a repe-
tir las operaciones de agitacion y filtrado.

Una vez finalizada esta etapa, se le incorporé una tercera extraccion y otra de filtraciéon
a temperatura controlada, la cual se desarroll6 en una cidmara fria a la temperatura ante-
riormente mencionada durante 12 a 24 horas para favorecer la separacién de la cera
disuelta. Finalmente se mezcla el volumen obtenido en las tres extracciones y se realiza
un pool con los filtrados obtenidos de cada extraccién alcohdlica.

Este procedimiento es una variante del método Pichansky, que aparece reportado
en el “Formulario Nacional de Fitofdrmacos y Apifairmacos” del Ministerio de Salud
Publica y la Direccion Nacional de Farmacias, editado por la Editorial de Ciencias

Meédicas en La Habana [22].

Determinacion de los pardmetros de calidad

Para ello se elaboraron tres lotes experimentales a los cuales se les incorporé —como se
menciond anteriormente— un tercer paso de extraccién a partir del segundo residuo
de la extraccién obtenida, utilizando el procedimiento de preparacion de la solucién
alcoholica concentrada de propéleos. Se tomaron las tres muestras correspondientes de
los tres lotes experimentales elaborados, utilizando la variante propuesta y se le deter-
minaron las propiedades organolépticas segtin las especificaciones de calidad como se
muestra a continuacion:

e Aspecto: liquido sin sedimentos, més traslucido.

e Color: pardo rojizo oscuro, puede presentar tonalidades verde amarillentas.
e Olor: resinoso alcohdlico, caracteristico del propéleos.

e Sabor: resinoso, amargo, alcohdlico.

o Sélidos totales: > 16%.
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La concentracién de sélidos totales de la SCP obtenida en cada lote fue determinada
segtin lo establecido en las Normas Cubanas NC 26-211:1992 [24] y la Norma Ramal
de Salud Publica (NRSP) 312 [25]. El volumen total y el rendimiento de la obtencién
se determinaron segun lo establecido en el PNO 2.049: “Preparacién de la solucién
alcoholica concentrada de propéleos”.

Después de comprobada la factibilidad de la introduccién de esta tercera etapa de
extraccion/filtracion a temperatura controlada, se analizaron los lotes producidos en
el CIBHO a partir de marzo de 2012 y se determinaron los mismos pardmetros fisico-
quimicos mencionados anteriormente.

Para la comparacion entre los lotes producidos en €l 2011 antes del cambio propuesto y
en el 2012 con los cambios implementados, se empled el programa estadistico Medcal.

REsuLTADOS

Los resultados de la evaluacién de los lotes experimentales procesados se observan en la
tabla 1. Se definieron como pardmetros a evaluar en cada caso, las propiedades organo-
lépticas mencionadas en el capitulo anterior, asi como el porcentaje de sélidos totales
como pardmetro fisicoquimico fundamental, calculado sobre la base del volumen ini-
cial y final obtenido en cada caso, segtin se describe en el PNO 2.049.

Tabla 1. Evaluacién de los lotes experimentales de solucidn concentrada de propdleos.

Lotes orgamoléprios coules %) Decisin final
FI 110001 Responde 36 Conforme
FI 120001 Responde 31 Conforme
FI 120002 Responde 34 Conforme
Promedio - 33,7 -

En la tabla 2 se observan los resultados obtenidos de SCP durante el periodo 2012, en los cuales se
empled la variante propuesta. El promedio de los sélidos totales en estos lotes fue de 30,44%, similar

alos obtenidos en los lotes experimentales (33,66%).
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Tabla 2. Evaluacién de los lotes de solucién concentrada de propéleos elaborados en el 2012.

Lotes crgemoléprcns s %) Decisicn final
F 120001 Responde 31,31 Conforme
F 120002 Responde 30,51 Conforme
F 120003 Responde 34,10 Conforme
F 120004 Responde 29,41 Conforme
F 120005 Responde 26,91 Conforme

Promedio - 30,44 -

La tabla 3 muestra el promedio de los sdlidos totales de la SCP de los lotes producidos en el 2011

(sin el cambio) y los lotes producidos en el 2012 (con el cambio).

Tabla 3. Valores promedios de los lotes de solucién concentrada de propéleos elaborados en el 2011
(antes del cambio) y 2012 (después del cambio).

~ Promedio de sélidos .
Afio totales de las SCP (%) Decisién final
2011 34,60 Conforme
2012 30,44 Conforme
DiscusioN

Al analizar los resultados, podemos plantear que los lotes experimentales y en los lotes
producidos en el 2012 con la implementacién del cambio muestran caracteristicas
organolépticas que se corresponden con la especificacion ESP 2503 del SGC implan-
tado en el centro, obteniéndose productos conformes en todos los lotes evaluados.

Por otra parte, la concentracién final de sélidos totales mostré igual comportamiento
en todos los lotes, ya que reportd un valor promedio superior al valor establecido en
la especificacién del producto. Es valido mencionar que el valor de los sélidos totales
de los lotes experimentales fue ligeramente superior al valor de los lotes producidos en
el 2012. Esto puede ser debido a que la recoleccion de la materia prima se realizé en

53



Luis Enrique Rodriguez Rodriguez, Walter Géngora Amores, Ariel Escalona Arias ez 4/.

diferentes épocas del afio. Sin embargo, al hacer una comparacién de medias no existen
diferencias significativas entre estos lotes, ya que para un nivel de confianza de 95% se

obtuvo un valor de # de 1,847 con una probabilidad mayor de 0,05 (p = 0,1143).

Por otra parte, el valor promedio de los s6lidos totales de los lotes producidos en el 2012
resultd inferior al de los lotes producidos en el 2011. Entre estos lotes si existieron dife-
rencias significativas, ya que para un nivel de confianza de 95% se obtuvo una t = 2,701
para una probabilidad menor o igual que 0,05. Esto se debe a que al incorporarle la tercera
etapa de extraccién/filtracién se logra un agotamiento mayor de la materia prima que se
incorporarfa a la solucion concentrada, lo que influye notablemente en los resultados de
los s6lidos totales, por lo que podemos afirmar que la metodologia propuesta en el estu-
dio es mucho mds eficiente respecto a los procedimientos realizados tradicionalmente.

Con respecto a la calidad final de la SCP, al incorporar una tercera etapa en el proceso
de extraccién y el sistema de filtracién con temperatura controlada, se logré obtener
una preparaciéon mucho mads traslicida, con caracteristicas menos resinosas, favore-
ciéndose la separacién de compuestos de baja polaridad disueltos en el sobrenadante
durante los procesos de extraccion alcohdlica.

Al realizar una comparacién de las concentraciones obtenidas en este trabajo, con los
resultados obtenidos por Orddnez [21], donde se aplicé el método rumano de puri-
ficacién de propdleos para la obtencién de la solucién hidroalcohdlica con etanol al
90%, a partir de masas de propéleos obtenidas de diferentes zonas del Ecuador, se pudo
constatar que existen marcadas diferencias en cuanto a las concentraciones de sélidos
totales reportadas por este autor (por encima del 45%) en su estudio.

Estas diferencias pueden tener como origen, tanto las caracteristicas del propéleos en
bruto de acuerdo con su ubicacién geografica, edad, forma de recoleccion, almacena-
miento, composicién quimica y, por supuesto, la técnica empleada en la extraccién y
recuperacion de los principios activos de interés. Aunque si lo comparamos con otros
datos referidos en la literatura, se puede apreciar que tanto las normas brasilenas como
cubanas, los sélidos totales oscilan en un rango de 10% y 11%, lo que nos indica que
atin deben buscarse o perfeccionar més el proceso de extraccion para lograr un mejor
agotamiento de la masa bruta de propdleos durante el método de extraccién, y optimi-
zar atin més dicho proceso.
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CONCLUSIONES

Mediante la introduccién de una tercera etapa de extraccién/filtraciéon a tempera-
tura controlada, se logré optimizar el proceso de obtencién de soluciones etanélicas
concentradas de propdleos, ademds se obtuvieron concentraciones de sélidos totales
superiores al 30%. Por otro lado, se obtuvo un producto final de mayor calidad mas
traslicido, ya que se agota la presencia de sustancias lo cual contribuye a elevar la cali-

dad del producto final.
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