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RESUMEN

Este trabajo permitié encontrar el protocolo adecuado para la extraccion del flavonoide
quercetina en miel producida por la especie Apis Mellifera, obtenida en Carmen de Tonchal3,
Norte de Santander. Se establecieron los valores para los parametros de la técnica dispersion de
matriz en fase solida (DMFS) como: cantidad de muestra, tipo y cantidad de: dispersante, fase
estacionaria, y solvente de extraccion. La cantidad de quercetina en la muestra se determind
mediante espectrometria UV-Vis. El protocolo mas adecuado fue: 0,5 gramos de miel que se
trataron con 0,2 gramos del dispersante gel de silice y 0,4 g de fase estacionaria, ademas de 4 mL
de metanol como eluyente. La cantidad de quercetina encontrada en la miel de Apis mellifera es
similar a la reportada por otros investigadores mediante la metodologia de extraccién en fase
solida (SFE).
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Abstract

This work allowed us to find the appropriate protocol for the extraction of quercetin flavonoid in
honey produced by the species Apis Mellifera, obtained in Carmen de Tonchala, Norte de
Santander. The values for the solid phase matrix dispersion technique (DMFS) were determined
as: honey amount, type and amount of: dispersant, stationary phase, and extraction solvent. The
amount of quercetin in honey was determined by UV-Vis spectrometry. The most suitable
protocol was: 0.5 grams of honey, treated with: 0.2 grams of silica gel, 0.4 grams of stationary
phase, and 4 ml of methanol as the eluent. The amount of quercetin found in Apis mellifera honey
using the protocol described above, is similar to that reported by other researchers using the solid
phase extraction (SFE) methodology.
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I. INTRODUCCION

Las abejas son los principales vectores de polinizacion del mundo, permitiendo la produccion de
semillas y frutos, entre las mas abundantes, se encuentran las abejas pertenecientes al género Apis
mellifera, conocidas cominmente como abejas de miel, debido a que son las mayores productoras de este
alimento. Estas abejas fueron introducidas al continente americano en la época de la colonizacion
y debido a su docilidad se cultivaron rapidamente (Mufioz-Rodriguez, 2005; Nates-Parra, 2005).

La miel producida por las abejas estd compuesta por aproximadamente 200 sustancias, sus
componentes principales son agua y azlcares simples 0 monosacéaridos y sus componentes minoritarios
son compuestos nitrogenados, minerales, vitaminas, acidos organicos, proteinas, aminoacidos, enzimas,
polen y compuestos fendlicos (acidos fendlicos y flavonoides) (Fahim, Dasti, Ali, Ahmed, & Nadeem,
2014; Karabagias et al., 2014; Ozcan & Olmez, 2014; Tornuk et al., 2013).

La legislacion relacionada con este alimento, establece los requisitos sanitarios que debe cumplir
para consumo humano y los criterios de calidad de la misma, los cuales se determinan principalmente
por sus caracteristicas quimicas, fisicas y sensoriales. Estos criterios se encuentran especificados por la
Directiva 2014/63/UE del Parlamento Europeo, del Consejo de la Union Europea y del Codex
Alimentarius que han fijado estandares con normas de calidad y parametros muy estrictos, los cuales son
exigidos por los 6rganos de control para garantizar la inocuidad de los alimentos. A nivel nacional, es la
norma técnica Colombiana NTC 1273 la encargada de regular los parametros de todos los tipos de formas
de presentacién de la miel que se ofrecen para el consumo directo en nuestro pais, entre los parametros
fisicogquimicos contemplados, se encuentra la medicién de contenido de hidroximetilfurfural, humedad,
cenizas, azlUcar aparente, pH y acidez, entre otros (Alimentarius, 2001; Unioén Europea, 2014; Icontec
Internacional, 2007).

Entre los componentes minoritarios introducidos en la miel por las abejas, se encuentran los
flavonoides, que son metabolitos secundarios, cuya fuente puede ser el néctar floral, polen y
diferentes exudados de plantas (Alvarez-Suarez et al., 2012; Alvarez-Suarez, Tulipani,
Romandini, Bertoli & Battino, 2009; Alvarez-Suarez, Giampieri & Battino, 2013; Mufioz,
Copaja, Speisky, Pefia & Montenegro, 2007). Estos compuestos se caracterizan principalmente
por tener propiedades antioxidantes (Pari, Karthikeyan, Karthika & Rathinam, 2015) y por su
relacion con la capacidad antibacteriana (Fu et al., 2017).

La extraccion de flavonoides se ha llevado a cabo por metodologias clasicas y modernas como
extraccion en fase sélida (EFS) y micro-extraccion en fase sélida (MEFS) (Cao et al., 2016; de
Rijke et al., 2006; Liu, Zhang, Guo & Qiu, 2016; Wang et al., 2014), (Checa Rojas & Rojas
Alvarado 2014); sin embargo, al comparar estas técnicas en cuanto al porcentaje de recuperacion,
costo y contaminacion debida al empleo de solventes, se observa que la técnica dispersion de
matriz en fase solida (DMFS), podria ser una buena alternativa para la extraccion de estos
compuestos en la miel (de Rijke et al., 2006). Una vez extraidos los flavonoides de la matriz
(miel), pueden ser cuantificados, empleando espectrometria de UV-vis, debido a la conjugacion
que presentan estos compuestos en su estructura (Mufioz, Copaja, Speisky, Pefia & Montenegro,
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2007). En este trabajo se determind la cantidad del flavonoide quercetina en miel de Apis
Mellifera, mediante DMFS — UV-Vis, variando los valores de los pardmetros de la técnica, hasta
encontrar los mas adecuados del modelo dinamico (Gualdron Guerrero & Torres Chavez 2013).

Il. MATERIALES Y METODOS

2.1 Muestreo y almacenamiento.

La muestra de miel se recolectd mediante la metodologia establecida en apicultura, de una
colmena ubicada en Carmen de Tonchald. Una vez recolectada la muestra, se almaceno a
temperatura ambiente en un recipiente de vidrio, protegido de la luz, segun lo recomendado por
Algarni, A. (2014), Pasini, F. et al., (2013), Terrab A, et al., (2002) y Karabagias, I. et al., (2014)
(Karabagias, Badeka, Kontakos, Karabournioti & Kontominas, 2014; Pasini, Gardini, Marcazzan &
Caboni, 2013; Ribeiro, et al., 2014; Terrab, Diez & Heredia, 2002; Terrab, Recamales, Hernanz &
Heredia, 2004).

2.2 Instrumentos, materiales y reactivos

Para el presente estudio se empleo el estandar analitico de quercetina (Fluka®), y los reactivos
grado analitico: gel de silice (Merck®), alimina (Sigma®), carbon activado (Sigma®), metanol
(Merck®), diclorometano (Merck®), acetato de etilo (Panreac) y sulfato de sodio anhidro
(Merck®). Para la cuantificacion del flavonoide se utilizd un espectrofotdmetro UV-Vis,
Shimadzu (UV-2401PC).

2.3 Variacion de las condiciones de extraccion (Desarrollo del método de extraccion).

Los parametros que se variaron para el proceso de extraccién de quercetina en miel, fueron:
cantidad de muestra de miel (0,5 y 0,79), tipo de dispersante (gel de silice y alimina) y cantidad
(0,19;0,2gy0,30), tipo de fase estacionaria (gel de silice, alumina, carbén activado) y cantidad
(0,2 g; 0,3 g; 04 gy0,5g),y tipo de disolvente (metanol, diclorometano, acetato de etilo y
mezclas 1:1 de metanol:agua y diclorometano:acetato de etilo) y cantidad (4; 5y 6 mL).

2.4 Variacion de las condiciones de extraccion (Desarrollo del método de extraccion).

El procedimiento general consistidé en tomar una muestra de miel y macerarla con una cantidad
variable de dispersante en un mortero de &gata. Esta mezcla se adiciond a un cartucho (jeringa
desechable de 5 mL), el cual contenia en su interior una capa de algodén, una capa de sulfato de
sodio anhidro y una cantidad variable de fase estacionaria. Una vez adicionada la mezcla, se
afiadié una nueva capa de sulfato de sodio anhidro y otra de algoddn y se compactd, eluyendo al
vacio con un volumen variable de solvente. Este procedimiento se repitio variando los
parametros: cantidad de muestra (0,5 y 0,7g), tipo de dispersante (gel de silice y alimina) y
cantidad (0,1 g; 0,2 g y 0,3 g), tipo de fase estacionaria (gel de silice, alumina, carbén activado) y
cantidad (0,2 g; 0,3 g; 0,4 g y 0,59) y tipo de disolvente (metanol, diclorometano, acetato de etilo
y mezclas 1:1 de metanol:agua y diclorometano:acetato de etilo) y cantidad (4; 5y 6 mL). Las
soluciones obtenidas se leyeron en el espectrofotometro UV-vis, Shimadzu (UV-2401PC), a 510
nm para determinar la absorbancia y detrminar la cantidad de quercetina en las muestras.
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I11.Resultados

Para la cuantificacion de quercetina en miel se realizo la curva de calibracion (figura 1) con
soluciones acuosas de diferentes concentraciones (0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5y 3,0 mg/L), utilizando el
estandar analitico de quercetina (Fluka®). En la tabla 1 se presentan las concentraciones de
quercetina encontradas en las diferentes soluciones, al variar los parametros en la técnica de

extraccion.

Figura 1. Curva de calibracion para la determinacién de quercetina en miel.
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Tabla 1. Resultados obtenidos de concentracion de quercetina variando el tipo y cantidad

de los diferentes parametros.

Ensayo Valor del pardmetro | Concentracion de quercetina (mg/L)
. 0,59 0,66 £ 0,22
Cantidad de muestra 079 031033
Dispersante Gel de s_l'lice 0,66 + 0,22
Alimina 0,46 0,06
0,19 0,07 £ 0,00
Cantidad de dispersante 0,29 0,66 £0,22
0,3g 0,64 £0,81
Fase estacionaria Gel de silice 0,66 £0,22
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Alimina 0,47 £ 0,06

Carbén activado 0,34+ 0,35

0,29 0,12 + 0,03

Cantidad de fase 0,39 0,32 £ 0,05
estacionaria 0,49 1,16 £ 0,03
0,59 0,66 £ 0,22

Metanol 1,31 £ 0,06

Metanol:agua (1:1) 0,07 £0,03

Eluyente Diclorometar_wo 0,16 £ 0,01
Acetato de etilo 0,09 + 0,02

D|cloror:ttialtgr2ci.:iz):etato de 0,07 £ 0,00

4mL 1,31+ 0,06

Cantidad de eluyente 5mL 0,11 + 0,07
6mL 0,07 £0,00

IV.CONCLUSIONES Y DISCUSION

4.1 Cantidad de muestra

Se encontrd que al emplear 0,59 de miel, la cantidad de quercetina extraida es mayor que al
emplear 0,7g; tal como se muestra en la tabla 1. Esto puede deberse a que la cantidad de 0,7
gramos es excesiva para el cartucho, lo cual ocasiona pérdidas y conlleva a un proceso de
extraccion pobre. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se eligié trabajar con 0,5g de miel
y variar los demas parametros (dispersante, fase estacionaria y eluyente)

4.2 Tipo y cantidad del dispersante y de la fase estacionaria

Como se puede observar en la tabla 1, el dispersante que present6 los mejores resultados fue la
gel de silice, razon por la cual se varié su cantidad, eligiendo 0,2 gramos como la cantidad
adecuada, al ser mayor la concentracion de quercetina obtenida (0,66 + 0,22 mg/L).

Con respecto a la fase estacionaria, se encontré6 una mayor concentracion del flavonoide, al
emplear gel de silice; por lo cual, se evalud su cantidad, encontrando que 0,4 gramos de la
misma, arroja mejores resultados: 1,16 + 0,03 mg/L de quercetina.

La gel de silice y la alumina son adsorbentes polares, por tanto la quercetina, perteneciente a los
flavonoides apolares, eluye en mayor cantidad y a mayor velocidad al emplearlas como fase
estacionaria. Los materiales derivados de la silica son los mas empleados en la disrupcion de la
matriz en la técnica DMFS, para la extraccion de diversos compuestos; debido a que presentan la
ventaja de poseer grupos silanoles no enlazados, tanto en la superficie de las particulas como en
los poros, los cuales interaccionan con la humedad de la muestra, actuando a su vez como agente
desecante (Chaparro, 2014; Romano, 2009).
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4.3 Tipo y cantidad del eluyente

Se encontrd que el metanol es el eluyente que arroja mayores resultados de concentracion de
quercetina (1,31 + 0,06 mg/L), seguido del diclorometano (0,16 + 0,01mg/L), acetato de etilo
(0,09 + 0,02 mg/L) y mezclas 1:1 metanol agua (0,07 £ 0,03 mg/L) y acetato de
etilo:diclorometano (0,07 £ 0,0 mg/L). Con respecto a la cantidad de metanol, se encontré que un
volumen de 4mL es adecuado para el proceso de extraccion de quercetina (1,31 £ 0,06 mg/L).

La polaridad del solvente utilizado para la elucién en la extraccion mediante DMFS es de vital
importancia, pues se relaciona con la velocidad y el orden de elucion de los analitos a través del
cartucho, tal como ocurre con el eluyente en cromatografia o en la técnica extraccion en fase
solida (EFS). La adecuada eleccién del solvente y su volumen (perfil de elucion), permiten
obtener extractos libres de impurezas por la retencion de las mismas en la fase estacionaria, tal
como ocurri6 en este estudio al emplear 4mL de metanol (Capriotti, 2010).

4.4 Protocolo establecido y cantidad de quercetina en miel

El protocolo encontrado como adecuado en este estudio es: 0,5 gramos de miel, deben macerarse
con 0,2 gramos de dispersante (gel de silice) e introducirse en un cartucho (jeringa de 5mL) que
tiene una capa de algodon, una capa de sulfato de sodio anhidro y una capa de fase estacionaria
(0,5 g de gel de silice), ubicando sobre la mezcla una capa de sulfato de sodio anhidro y otra de
algodén. Una vez armado el cartucho, se debe proceder a eluir al vacio, utilizando 4mL de
metanol.

4.5 Cantidad de quercetina en miel y comparacion con otros protocolos y resultados

En los ultimos afios se han desarrollado algunas investigaciones en mieles monoflorales de Apis
mellifera en paises como Tunez, Australia y Nueva Zelanda, encontrando cantidades de
quercetina variables, dependiendo del origen floral de la misma; que oscilan entre 0,03 mg/100g
y 1,10 mg/100g, aproximadamente (Martos, Cossentini, Ferreres & Tomas Barberan, 1997; Yao
et al., 2003; Yao, Jiang, D’arcy, et al., 2004; Yao Jiang, Singanusong, et al., 2004). Al comparar
estos valores con la concentracion de quercetina encontrada en la miel producida por la especie
Apis mellifera, en Carmen de Tonchald, Norte de Santander (1,05 mg/100g), se encuentra que
esta concentracion esta dentro del rango reportado y muy cerca del maximo (1,10 mg/100g); lo
cual indica que la miel posee una cantidad considerable del flavonoide quercetina y
adicionalmente la técnica DMFS con los parametros escogidos, resulta adecuada para su
extraccion en muestras de miel, con posterior determinacion mediante espectrometria de UV-Vis.

Trabajos futuros
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se propone validar la metodologia encontrada como
la mas adecuada en este trabajo, para determinar el limite de deteccién y cuantificacion.
Adicionalmente, se desea estudiar la cantidad de quercetina en mieles producidas por otros
géneros de abejas como melipona y trigona (abejas sin aguijon).
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