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EDITORIAL
Alimentos Funcionales, alimentos que curan

Los alimentos funcionales, son aquellos alimentos
elaborados, que ademas de las caracteristicas
nutricionales, estan dotados de alguna propiedad
especifica que conlleva a mejorar la salud o reducir el
riesgo de contraer enfermedades. La relacion entre la
dieta y la salud, fueron reconocidas por la medicina
china (1000 aC.) e igualmente por Hipocrates hace casi
2500 afios con la frase "deja que la alimentacion sea tu
medicina y que la medicina sea tu alimentacion™, pero
fue en 1984 que naci6 en Japon, con la publicacion de
la reglamentacion de alimentos para uso especifico de
salud, el concepto de alimentos funcionales. Para
conseqguir esta funcionalidad, se les agrega a los
alimentos componentes bioldgicamente activos, como
vitaminas, acidos grasos, minerales, fibra o
antioxidantes, que pueden tener efectos beneficiosos en
enfermedades metabolicas, patologias asociadas a la
edad, cardiopatias o enfermedades neuronales. Es
comun, encontrar en los supermercados de muchos
paises, ofertas de alimentos con propiedades
saludables, que atraen la atencién del consumidor,
bebidas lacteas que ayudan a controlar el peso corporal,
reducen el colesterol, previenen la osteoporosis o
mejoran la tension arterial; preparados de soya capaces
de reducir los sintomas de la menopausia; chicles que
ayudan a bajar de peso; ademas de preparados con
potentes antioxidantes capaces de retardar el
envejecimiento e incluso de prevenir algunos tipos de
cancer. La Organizacién de las Naciones Unidas para
la Alimentacién y la Agricultura (FAO), la
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) y la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), entre otros
organismos, han contribuido desde la década de los 90,
al proceso de educacion sobre la importancia de los
alimentos funcionales y su necesario manejo para
prevenir y curar enfermedades. No obstante, aln son
insuficientes los estudios que, desde una perspectiva
médica, eduquen en su manejo y caracter preventivo.
Dr. Tomas Enrique Visbal Beltran

Grupo “Ecologia y Nutricion™

Departamento de Ciencias de Los Alimentos.

Facultad de Farmacia y Bioandlisis
Universidad de Los Andes
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Articulo original
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Antioxidant and tick control activity of the extracts of the leaves of Bixa orellana L.
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RESUMEN

Bixa orellana L. (Bixaceae), es una especie
usada con fines ornamentales y terapéuticos. A
partir de sus semillas se extrae el colorante
conocido como “onoto” ampliamente empleado en
culinaria. El objetivo de esta investigacion fue
estudiar la composicion quimica, actividad
antioxidante y garrapaticida de los extractos de las
hojas de esta especie, recolectada en el estado
Téachira, Venezuela. El analisis fitoquimico
preliminar mostro la presencia de esteroles en los
extractos  hexanoico y  diclorometanoico,
alcaloides, esteroles y compuestos fenélicos en el
extracto etanolico. El extracto etandlico presentd
un contenido fendlico total de 0,89 pg AG/mg, por
el método de Folin-Ciocalteu, usando
espectrometria UV/visible a 760 nm. La actividad
antioxidante fue determinada empleando el método
de DPPH a 517 nm, siendo el extracto etandlico el
mas activo mostrando un ICso de 0,26 mg/mL, con
un porcentaje de inhibicion (% 1) de 87,1 a la
concentracion de 0,75 mg/mL, mientras que el
extracto diclorometanoico 1Cso 0,87 mg/mL 'y % |
31,0 a la misma concentracién, comparado con
96,1 % del &cido ascorbico a 0,176 mg/mL.
Ademas, se evalud la actividad garrapaticida del
extracto etandlico por el método de prueba de
paquete de larvas, demostrando que no hubo
actividad frente a las larvas de R. microplus, ya que
no evidenciaron mortalidad. Cabe destacar que este

es el primer reporte de actividad antioxidante y
garrapaticida de los extractos de las hojas de B.
orellana L., recolectada en Venezuela.

PALABRAS CLAVE

Bixa orellana L., Bixaceae, actividad
antioxidante, actividad garrapaticida,
Rhipicephalus microplus.

ABSTRACT

Bixa orellana L. (Bixaceae) species has been
used as ornaments and for therapeutic purposes.
The colour known as “onoto” is extracted from the
seeds and is widely used in culinary. The aim of
this research was to study the chemical
composition, antioxidant and tick control activity
of the extracts obtained from leaves of this specie,
collected in Tachira, Venezuela. Preliminary
phytochemical studies showed the presence of
sterols in hexanoic and dichloromethane extracts,
while alkaloids, sterols and phenolic compounds
were observed in the ethanolic extract. A total
phenolic content of 0.89 ug AG/mg for Folin-
Ciocalteu was observed in the ethanolic extract
through  spectrophotometry UV-visible at a
wavelength of 760 nm. The antioxidant activity
was determined using the DPPH method at 517 nm.
the ethanolic extract was the most active since it
showed an ICso of 0.26 mg/mL, inhibition
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percentages (% I) was 87.1 at the concentration of
0.75 mg/mL, while dichloromethane extract
showed an ICsp of 0.87 mg/mL and 31.0 % to the
same concentration compared to 96.1% of the
ascorbic acid, used as a positive control, at the
concentration of 0.176 mg/mL. In addition, the tick
control activity of the ethanolic extract was
evaluated by the larval packet test method, showing
that there was no activity against the R. microplus
larvae. This is the first report of antioxidant and tick
control activity from the extracts of the leaves of B.
orellana L, collected in Venezuela.

KEY WORDS

Bixa orellana L, Bixaceae, antioxidant activity,
tick control activity, Rhipicephalus microplus.

INTRODUCCION

Bixaceae es una familia pantropical originaria
del Continente Americano, se distribuye desde
México hasta Brasil y Argentina. En la actualidad,
se cultiva extensamente en otras regiones tropicales
y sub tropicales [1,2]. Algunos autores consideran
que esta familia, agrupa plantas perennes y
comprende 25 especies distribuidas en cuatro
géneros: Amoreuxia, Bixa, Cochlospermum,
Diegodendron [3]. El género Bixa es originario de
América tropical, esta representado por pequefios y
grandes arboles, formado por las especies B.
orellana, B. arborea, B. excelsa, B. platycarpa.
Una especie ampliamente cultivada es B. orellana
L. [3], las otras especies estan restringidas a
bosques de tierras bajas [4]. Estas tienen como
caracteristicas porte lefioso, son arbustivas o
arboreas con latex rojo anaranjado [5].

En Venezuela, la especie B. orellana L., es una
planta doméstica, que se siembra en los patios de
las casas con fines ornamentales y en cercas o
pequefias parcelas para la obtencidn de colorante
para uso familiar [6]. De esta especie se extrae un
colorante soluble en agua, con muy baja toxicidad
para el humano, reportandose escasos incidentes de
eventos alérgicos. Este pigmento se extrae de las
semillas de la planta, estd compuesto basicamente
por carotenoides (bixina, norbixina), que se emplea

con preferencia para colorear alimentos y bebidas
[71.

En cuanto a la composicion quimica reportada
para esta especie se encontr6 que los pigmentos
méas abundantes son los apocarotenos: bixina,
norbixina e isobixina. También estan presentes
otros carotenoides: orellina, p-caroteno (pro-
vitamina A), luteina, criptoxantina y zeaxantina
[8].

Segun Shahid-ul-Islam y cols. (2016) [9],
existen reportes de varios investigadores, que
indican que se han logrado aislar e identificar 46
componentes quimicos presentes en la semilla,
corteza de las semillas y hojas de B. orellana L.,
que incluyen carotenoides, apocarotenoides,
esteroles, compuestos alifaticos, monoterpenos,
sesquiterpenos, triterpenos y otros compuestos
miscelaneos.

Stringheta y cols. (2018) [10], indicaron que
Bixina  [6-metil  hidrégeno  (9'Z)-Cis-6,6'-
diapocaroteno-6,6'-dioato] es un diapocarotenoide,
principalmente presente en las semillas de B.
orellana L., representando al menos el 80 % del
carotenoide total presente en las mismas [9,11].
Bixina, es el metil éster del acido dicarboxilico de
norbixina y es el pigmento presente en "Paprika™,
una especia utilizada en América del Sur [12], es
soluble en soluciones alcalinas concentradas,
donde sufre saponificacion, mientras que la
norbixina y sus sales son el pigmento principal y es
soluble en agua [13].

De Oliveira Junior y cols., (2019) [14], lograron
aislar trece (13) componentes quimicos de la
semilla seca de esta especie. Estos compuestos son:
naringenina, acido 6,8'-diapocaroteno-6,8'-dioico,
E-norbixina, &cido eicosatrienoico, acido 6,7'-
diapocaroteno-6,7'-dioico, Z-norbixina, E-bixina,
Z-bixina, geranilgeraniol, metil-bixina, acido p-
12'-apo-carotenoico, a-tocotrienol y y~tocotrienol.

El uso terapéutico que se le atribuye a esta
especie es muy variado y depende de la parte que
se va a utilizar, se emplea las semillas para tratar
bronquitis,  hemorroides, en  quemaduras,
antidiarreico,  antiemético,  antidiabético vy
expectorante [15]. La raiz es considerada
antidisentérica, antivenérea e hipoglicemiante y las
hojas son usadas como desinflamatorio bucal,
diurético, antiinflamatorio prostatico. En la
medicina popular venezolana se emplean las hojas
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en decoccion para curar las enfermedades del
higado y limpiar la sangre, como refrescante, en el
dolor de muela y de cabeza [5]. A los apocarotenos
(bixina, norbixina e isobixina) se le atribuyen
varias propiedades farmacologicas, pero no se les
ha demostrado accion antimalérica [8].

El objetivo de esta investigacion fue determinar
la composicion quimica cualitativa, contenido de
polifenoles totales, actividad antioxidante y
garrapaticida, de los extractos de las hojas de B.
orellana L.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion del material vegetal: La especie
B. orellana L. fue recolectada en el sector “Las
Flores”, Municipio Ayacucho, Parroquia San Juan
de Colon, estado Téchira, a una altitud de 802
m s. n. m. La identificacion botéanica la realizo el
Ingeniero Forestal Juan Carmona, adscrito al
Departamento de Farmacognosia y Medicamentos
Orgénicos, de la Facultad de Farmacia y
Bioandlisis. Universidad de Los Andes (ULA).
Una muestra bajo el voucher N° 05 de fecha 30 de
septiembre de 2017, quedd depositada en el
Herbario MERF Dr. José L. Ruiz Teran, de la
Facultad de Farmacia y Bioanalisis, de la
Universidad de Los Andes.

Obtencidn de los extractos de las hojas de B.
orellana L.: Las hojas secas y molidas (100 g) se
maceraron por 48 horas con hexano, a temperatura
ambiente, posteriormente, se filtro y se llevo a total
sequedad empleando un rotavapor IKA RV 10
digital a 45 °C, este procedimiento se repitié tres
veces y luego se cambi6o el solvente a
diclorometano y finalmente a etanol, siguiendo el
mismo procedimiento para cada uno, finalmente
los extractos fueron almacenados en frascos
herméticamente tapados, previamente tarados y
rotulados, se procedié a la identificacion de los
metabolitos secundarios, a través de pruebas
especificas.

Estudio fitoquimico preliminar: Para la
caracterizacién quimica de los metabolitos
secundarios presentes en los extractos hexanoico,
diclorometanoico y etanolico, de las hojas de B.
orellana L. se efectud una serie de pruebas

quimicas cualitativas siguiendo la metodologia
descrita por Marcano y Hasegawa (2002) [16].

Determinacién del contenido de polifenoles
totales: La determinacion del contenido de fenoles
totales se realizd a través del método Folin-
Ciocalteu a pH basico. Todos los reactivos
quimicos utilizados, incluyendo los disolventes
fueron de grado analitico. El reactivo Folin-
Ciocalteu (Sigma-Aldrich), la absorbancia se midio
en un Espectrofotometro UV-Visible (Spectronic
GENESYS TM 10 Bio) a 760 nm. La
determinacion de fenoles totales en el extracto
etandlico de las hojas de B. orellana L., es
considerado un valor arbitrario, ya que se relaciona
la absorbancia de la muestra con la absorbancia del
fenol estandar a través de sus respectivas curvas de
calibracion. Se determina de acuerdo a la ecuacion
obtenida a partir de la curva de calibracion del
&cido gélico (y- ax + b). Las cantidades reportadas,
se expresardn como pg equivalentes de acido gélico
por mg de extracto [17].

Actividad antioxidante método DPPH:
Todos los reactivos quimicos utilizados,
incluyendo los disolventes fueron de grado
analitico. El reactivo DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidracilo) de Sigma-Aldrich, el &cido
ascorbico y metanol marca Merck. Se utilizdé un
Espectrofotdmetro ~ UV-Visible  (Spectronic
GENESYS TM 10 Bio) a 517 nm, para evaluar el
comportamiento de los extractos como agentes
antioxidantes.

La evaluacién de la capacidad antioxidante de
los extractos hexanoico, diclorometanoico Yy
etandlico de las hojas de B. orellana, se realiz6
siguiendo el ensayo del test de actividad
secuestrante de radicales libres del DPPH, segun la
metodologia descrita [18, 19, 20, 21, 22].

Esta técnica consistié en preparar una solucién
stock de cada uno de los extractos, tomando 4 mg
de cada uno, en tubos eppendorf y se disolvieron en
1 mL de metanol, el ensayo se realizo por triplicado
para cada uno de los extractos. Para tal fin, se
prepararon 3 tubos de cada uno, que contenia 700
pL de DPPH (6 x102 mM) y 300 uL del extracto,
se dejo en reposo en la oscuridad por 30 minutos.
Pasado los 30 minutos se procedié a medir la
absorbancia a 517 nm. Con cada uno de los
extractos que presentaron un porcentaje de
inhibicion (% 1) del radical DPPH igual o superior
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a 50 % a 4 mg/mL, se preparé una solucion madre
de concentracion de 1 mg/mL y a partir de la misma
se prepararon varias diluciones (0,75; 0,5; 0,2; 0,1;
0,05; 0,025 mg/mL) y se procedié a determinar la
actividad antioxidante. Se realizd una curva patrén
con acido ascorbico, partiendo de una solucién
madre con una concentracion de 1 mM (17,6 mg en
100 mL de metanol). El porcentaje de inhibicion
(% I) de radicales libres de DPPHe, se calculd
mediante la siguiente ecuacion: %l = [(Apppr—
Aexiracto)/Apepr) X 100. La concentracion inhibitoria
50 (ICsp) se determind por regresion lineal para
cada muestra en funcion de la concentracion del
analito [18, 19, 20, 21, 22].

Concentracion eficiente 50 (ICso) en mg/mL
(n=3) de los extractos etandlicos vy
diclorometanoicos de las hojas de B. orellana L..:
La determinacion de ICso (mg/mL) de los extractos
etandlico y diclorometanoico de las hojas de esta
especie se calcul6 a partir de la ecuacion de la recta
y- ax + b, donde “a” es la pendiente; “b” la
interseccion de corte en la recta, y- 50 y x- ICso
[23].

Determinacién de la actividad garrapaticida
por el método Prueba de Paquete de Larvas
(PPL) [24].

Recoleccion de los parasitos en el ganado
vacuno: Las garrapatas del ganado, fueron
recolectadas el 12 de julio de 2019, en la finca del
“sefior Humberto Belandria™, ubicada en Chiguara,
estado Mérida (Municipio Sucre, a una altitud de
840 m.s.n.m. y una temperatura promedio de 28
°C) a 40 minutos de la ciudad de Mérida y a 15
minutos de la ciudad de El Vigia. Para tal fin se
tomaron 30 garrapatas adultas ingurgitadas,
directamente del animal, se colocaron en un frasco
de vidrio limpio, seco y con tapa perforada y se
trasladaron al laboratorio.

Identificacion del parasito: La especie de
garrapata utilizada en esta investigacion fue
identificada por el Prof. Antonio Ascencdo del
Laboratorio de Biodiversidad de Artrépodos,
Departamento de Biologia. Facultad de Ciencias.
ULA. Su nombre cientifico es Rhipicephalus
microplus, de la Familia Ixodidae-Argasidae.

Inmovilizacion de la garrapata: Las garrapatas
recolectadas (30 en total) fueron colocadas en
placas de vidrio e inmovilizas con cinta adhesiva
(Figura 1).

| ——
T v
B _—

Fig. 1. Garrapatas adultas ingurgitadas,
sobre la cinta adhesiva. Foto: Vanessa
Hernandez

Obtencion de los huevos: Tras la incubacion de
las garrapatas en una cabina de vidrio durante 18
dias a 26 °C, con humedad de + 85 %, ocurrid la
ovoposicion (Figura 2). La masa de huevos de R.
microplus, se recolectd en tubos de ensayo que se
sellaron con cantidad suficiente de algoddn para no
permitir la fuga de las larvas, fueron llevados a
incubacion  nuevamente bajo las mismas
condiciones de temperatura y humedad, por 21
dias.

Fig. 2. Ovoposicion de R. microplus. Foto:
Vanessa Hernandez

Obtencion de las larvas: Luego de la eclosion
de los huevos se dejaron madurar las larvas de R.
microplus, por 14 dias mas (Figura 3).

Fig. 3. Larvas de R. microplus, observadas
a través de la lupa estereoscopica. Foto:
Vanessa Hernandez

Preparacion del extracto: El extracto etandlico
de las hojas de B. orellana L. al 20 %, se preparo
con una solucion de tween 80 (2 %).

Control positivo y control negativo: Se
prepararon tres placas de Petri del control negativo
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(Solucién Tween 80 al 2 % en agua destilada) y tres
placas para el control positivo Ivermectina al 0,1 %
(diluida con agua destilada). Con una pipeta
automatica se procedié a impregnar los papeles
filtro, dentro de las placas identificadas, con 2 mL
de la concentracion correspondiente del extracto de
las hojas. Posteriormente se colocaron sobre el
papel filtro, aproximadamente entre 100-120 larvas
por placa (con un pincel), las placas se sellaron
herméticamente utilizando cinta adhesiva.

Todas las placas (extracto y controles) fueron
colocadas en una cadmara de vidrio, en las mismas
condiciones de temperatura y humedad explicadas
anteriormente y se esperd 24 horas para hacer el
conteo de las larvas muertas y vivas utilizando una
lupa estereoscdpica y pinzas entomoldgicas.

En caso de que el extracto llegara a mostrar
actividad, se prepararian, 5 diluciones méas del
mismo a 10; 5; 2,5; 1,25 y 0,625 %, usando el
mismo control positivo y negativo, se probaria la
actividad garrapaticida por triplicado, siguiendo el
mismo procedimiento.

Para la determinacion del porcentaje (%) de
mortalidad: Se consideran larvas muertas aquellas
gque no caminan ni mueve sus patas cuando son

estimuladas con la pinza entomoldgica. Se cuenta
el nimero de larvas muertas y el total de larvas por
placa utilizando una lupa estereoscépica y pinzas
entomoldgicas, se calcula la mortalidad corregida
con la formula de Abbott [25].

Estudio estadistico: Los anlisis estadisticos se
realizaron con el programa IBM SPPS Statistict
editor de datos, versién 21 para Windows (SPSS
Inc., Chicago, IL, EE.UU). Con la finalidad de
determinar diferencias estadisticas en cada uno de
los analitos, se realiz6 un andlisis varianza
(ANOVA) de una sola via, como valores de media
(n=3) y desviacion estandar (DE).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se llevd a cabo una serie de pruebas para
determinar cualitativamente los compuestos
guimicos presentes en los diferentes extractos de
las hojas de B. orellana L., que permitieron
comprobar en los extractos hexanoico vy
diclorometanoico la presencia de esteroles y en el
extracto etandlico, alcaloides, esteroles vy
compuestos fendlicos (Tabla 1).

Resultados del tamizaje fitoquimico de los extractos de las hojas de B. orellana L.

Tabla 1.

. Reaccion de
Metabollt_os coloracion o EH ED EE
Secundarios P
precipitacion
Dragendorff +++
Alcaloides Wagner +++
Mayer +++
Esteroles +++ +++ +++
Liebermann-Burchard
Terpenos - - -
Compuestos fendlicos | Fe Cls - - +++
Flavonoides Shinoda - - -
Saponinas Prueba de la espuma - - -
Taninos Prueba de gelatina - - -
Cumarinas NH,OH/Luz UV - - -
Quinonas Prueba NH,OH - - -

+++ abundante, ++ moderado, + escaso, - ausente. EH: Extracto hexanoico, ED: Extracto

diclorometanoico; EE: Extracto etandlico.
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Los resultados obtenidos en este estudio,
coinciden, con lo reportado por Padro y cols.,
(2017) [26], quienes determinaron la composicion
quimica en la tintura al 10 % de B. orellana L.
recolectada en Cuba y lograron identificar
alcaloides, esteroles y fenoles, sin embargo,
difieren con este estudio, en algunos compuestos
quimicos como, cumarinas, saponinas,
flavonoides, triterpenos y taninos.

Por otra parte, Shahid-ul-Islam y cols., (2016)
[9], mencionaron 46 compuestos quimicos,
aislados e identificados por otros investigadores, de
diferentes partes de la especie B. orellana L., entre
los que se encontraban, carotenoides, terpenoides,
compuestos volatiles y otros compuestos, como
esteroles, flavonoides y polifenoles. En esta
investigacion se identificaron cualitativamente,
esteroles, compuestos fendlicos y alcaloides pero
no flavonoides.

De igual manera Mufioz (2015) [27], determino
la composicion de metabolitos secundarios
presentes en las hojas de B. orellana L., los
resultados obtenidos, coinciden con este aporte, en
la presencia de alcaloides y esteroles, sin embargo,
difieren en algunos metabolitos secundarios como,
triterpenos, flavonoides, saponinas y taninos, los
cuales estan ausentes en los extractos.

Las diferencias observadas al comparar este
trabajo con el de otros investigadores pueden
deberse tanto a los factores climaticos como
fisiolégicos de la planta, se conoce que
determinados rangos de temperatura, luz,
precipitaciones intervienen directamente en la
germinacioén, crecimiento y desarrollo de las

plantas y que estos factores no se comportan por
igual para todas, ni durante todo su ciclo de vida
[28]. Debido a que, en los diferentes estudios
realizados por otros investigadores, muestran
diferentes composiciones quimicas de B. orellana
L., recolectada en diferentes partes del mundo
donde hay caracteristicas ambientales diferentes a
Venezuela, podria ser este, un factor a tomar en
cuenta, que explicaria la diferencia en cuanto a la
composicion quimica.

Segun Waterman y Mole (1994) [29], el
contenido de metabolitos secundarios esti
influenciado por la velocidad de crecimiento, la
madurez, la condicién nutricional del suelo, la
depredacién y las enfermedades. Asi mismo
Santacoloma y Granados (2012) [30], afirmaron
que la aparicion de los metabolitos secundarios esta
relacionada con los mecanismos de defensa de la
planta y los efectos del suelo y del clima

Curva de calibracion del &cido galico: En la
determinacion del contenido de compuestos
fendlicos del extracto etandlico de las hojas de B.
orellana L., las curvas de calibracion del &cido
galico, se realizaron por triplicado, y las
correspondientes ecuaciones de la recta (y=
0,0251X - 0,1211 R2=0,9944; y=0,024X - 0,0707
R2=0,9951; y= 0,0229X - 0,0204 R2= 0,9957), se
emplearon para cuantificar el contenido total de
fenoles en la muestra analizada. Los valores de
absorbancia del extracto etandlico de las hojas de
B. orellana L., fueron reemplazados en la ecuacion.
En este estudio, el contenido de fenoles totales del
extracto etandlico, se corresponde a 0,89 + 0,07 ug
AG/mg de extracto seco (Tabla 2).

Tabla 2.
Cuantificacion de fenoles totales del extracto etanélico de las hojas de B. orellana L

T Concentracion Absorbancia 760 nm [ 1pg AG/mg de extracto seco [ Jug AG/mg de
X

pg/mL M A2 A3 C; C, Cs extracto seco = DE
Etandlico 50 1,137 1,135 1,136 0.89 0.81 0.97 0,89 + 0,07

AG = écido gélico; No existen diferencias estadisticamente significativa entre datos (p >0,05), con un nivel de confianza de 95%

Ul Islam y cols. (2011) [31] reportaron un
contenido de fenoles totales, en el extracto acuoso
de las hojas de Bixa orellana Linn, recolectada en
Bangladesh, de 99,99 mg de AG/g de extracto
(99,99 pg/mg de extracto), un valor muy por

encima al
investigacion.
Guimet (2012) [32], evalu6 la concentracion de
polifenoles totales, del extracto de las hojas de ocho
morfotipos de esta especie, recolectados en Perd,
obteniendo valores entre 43,45 + 0,52 mg de

reportado en este trabajo de
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catequina (CTQ)/100g y 48,72 + 0,36 mg
CTQ/100g. Este estudio no puede ser comparado
de forma objetiva con esta investigacion ya que los
investigadores utilizaron catequina como patrén y
no &cido galico.

Los metabolitos secundarios varian de acuerdo
a la edad de la planta, demostrando que el estado de
desarrollo de ésta afecta la biosintesis y
acumulacién de estos compuestos quimicos, siendo
las hojas jovenes maduras las que secretan mayor
cantidad de ellos, de esta manera puede afectar la
produccion 'y acumulacién de compuestos
fendlicos y flavonoides [33].

Otro factor que influye en la variedad de
compuestos fenolicos producidos por la planta, es
la disponibilidad de nutrientes, por ejemplo, el
estrés producido por nitrégeno provoca la
expresion de genes de la ruta de los flavonoides,
mientras que para el caso de la disponibilidad de
nitrato la ruta directamente afectada es la de los
fenilpropanoides (Sousa y cols., 2008) [34].

Las diferencias en la sintesis de metabolitos
secundarios como flavonoides, terpenos y fenoles,
podrian deberse a que en la mayoria de los
ecosistemas  existen grandes  diferencias
meteoroldgicas a lo largo del afio e interanualmente
(Valares, 2011) [35]. Factores ambientales como
temperatura y luz son desencadenantes de las vias
biosintéticas, de manera que las concentraciones de
compuestos fendlicos se incrementan cuando las
plantas estan expuestas a la luz solar [36].

Actividad antioxidante de los extractos de las
hojas de B. orellana L.

Determinacién de la actividad antioxidante
por el método DPPH: Los resultados de la
determinacion del porcentaje de inhibicion (% 1)
del radical DPPH, de los diferentes extractos a
una concentracion de 4 mg/mL (barrido inicial),
se muestran en la Figura 4.
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Fig. 4. % de inhibicion del radical DPPHe de los
extractos de las hojas de B. orellana L. a 4
mg/mL.

Porcentaje de inhibicion del extracto
etandlico y diclorometanoico, de las hojas de B.
orellana L.: La actividad antioxidante se determiné
en los extractos etanoélico y diclorometanoico de las
hojas de esta especie. En la Figura 5 se muestra la
comparacion de % | de los extractos etandlico y
diclorometanoico de las hojas de la especie en
relacién a las diferentes concentraciones.

En base a los datos obtenidos, se puede inferir
que el extracto etanolico de las hojas de B. orellana
L. presentd una mayor actividad antioxidante, con
% | por encima del 50 % con respecto al % 1 del
extracto  diclorometanoico en todas las
concentraciones (Figura 5).
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Fig. 5. Porcentaje de inhibicion (%l) de los extractos
etandlico y diclorometanoico de las hojas de B.
orellana L.

Concentracion eficiente 50 (ICso) en mg/mL
(n=3) de los extractos etandlico y
diclorometanoico de las hojas de B. orellana L..:
En este estudio, el extracto etandlico de las hojas
de B. orellana L. mostr6 un ICso de 0,26 mg/mL y
el extracto diclorometanoico 0,87 mg/mL (Figura
6).
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Fig. 6. ICs de los extractos etanblico y
diclorometanoico, de las hojas de B. orellana L.

Los resultados de ICsp encontrados en esta
investigacion, difiere de lo reportado por Mefiaca y
cols. (2018) [37], quienes evaluaron la actividad
antioxidante a través del método DPPH, de los
extractos de las semillas de B. orellana L,
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recolectadas en el Jardin Botanico de Tulud, Valle
del Cauca, Colombia, encontrando que estos
extractos que fueron obtenidos a través de fluidos
supercriticos (CO,), presentaron una ICsp de 23,5;
28,8; 37,2; 81,1 y 193,8 pg/mL; Ul Islam y cols.
(2011) [31] reportaron un ICs de 13 pg/mL, en el
extracto acuoso de las hojas de B. orellana Linn,
recolectada en Bangladesh, mientras que en este
estudio los valores de ICs, fueron 0,26 mg/mL
(260 pg/mL) para el extracto etanolico y 0,87
mg/mL (870 pg/mL) para el diclorometanoico. Es
decir, los extractos en esta investigacién mostraron
una menor actividad antioxidante.

Abayomi y cols. [38] determinaron la actividad
antioxidante con DPPH del extracto del colorante
obtenido de B. orellana, recolectada en Jamaica; el
material vegetal fue extraido utilizando un
protocolo &cido-base, obteniendo % | del radical
DPPH entre 5% a 48,9% (a concentraciones entre
0,25y 2,5 pg/mL), estos resultados estuvieron por
encima de los resultados conseguidos para el
extracto etanodlico en el presente trabajo que se
encontraron entre 64,2 y 87,1 % a concentraciones
de 0,25y 0,5 mg/mL respectivamente.

Estas diferencias pueden deberse a varios
factores que influyen en la concentracion de
metabolitos secundarios con actividad antioxidante
en la planta como son: Variedad del fruto, lugar de
la cosecha, altura y condiciones del suelo, parte de
la planta estudiada, clima. De igual forma, la luz,
es posiblemente el factor de mayor significacion,
ya que estd estrechamente relacionada con la
temperatura, varia con la estacién del afio y juega
un papel importante en la produccion de
metabolitos activos [28, 39].

Actividad garrapaticida del extracto
etandlico de las hojas de B. orellana L. contra R.
microplus, a través del método Prueba de
Paquete de Larvas (PPL): La actividad
garrapaticida del extracto etanolico de las hojas de
B. orellana L. sobre R. microplus se realiz6 por
triplicado (n=3), a través del método de Prueba de
Paquete de Larvas (PPL) [24]. Se pudo evidenciar
a través de este método que no se observo
mortalidad, es decir todas las larvas sobrevivieron
al tratamiento con el extracto etanolico de las hojas
al 20 %, en solucién acuosa de Tween 80 (2 %)
(Tabla 3).

Tabla 3.
Resultados de la supervivencia de las larvas de R. microplus,
tratada con el extracto etanélico de las hojas de B. orellana L. al
20%, en solucion acuosa de Tween 80 al 2%.

% de Mortalidad
Muestra
M; M, M3
Extracto etanélico 0+0,0 0+0,0 0+0,0
Sol Tween 80 (2%) 0+0,0 0+0,0 0+0,0
Ivermectina 0,1 % 100+0,0 | 100+0,0 | 100 +0,0

Mu23= muestras. Las determinaciones se realizaron por triplicado
(n=3), los resultados se muestran como % mortalidad + DE

De acuerdo a los resultados obtenidos, el
extracto etandlico de las hojas de B. orellana L. no
mostré actividad sobre las larvas de R. microplus,
es decir, resulto ser inocuo, obteniendo 100 % de
supervivencia de las mismas (Tabla 3).

Se ha evaluado la actividad garrapaticida en
extractos de aproximadamente 55 especies de
plantas pertenecientes a 26 familias, recolectadas
en diferentes regiones del mundo contra R.
microplus [39]. Entre las especies reportadas con
actividad garrapaticida tenemos: Trachyspermum
ammi [40]; Melia azedarach [41]; Azadirachta
indica [42]; Palicourea marcgravii [43];
Manilkara zapota [44] entre otras, sin embargo, no
se ha reportado hasta la actualidad el uso de la
especie B. orellana L. para el control de R.
microplus.

Es importante mencionar que Dimas (2011)
[45], relacion6 la mortalidad de larvas de R.
microplus, con una saponina llamada sapotoxina.
Se ha demostrado que las saponinas, estimulan la
penetracién de compuestos téxicos en las células
generando una accion sinérgica [46,47].

En esta investigacion, el extracto etandlico de
las hojas de B. orellana L., no mostré presencia de
saponinas, taninos ni otros metabolitos a los que se
les haya reportado actividad garrapaticida, ni
tampoco presenté actividad contra las larvas de R.
microplus, se podria inferir que la ausencia de estos
metabolitos secundarios podria ser el origen de este
resultado.

Sin embargo, a esta especie si se le ha atribuido
otras propiedades medicinales en animales
domeésticos, como en el hongo de cerdos y aves
[48], en la coriza infecciosa de las gallinas,
producida por A. paragallinarum [49]. Estos
reportes condujeron a tratar de probar la efectividad
del extracto polar de las hojas de esta planta sobre
la larva de la garrapata del ganado vacuno, que
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tantas pérdidas econémicas causan en Venezuela,
Latinoamérica y el resto del mundo. Sin embargo,
no se logré demostrar actividad sobre las mismas.

CONCLUSIONES

Los extractos hexanoico y diclorometanoico de
las hojas de B. orellana L. mostraron la presencia
de esteroles y el extracto etandlico, alcaloides,
esteroles y compuestos fendlicos. El contenido de
fenoles totales del extracto etandlico es 0,89 ug
AG/mg.

Los extractos etandlico y diclorometanoico,
presentaron una concentracién inhibitoria (1Cso) de
0,26 mg/mL y 0,87 mg/mL y el % I del radical
DPPH fue de 87,1 y 31,0 respectivamente a la
concentracion de 0,75 mg/mL.

El extracto etanolico de hojas de esta especie no
mostré actividad sobre las larvas de la garrapata del
ganado (R. microplus), ya que estas tuvieron un
porcentaje de supervivencia de 100 % después del
tratamiento.
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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la
composicién quimica y la actividad bioldgica de
los aceites esenciales de las partes vegetativas de
Piper marginatum Jacq. y P. tuberculatum Jacq.,
especies pertenecientes a la familia Piperaceae,
colectados en la costa ecuatoriana. Los aceites
esenciales fueron extraidos por hidrodestilacion y
caracterizados mediante CG-EM. La actividad
antimicrobiana fue evaluada mediante la técnica de
microdilucién en caldo frente a las bacterias
Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia
coli ATCC 25922 Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Klebsiella pneumoniae ATCC
700603 y la levadura Candida albicans ATCC
10231. La actividad antioxidante se evalud
empleando el método de DPPH (1,1-difenil-2-
picril-hidrazil). EI componente mayoritario en el
aceite esencial de P. marginatum fue el curzereno
(22,4%), vy el del aceite de P. tuberculatum fue el
dilapiol (49,15%). EIl aceite esencial de P.
tuberculatum inhibid el crecimiento de S. aureus

(CMI=50-100 pg/mL) y E. coli (CMI= 200-400
png/mL), mientras que el aceite esencial de P.
marginatum resulté ser moderadamente activo
frente a dichas cepas (CMI= 400-800 pg/mL). Los
porcentajes de inhibicion del DPPH fueron muy
limitados, menores al 50%. Este es el primer
reporte de la composicién quimica, actividad
antimicrobiana y antioxidante de los aceites
esenciales de P. marginatum y P. tuberculatum
recolectados en las costas ecuatorianas. Estos
resultados indicarian el potencial significativo de
los aceites esenciales evaluados para el desarrollo
de productos antibacterianos.

PALABRAS CLAVE

Aceite esencial, Piper marginatum, Piper
tuberculatum, actividad antimicrobiana, actividad
antioxidante.

ABSTRACT

The aim of this work was to determinate the
chemical composition and evaluate the biological
activity of the essential oils of the vegetative parts
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of Piper marginatum Jacg. and P. tuberculatum
Jacq., species belonging to the Piperaceae family,
collected in the Ecuadorian coast. The essential oils
were extracted by hydrodistillation and
characterized by GC-MS. The antimicrobial
activity was evaluated using the broth
microdilution technique against Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC
29212,  Escherichia coli ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603 and Candida albicans
yeast ATCC 10231. The antioxidant activity was
evaluated using the DPPH (1, 1-diphenyl-2-picryl-
hydrazyl) method. The major component in the
essential oil of P. marginatum was curzerene
(22.4%), and in P. tuberculatum was dillapiol
(49.15%). The essential oil of P. tuberculatum
inhibited the growth of S. aureus (MIC = 50-100
pg/mL) and E. coli (MIC =200-400 pg/mL), while
that the essential oil of P. marginatum showed
moderate activity against these strains (MIC = 400-
800 pg/mL). Very limited inhibition percentages
were obtained, less than 50%. This is the first report
of the chemical composition, antimicrobial and
antioxidant activities of the essential oils of P.
marginatum and P. tuberculatum collected from
Ecuadorian coast. These results would indicate the
significant potential of the essential oils evaluated
for the development of antibacterial products.

KEY WORDS

Essential oil, Piper marginatum, Piper
tuberculatum, antimicrobial activity, antioxidant
activity.

INTRODUCCION

caracteristicas aromaticas, son empleadas en
perfumeria y en las industrias alimenticia y
farmacéutica [5].

En la medicina tradicional de América Latina,
Piper marginatum es frecuentemente utilizada en
América Central, América del Sur y las Antillas
como analgésico, contra  enfermedades
gastrointestinales y urinarias [6], mientras que P.
tuberculatum se emplea como diurético,
analgésico, para tratar desordenes digestivos y
mordeduras de serpientes [7].

Algunos de estos efectos son atribuidos a los
componentes quimicos presentes en los aceites
esenciales de este género, entre ellos
fenilpropanoides, como el safrol, dilapiol, trans
anetol y miristicina; ademas monoterpenos o
sesquiterpenos [4].

El estudio de la actividad farmacoldgica de los
aceites esenciales de Piper [8,9,10], esta dirigido
hacia el descubrimiento de nuevas alternativas
terapéuticas Utiles en el tratamiento de
enfermedades infecciosas, muchas de estas con
resultados satisfactorios. Ademas, se han realizado
investigaciones basadas en las actividades larvicida
e insecticida de los fenilpropanoides presentes en
los aceites esenciales de estas plantas [11].

El objetivo del presente estudio fue analizar los
aceites esenciales obtenidos de las partes
vegetativas de P. marginatumy P. tuberculatum de
la costa ecuatoriana y evaluar sus actividades
antimicrobiana y antioxidante.

MATERIALES Y METODOS

Piper L. y Peperomia Ruiz & Pav., son los
géneros mas grandes y conocidos dentro de la
familia Piperaceae [1]. El género Piper comprende
alrededor de 2000 especies ampliamente
distribuidas en las regiones tropicales vy
subtropicales del mundo [2]. Su presencia es
mayoritaria en los Neotrdpicos, donde se han
registrado hasta 1804 especies, desde el norte de
México hasta Chile y Argentina [3,4]. Por sus

Material vegetal: Las hojas de P. marginatum
Jacg. y P. tuberculatum Jacq., fueron colectadas en
el canton Cumanda en la provincia de Chimborazo
y en el canton El Triunfo, provincia del Guayas,
Ecuador, respectivamente. La identificacion de las
muestras botanicas se realiz6 en el Herbario GUAY
de la Facultad de Ciencias Naturales de la
Universidad de Guayaquil, Ecuador, donde se
depositaron los vouchers de los especimenes bajo
los cédigos MERO6 (P. marginatum) y MERO7 (P.
tuberculatum).

Extraccion del aceite esencial: Las hojas
frescas (300 g) de cada especie de Piper se
sometieron a hidrodestilacion, utilizando la trampa
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de Clevenger durante cuatro horas. Los aceites
obtenidos se secaron con Na;SO. anhidro y se
conservaron en viales herméticamente cerrados a 4
°C protegidos de la luz hasta su analisis.

Cromatografia de gases acoplada a
Espectrometria de Masas: El analisis cualitativo
y cuantitativo de los aceites fue realizado por CG-
FID/CG-EM [12]. La temperatura de inyeccion fue
de 250°C. La temperatura del CG fue programada
como se describe a continuacion: temperatura
inicial de 60°C (1,0 min) con incremento de 4°C a
200°C y luego a 10°C/min hasta una temperatura
final de 280°C. El gas portador fue He a 1,0
mL/min, valor constante. El analisis CG-EM fue
obtenido en un equipo cromatografico Hewlett
Packard 6890 series Il, acoplado a un sistema de
espectrometria de masas Hewlett Packard 5973
equipado con un inyector automatico. Se utilizé
una columna capilar HP-5 de 30 m de longitud,
0,25 mm de diametro y 0,25 um de espesor de
pelicula. La energia de ionizacion fue de 70 eV.
Una muestra de 1 uL de la solucion al 2% del aceite
en n-heptano fue inyectada con reparto de 100:1.
La identificacion de los componentes volatiles de
los aceites esenciales obtenidos se hizo a través de
las bases de datos Wiley y Nist y por calculo de los
indices de Kovats. Los indices de Kovats fueron
calculados en relacion con una mezcla de n-alcanos
Cs-Ca4 y comparados con valores en la literatura. El
método de normalizacién para los picos que
representan el area fue usado para calcular el
porcentaje de composicién del aceite esencial
[12,13].

Actividad antioxidante: Para determinar la
actividad antioxidante de los aceites, se realizo el
ensayo de eliminacion de radicales libres descrito
por Lai y col. con menores modificaciones [14],
empleando el radical libre 2,2-difenil-1-
picrilhidracilo (DPPHe). Se prepard una solucion
metanodlica de cada aceite a una concentracion de
40 mg/mL. A 0,2 mL de cada una de las soluciones
de aceite esencial se le adiciond 2,8 mL de una
solucién de DPPH- (6 x 102 mM). La mezcla fue
agitada vigorosamente y conservada en oscuridad a
temperatura ambiente durante 30 minutos. La
absorbancia fue medida en un espectrofotometro
UV-visible Genesys 10 BIO a 517 nm. Como
control negativo se utilizé una solucién compuesta
de 2,8 mL de DPPH y 200 uL de metanol y como

estandar antioxidante de referencia, una solucion
metanodlica de &cido ascorbico a una concentracion
de 176 pg/mL. Los ensayos se realizaron por
triplicado. Todos los reactivos empleados en el
analisis fueron de grado analitico. El radical libre
2,2-difenil-1-picrilhidracilo, el metanol y el acido
ascorbico fueron suministrados por Sigma-Aldrich.
La actividad antioxidante fue expresada como el
porcentaje de inhibicion de la absorciéon de los
radicales (% 1), el cual se calculé siguiendo la
siguiente ecuacion: [15,16]:

Abs DPPH - Abs muestra
% I= X

Abs DPPH

Actividad antimicrobiana: La actividad
antimicrobiana fue evaluada frente a las bacterias
Gram positivas: Staphylococcus aureus (ATCC
25923) y Enterococcus faecalis (ATCC 29212); y
las Gram negativas: Escherichia coli (ATCC
25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603) y frente a
la levadura Candida albicans (ATCC 10231).

Las cepas microbianas se conservaron a 4°C
realizando siembras periddicas en agar cerebro
corazon (agar BHI) para el mantenimiento de E.
faecalis debido a sus exigencias metabdlicas, en
agar nutritivo (AN) para S. aureus, P. aeruginosa,
K. pneumoniae y E. coli, y en agar Dextrosa
Sabouraud (ADS) para la levadura C. albicans.
Todos los medios fueron adquiridos en Oxoid. Los
ensayos de la deteccibn de actividad
antimicrobiana se ejecutaron a partir de cultivos
desarrollados a 37 °C durante 24 h en agitacion
orbital en caldo nutritivo (CN), caldo infusion
cerebro corazon (BHI) y medio liquido Sabouraud
(MLS), segin el  microorganismo. La
concentracion minima inhibitoria (CMI), la
concentracion minima bactericida (CMB) vy
concentracion minima fungicida (CMF) de los
aceites esenciales frente a cada microorganismo
fueron determinadas por triplicado, usando el
método de microdilucién en caldo [17]. Las
soluciones concentradas de los aceites fueron
preparadas en DMSO (50.000 pg/mL), a partir de
las cuales se realizaron diluciones en medio de
cultivo (CN, BHI o MLS) y se distribuyeron a
concentraciones seriadas en los pozos de la
microplaca, donde la proporcion de DMSO nunca
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excedio el 1% v/v. La concentracién inicial de
microorganismos en todos los pozos fue de 1-5 x
10% UFC/mL, excepto en aquellos que se usaron
como control negativo que solo contenian medio
liquido. Para garantizar el crecimiento microbiano
se usaron pozos como controles con células
disueltas en el medio de cultivo, algunas carentes
de aceites y otras tratadas con DMSO a la maxima
concentracion usada, para evidenciar la inocuidad
de este disolvente. Las placas de 96 pozos fueron
incubadas durante 24 h a 37 °C en agitacion orbital
y tras ese tiempo el crecimiento fue monitoreado
por medicién del incremento de la densidad Optica
a 550 nm utilizando un lector de microplacas
(Biotek). De todos los pozos sin crecimiento visible
se sacaron alicuotas de 100 pL que fueron
subcultivadas en placas con AN, agar BHI o ASD
e incubadas durante 24 h a 37 °C. Finalmente, el
establecimiento de la CMI definida como la
minima concentracion del aceite a la cual no hubo
crecimiento y la CMB o CMF como la minima
concentracion del aceite que produjo la muerte del
99,9 %, de la poblacidn inicial, se realizé mediante
los recuentos de células viables.

Andlisis estadistico: Los resultados obtenidos
fueron analizados utilizando el programa
estadistico Statgraphics Centurion version 17. Las
diferencias estadisticas entre las muestras se
determinaron mediante el anélisis de varianza
(ANOVA) a un nivel de confianza del 95%,
utilizando la prueba de diferencia honestamente
significativa (HSD) de Tukey.

RESULTADOS Y DISCUSION

Andlisis del aceite esencial: Los rendimientos
de los aceites esenciales fueron 0,2% para P.
marginatum y 0,8% para P. tuberculatum,
calculados en base al peso fresco del material
vegetal utilizado. Ambos aceites esenciales
presentaron color amarillo claro.

En la Tabla 1, se muestra la composicién
quimica de los aceites esenciales de P. marginatum
y P. tuberculatum, la cual indica el porcentaje de
area de cada compuesto, asi como sus tiempos de
retencion e indices de Kovats. Se logro determinar
un 93,83% de los componentes en el aceite esencial
de Piper marginatum, el cual se caracterizé por su

alto contenido de sesquiterpenos oxigenados
(49,61%) tales como curzereno (22,44%) y
atractilona  (18,15%), representando los
compuestos mayoritarios, seguido por
sesquiterpenos hidrocarbonados (25,18%),
especialmente germacreno D  (6,50%) vy
p-cariofileno (5,07%). Mientras que, en el aceite
esencial de P. tuberculatum, se identificé el
97,85% de los componentes quimicos, en su
mayoria de naturaleza fenilpropanoide (51,70%)
dentro de los cuales se determind dilapiol como
compuesto principal en un 49,15%.

Los compuestos curzereno Yy atractilona
detectados como principales en el aceite de P.
marginatum, también se han reportado en los
aceites esenciales de otras especies del género
Piper, pero con menor frecuencia [18,19]. El
sesquiterpeno curzereno ha mostrado propiedad
anticancerigena frente a distintas lineas celulares
tanto en ensayos In Vitro como In Vivo [20] y se le
ha atribuido una significativa actividad frente al
melanoma [21].

Estudios previos reportan que el curzereno se
forma a través de una reaccién [3.3]-sigmatrépica
o rearreglo de Cope [22], a partir de 1,4-dienos,
tales como el furanodieno, presentes en los aceites
esenciales. Estas reacciones pueden ocurrir durante
el proceso de extraccion de aceite y/o durante un
analisis de cromatografia de gases, en las cuales se
han empleado temperaturas superiores a 200 °C,
debido a la sensibilidad térmica del furanodieno
[23].

Estudios previos sefialan a los sesquiterpenos
dentro de los componentes predominantes en la
composicién quimica del aceite esencial de P.
marginatum. Asi, se identificaron
mayoritariamente  sesquiterpenos como el
germacreno D (36,6%), p-elemeno (12,6%),
germacreno B (12,4%), en el aceite esencial de P.
marginatum recolectado en el municipio de
Turbaco, Colombia [24], mientras el aceite esencial
de las raices de P. marginatum recogidas en Porto
Velho en Brasil, tuvo en su mayoria compuestos
sesquiterpénicos como el biciclogermacreno
(9,4%), germacreno D (8,33%), germacreno B
(8,07%) [25].
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TABLA 1.
Composicién quimica de los aceites esenciales de P. marginatum y P. tuberculatum

TR Area (%) ’ IKcal Area (%) ’ IKcal
Compuestos " . IKtab
(min.) P. marginatum P. tuberculatum
a-Pineno 541 2,34 930 1,01 930 932
Sabineno 6,31 0,12 962 0,29 962 969
-Pineno 6,41 2,93 965 0,43 965 974
S-Mirceno 6,69 0,10 974 0,51 984 988
a-Felandreno 7,09 - - 0,48 996 1002
a-Terpineno 7,41 - - 0,85 1005 1014
p-Cimeno 7,62 0,15 1002 1,16 1020
Limoneno 7,74 1,79 1007 4,40 1018 1024
1,8 Cineol 7,85 - - 0,37 1023 1026
(2)-p-Ocimeno 7,94 1,39 1017 0,98 1027 1032
(e)-p-Ocimeno 8,25 2,58 1030 2,30 1041 1044
y-Terpineno 8,59 - - 0,89 1055 1054
Linalool 9,80 0,10 1093 1,32 1093 1095
Terpinen-4-ol 12,30 0,11 1175 0,92 1175 1174
Cuminaldehido 14,30 - - 0,60 1239 1246
Piperitona 14,80 291 1256 19,57 1259 1249
o-Terpinen-7-al 15,76 - - 0,52 1286 1281
Safrol 15,88 - - 0,54 1290 1285
Z-Isosafrol 15,96 - - 0,48 1292 1282
Carvacrol 16,26 - - 0,28 1302 1298
S-Elemeno 19,20 3,02 1392 - - 1406
p-Cariofileno 20,07 5,07 1421 1,14 1421 1417
trans-a-Bergamoteno 20,53 - - 0,41 1437 1432
a-Humuleno 21,12 1,50 1458 0,54 1458 1452
Alloaromadendreno 21,34 111 1465 - - 1461
Germacreno D 21,96 6,50 1486 2,60 1486 1484
Germacreno A 22,37 3,16 1510 0,50 1499 1508
Biciclogermacreno 22,42 - - 0,73 1501 1500
Curzereno 22,45 22,44 1502 - - 1499
Valenceno 22,71 - - 0,32 1510 1499
§-Cadineno 22,98 - - 1,34 1519 1522
Miristicina 23,13 - - 1,53 1524 1523
Elemol 23,97 6,29 1550 - - 1548
Germacreno B 24,21 4,82 1557 0,37 1557 1559
trans-Nerolidol 24,34 - - 0,30 1561 1569
Espatulenol 24,81 1,92 1574 - - 1577
Oxido de cariofileno 24,98 0,22 1579 - - 1582
Viridiflorol 25,23 - - 1,02 1587 1592
Dilapiol 26,12 4,52 1618 49,15 1624 1620
S-Eudesmol 26,86 0,31 1648 - - 1649
a-Eudesmol 26,95 0,28 1652 - - 1652
Atractilona 28,10 18,15 1697 - 1657
Monoterpenos hidrocarbonados 11,25 12,14
Monoterpenos oxigenados 3,12 22,70
Sesquiterpenos hidrocarbonados 25,18 7,95
Sesquiterpenos oxigenados 49,61 1,32
Fenilpropanoides 4,52 51,7
Otros compuestos 0,15 2,04
Total de componentes identificados 93,83 97,85
TR= Tiempo de retencion; I1Kcal= indice de Kovats calculado; IKtab= indice de Kovats tabulado
Por el contrario, otras investigaciones de aceites esta especie de Brasil revelé como principal
de P. marginatum realizadas en paises de América compueto a Z-asarona (30,4%), mientras que
Central y otros de Sudamérica reportan los E-asarona fue mayoritario en la inflorescencia

compuestos  fenilpropanoides como los (22,1%) y tallo (32,6%) [26].
mayoritarios. Asi, el aceite esencial de las hojas de
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Ademés, en el analisis del aceite esencial de 22
muestras de hojas de P. marginatum colectadas en
diferentes areas de la Amazonia brasilefia, se
encontraron  siete  quimiotipos  ricos  en
fenilpropanoides o sus derivados [27]. P.
marginatum de Costa Rica exhibi6 anetol (45,9%)
como compuesto mayoritario [28], mientras que, el
aceite esencial de esta especie de Piper colectada
en el municipio de Acandi, en Colombia, presentd
cis-p-anetol (46,3%) y estragol (28,9%) como
principales [24].

La comparacion de los resultados obtenidos en
el andlisis quimico del aceite esencial de P.
marginatum colectada en la provincia de Guayas
que se sefialan en este trabajo con los reportados
previamente en la literatura cientifica, permite que
se aprecie una diferencia significativa en cuanto a
los compuestos determinados y su proporcion. Es
bien conocido que la ubicacion geogréfica y la
condicién del habitat afectan significativamente la
composicion quimica de los aceites esenciales [24],
en este sentido, Moraes y col. (2014) [29]
investigaron el efecto del tiempo de coleccion de
las hojas de P. marginatum sobre el rendimiento
del aceite esencial y sus componentes quimicos, e
indicaron un cambio en el ritmo circadiano, ya que
la  proporcion de las clases quimicas
predominantes, fenilpropanoides y sesquiterpenos,
variaron significativamente en las muestras
colectadas en diferentes tiempos durante 24 h.

Estudios sobre la composicion quimica del
aceite esencial de P. tuberculatum de Venezuela,
reportan un  predominio del  compuesto
fenilpropanoide dilapiol [30], lo cual coincide con
lo encontrado en la presente investigacion. Sin
embargo, estos datos difieren de la composicion
quimica de aceites esenciales de las hojas de esta
especie colectadas en otras regiones, ya que los
sesquiterpenos  fueron el grupo quimico
predominante. Asi, el aceite esencial de las hojas
de P. tuberculatum colectadas en Brasil, contenian
mayoritariamente  S-cariofileno  (40,2%) vy
espatulenol (15,77%) y los tallos, p-cariofileno
(32,1%) [31,32]; en Colombia, el compuesto
mayoritario fue p-farneseno [33]; mientras en
Venezuela, fue el espatulenol (15,77%) [34].
También se ha informado de la presencia de
monoterpenos como el a-pineno (26,54%) y

S-pineno (27,74%) en el aceite esencial de los
frutos de P. tuberculatum [35].

Esta variabilidad intraespecifica  puede
responder a la ubicacion geografica, las
condiciones ambientales y a las diferencias
genéticas [7]. La presencia de dilapiol en las
muestras colectadas en Ecuador, indicaria que P.
tuberculatum  pertenece a una  variedad
quimiotaxondmica diferente a las de otras regiones.
El dilapiol se ha reportado como constituyente
principal del aceite esencial de P. aduncum y posee
una excelente capacidad insecticida y fungicida
[36].

Actividad antioxidante: La aplicacién del
método del radical libre DPPH es una manera
relativamente simple de evaluar la actividad
antioxidante de extractos naturales debido a su
fuerte capacidad donadora de hidrdgeno. La
capacidad antioxidante de los aceites esenciales se
determind a una concentracion de 40 mg/mL. Los
porcentajes de inhibicion (% 1) fueron 21% para P.
marginatum y 45% para P. tuberculatum (Tabla 2).
Para calcular la concentracién inhibitoria media
(ICs0), el % I debe ser superior a 50% [37]. Estos
resultados indican que la capacidad antioxidante de
estos aceites esenciales es muy limitada. No se
encontraron diferencias significativas entre los
porcentajes de inhibicion de los aceites esenciales
de las especies evaluadas y el control (p < 0,05).

TABLA?2.

Actividad antioxidante de los aceites esenciales por el método
DPPH

Aceites esenciales  Porcentaje de inhibicion”

P. marginatum 21,16 £ 0,58°
P. tuberculatum 44,67 +0,39°
Control positivo

84,01 £ 0,25°

Acido ascorbico

“Los valores se muestran como la media + desviacion
estandar (n=3). Valores con letras distintas difieren
estadisticamente en el test de Tukey (p < 0.05)

Es conocido que las propiedades antioxidantes
de los aceites esenciales se deben particularmente a
la capacidad que poseen algunos de sus
componentes, como los fenoles y terpenoides, para
retrasar el estrés oxidativo en el sistema bioldgico.
Sin embargo, algunos mecanismos propuestos
explican que, mientras los compuestos fendlicos
reaccionan rapidamente con los radicales peroxilo
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blogueando la cadena oxidativa, los compuestos
terpenoides presentes en el aceite esencial,
principalmente los insaturados, pueden ser
degradados por autooxidacion, de manera similar a
los lipidos insaturados, produciendo mas especies
reactivas capaces de propagar la cadena oxidativa
[38]. Este hecho puede explicar la escasa capacidad
antioxidante (21,16%) que presentd el aceite
esencial de P. marginatum, ya que el analisis de la
composicién  quimica  arroj6  porcentajes
importantes de monoterpenos hidrocarbonados,
sesquiterpenos hidrocarbonados y sesquiterpenos
oxigenados, en un 11,25%, 25,18% y 49,61%,
respectivamente. La presencia de curzereno como
compuesto mayoritario (22,44%) pudo haber
limitado la actividad antioxidante del aceite, lo que
es similar a lo reportado en el estudio del aceite
esencial de Eugenia uniflora L. que con un
contenido de curzereno de 50,6% mostro un % | de
42,8% [21].

Podria esperarse una buena actividad
antioxidante de los aceites esenciales con un gran
contenido en compuestos fenolicos y un contenido
modesto en terpenos insaturados. P. tuberculatum
probablemente no mostr6é actividad antioxidante
(% 1<50), a pesar de que dilapiol fue el compuesto
mayoritario (49,15%), ademas safrol, Z-isosafrol y
carvacrol también estaban presentes, esto debido a
la presencia de terpenos insaturados minoritarios
en el aceite esencial, los que podrian causar una
reduccion de la capacidad antioxidante de estos
compuestos fendlicos [39].

Una investigacion realizada en Colombia en la
gue se determind la actividad antioxidante de los
aceites esenciales de dos especimenes de P.
marginatum, mostré que uno de los aceites con
elevado contenido de fenilpropanoides, present6
una actividad antioxidante de 60% a una
concentracion de 2,5 pg/mL y el otro con
germacreno D como componente mayoritario, tuvo
una actividad de 90% a una concentracion de 2
pg/mL [24]. En Brasil, el aceite esencial de las
raices de P. marginatum con el compuesto
fenilpropanoide (E-anetol) predominante, mostrd
una actividad antioxidante de 93% a una
concentracion de 200 pg/mL [25]. En adicién, este
es el primer reporte sobre la actividad antioxidante
del aceite esencial de P. tuberculatum.

Actividad antimicrobiana: La actividad
antimicrobiana de los aceites esenciales de P.
marginatum y P. tuberculatum fue evaluada frente
a  cepas bacterianas Gram positivas
(Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis),
Gram negativas (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa y Klebsiella pneumoniae) y frente a la
levadura Candida albicans.

La Tabla 3 muestra las concentraciones
minimas inhibitorias (CMIs), las concentraciones
minimas bactericidas (CMBs) vy las
concentraciones minimas fungicidas (CMFs) de los
aceites esenciales frente a las estirpes microbianas
determinadas por el método de microdilucion en
caldo. El analisis estadistico indicd que no existen
diferencias significativas entre la actividad
antimicrobiana de los aceites esenciales evaluados
(p=0,9482).

El aceite de P. tuberculatum ejercié un potente
efecto inhibitorio sobre el crecimiento de S. aureus
y E. coli, ya que se registraron CMIs de 50-100
pg/mL y de 200-400 pg/mL, respectivamente;
ademas, se evidencié una accion bactericida a la
concentracion de 200 pg/mL frente S. aureus y de
800 pg/mL frente E. coli. Sin embargo, ambas
estirpes bacterianas exhibieron una sensibilidad
moderada al aceite esencial de P. marginatum
(CMls de 400-800 pg/mL y CMBs de 800 pg/mL).

Ambos aceites esenciales mostraron una
actividad antimicotica moderada frente a
C. albicans (CMI de 800-1600 pg/mL y CMF de
3200 pg/mL), pero inhibieron débilmente el
crecimiento de las bacterias Gram negativas P.
aeruginosa (1600-3200 pg/mL) y K. pneumoniae
(3200-6400 pg/mL). E. faecalis resultd ser
insensible a la accion de los dos aceites hasta la
concentracion de 6400 pg/mL.

Resultados similares fueron publicados en un
estudio realizado en Brasil por Duarte y col (2007)
[39], quienes mediante ensayos de microdilucion
evaluaron la actividad antibacteriana del aceite
esencial de P. marginatum frente a dos serotipos de
E. coli y reportaron CMIs de 700y 900 pg/mL para
los serotipos STEC0157 'y EPEC0312,
respectivamente. Sin embargo, estos autores
sefialaron que el aceite de P. marginatum no
exhibié actividad frente a C. albicans a
concentraciones inferiores de 2000 pg/mL [40].
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TABLA3
Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de P. marginatum y P. tuberculatum expresada como Concentracién minima inhibitoria

(CMI pg/mL)

Aceites esenciales (ug/mL)

Microorganismo P. marginatum P. tuberculatum
CMI CMB/CMF CMI | CMB/CMF

Bacterias Gram positivas

S. aureus ATCC 25923 400-800 800 50-100 200

E. faecalis ATCC 29212 >6400 >6400 >6400 >6400

Bacterias Gram negativas

E. coli ATCC 25922 400-800 800 200-400 800

P. aeruginosa ATCC 27853 1600-3200 6400 1600-3200 3200

K. pneumoniae ATCC 700603 3200-6400 >6400 3200-6400 >6400

Levadura

C. albicans ATCC 10231 800-1600 3200 800-1600 3200

CMI: concentracion minima inhibitoria; CMB: concentracién minima bactericida; CMF: concentracion minima

fungicida; ATCC: American type culture collection

La investigacién sobre la determinacion de la
actividad antimicrobiana, por el método de
microdilucién, frente las bacterias ATCC
Salmonella enterica ser. Typhimurium, P.
aeruginosa, Bacillus subtilis y S. aureus de aceites
esenciales extraidos (usando dioxido de carbono
supercritico) de las semillas de P. tuberculatum,
mostré un efecto inhibitorio pero no letal de los
aceites sobre el crecimiento de S. aureus y B.
subtilis en TBS, pero estos aceites no tuvieron
ningun efecto antibacteriano frente a P. aeruginosa
y S. enterica Typhimurium [33].

Estos resultados avalarian los usos tradicionales
de P. marginatum y P. tuberculatum en casos de
afectaciones dermatolégicas y en trastornos
gastrointestinales, entre ellos, diarrea [6,7].

Una de las propiedades de los aceites esenciales
responsable de su actividad antimicrobiana, es su
caracter hidrofébico, por el cual, pueden romper las
cadenas lipidicas presentes en las membranas
celulares de los patdgenos, permeabilizandolas y
causando la pérdida de componentes intracelulares
vitales [41].

La capacidad antimicrobiana de los aceites
esenciales podria estar condicionada por la
actividad de sus componentes mayoritarios, sin
embargo, hay evidencia del papel fundamental que
desempefian los compuestos minoritarios, al
producir un efecto sinérgico entre componentes
[41]. Aceites esenciales ricos en curzereno y en
dilapiol como los de esta investigacion han
demostrado su efectividad antibacteriana [42,43].

Asi mismo, algunos de los compuestos minoritarios
identificados como a y f pineno, piperitona, safrol,
limoneno, S—cariofileno poseen probada actividad
antibacteriana [41,44,45].

CONCLUSIONES

Los principales constituyentes quimicos
encontrados en el aceite esencial de P. marginatum
fueron los sesquiterpenos oxigenados, curzereno y
atractilona, mientras que el aceite esencial de P.
tuberculatum se caracterizd por la presencia del
fenilpropanoide dilapiol. La actividad antioxidante
de los aceites esenciales de las especies de Piper
estudiadas fue limitada, con un porcentaje de
inhibicion menor al 50%. Los resultados
demuestran la capacidad inhibitoria de los aceites
contra bacterias de importancia clinica como E.
coli y S. aureus, lo cual avalaria sus aplicaciones
etnoboténicas en casos de enfermedades
dermatolégicas y gastrointestinales,
considerandolos una fuente significativa de nuevos
productos antibacterianos.
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RESUMEN

La microbiologia del agua de los lagos
cratéricos volcanicos es un aspecto que se esta
investigando ampliamente, motivado a que su
conocimiento puede ayudar a comprender el origen
de la vida en la tierra, asi como descubrir nuevas
sustancias quimicas de origen microbiano con
distintas aplicaciones farmacéuticas e industriales.
En Ecuador existen cinco lagos cratéricos
volcanicos, pero son muy pocos los estudios
microbiologicos. Por ello, el objetivo del trabajo
fue realizar un estudio preliminar sobre la
microbiologia del agua del lago cratérico Cuicocha,
situado a 3072 m.s.n.m. en la Provincia de
Imbabura-Ecuador. Se recolectaron muestras de
agua provenientes de ocho sitios de muestreos
segun lo indicado por la norma ecuatoriana NTE-
INEN-2169-2013. Se cuantificaron los grupos
bacterianos mediante la técnica de filtracion de
membrana de acuerdo con lo indicado por
Andueza (2007) utilizando el agar R.A para las
bacterias heterétrofas, el agar azul eosina de
metileno para coliformes totales, agar cetrimida
para Pseudomonas, agar manitol salado para
Staphylococcus y el agar sabouraud con
cloranfenicol para los hongos. En el andlisis

microbioldgico se logré contabilizar un valor
promedio de bacterias heter6trofas de 1,65 x 102
UFC/mL, Pseudomonas de 1,25 x 10 UFC/mL,
Staphylococcus de 0,6 x 10 UFC/mL y hongos de
0,4 x 10 UFC/mL. En ninguna de las muestras se
detectaron coliformes. Los valores del recuento
microbioldgico indican que se trata de un agua no
estéril con una poblacion microbiana viable
cultivable escasa, la cual debe ser identificada,
caracterizada, estudiada y preservada.

PALABRAS CLAVE

Microbiologia, lagos cratéricos volcénicos,
Cuicocha, Imbabura, Ecuador.

ABSTRACT

The microbiology of the water of volcanic
crater lakes is an aspect that is being widely
investigated, so that its knowledge and
understanding can help to know the origin of life
on earth, as well as find new chemical substances
of microbial origin with different pharmaceutical
and industrial applications. In Ecuador there are
five volcanic crater lakes, but there are very few
microbiological studies.
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Therefore, the objective of the work was to carry
out a preliminary study on the microbiology of the
water of the Cuicocha crater lake, located at 3,072
meters above sea level. in the Province of
Imbabura-Ecuador. Water samples were collected
from eight sampling sites as indicated by the
Ecuadorian  standard  NTE-INEN-2169-2013.
Bacterial groups were quantified by means of the
membrane filtration technique as indicated by
Andueza (2007) using R2A agar for heterotrophic
bacteria, methylene blue eosin agar for total
coliforms, cetrimide agar for Pseudomonas, salty
mannitol agar for Staphylococcus and sabouraud
agar with chloramphenicol for fungi. In the
microbiological analysis, an average value of
heterotrophic bacteria of 1.65 x 102> CFU/mL,
Pseudomonas of 125 x 10 CFU/mL,
Staphylococcus of 0.6 x 10 CFU/ mL and fungi of
0.4 x 10 CFU/mL was recorded. Coliforms were
not detected in any of the samples. The
microbiological count values indicate that we are in
the presence of a non-sterile water with a few
viable culturable microbial populations, which
must be identified, characterized, studied, and
preserved.

KEY WORDS

Microbiology, volcanic crater lakes, Cuicocha,
Imbabura, Ecuador.

INTRODUCCION

La actividad volcanica ha jugado un papel
importante en la formacion de lagos y lagunas en
varias regiones del mundo [1,2].

Los lagos cratéricos son lagos volcanicos
alojados en las calderas de volcanes. Estos
volcanes pueden formar crateres centrales o en la
cima a través de procesos eruptivos explosivos.
Luego de la conformacion del crater, debido a
influencias climaticas, geoquimicas, procesos
hidrogeoldgicos y de desgasificacion, el crater se
va llenando de agua y forma un lago cratérico a lo
largo de milenios [3].

Los lagos volcanicos cratéricos son sitios con
diversas condiciones extremas, tales como alta

incidencia de rayos UV, altas concentraciones de
sales, ubicacion en altitudes por encima de los 3000
m.s.n.m., temperaturas bajas y oligotrofia. A pesar
de estas condiciones extremas para la vida, las
investigaciones realizadas en varios lagos
cratéricos ubicados en diferentes partes del mundo,
indican que estos ambientes no son estériles y en
ellos se han detectado diversos tipos de
comunidades microbianas que viven en estos
ecosistemas acuaticos, siendo tolerantes a grandes
fluctuaciones en los factores ambientales, asi como
con caracteristicas fenotipicas y genotipicas
especiales que les han permitido adaptarse a estos
ecosistemas a través del tiempo [4, 5, 6, 7].

En Ecuador existen varios lagos cratéricos,
tales como los lagos Cuicocha, Chalpatan,
Amarillo, Mojanda y el Quilotoa en donde se han
realizado investigaciones de naturaleza geolégicas,
limnoldgicas y quimicas [8, 9, 10, 11, 12, 13, 14],
pero en muy pocos se ha realizado estudios sobre
su microbiologia [15].

Cuicocha es un lago cratérico ubicado en la
cordillera occidental de los Andes ecuatorianos,
localizado a unos 100 km al norte de Quito, cerca
de la poblacion de Otavalo, en la provincia de
Imbabura. Esté situado a una altura de 3072 metros
sobre el nivel del mar, posee un didmetro de 3,2
km, una superficie de 3,78 km? con una
profundidad maxima de 148 metros. Presenta en el
centro del lago dos islas, la isla Yerovi de una
superficie de 0,26 km? y la isla Wolf con una
superficie de 0,41 km? [12, 13] (Figuras 1 y 2).

Google,
o D ®

Fig. 1. Ubicacién geografica del lago cratérico volcénico
Cuicocha. Imbabura. Ecuador Fuente: Google Maps, 2020.

Es un lago adyacente al volcan Cotacachi que
de acuerdo con los datos geoldgicos que se
disponen, el volcan donde se aloja sufrié una serie
de erupciones intensas con emision de cenizas,
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lahares y el colapso de la caldera entre los afios
2900 AC y 700 DC, llegandose a formar, ulterior a
estos acontecimientos, un lago en la caldera que ha
sido llenado tanto por agua de lluvia como por agua
hidrotermal [12, 13].

Fig. 2. Fotografia del lago cratérico volcanico Cuicocha.
Imbabura. Ecuador. Fuente: Alicia Flores, 2019

El mapa batimétrico del lago de Cuicocha
muestra dos cuencas lacustres separadas, una con
una profundidad maxima de 148 metros que se
extiende al este de las islas, y la otra cuenca con
una profundidad méxima de 78 metros, situada
hacia la parte oeste del lago. La declinacién de la
zona litoral del lago es extremadamente alta [12,
13]

En base a lo sefialado en los parrafos anteriores
se realizo el presente trabajo preliminar de manera
de cuantificar la poblacion microbiana viable
cultivable que pudiera habitar las aguas del lago
Cuicocha.

MATERIALES Y METODOS

Muestras: Para realizar el presente trabajo se
realizaron dos campafias de muestreos en el lago
cratérico volcanico Cuicocha, situado a 3072
m.s.n.m. en la Provincia de Imbabura. Ecuador.

Los muestreos se realizaron durante el afio
2019. Se tomaron 32 muestras de agua del lago
Cuicocha. Las muestras de agua se recolectaron en
8 sitios seleccionados a lo largo y ancho del lago a
nivel de la superficie. Se identificaron las
coordenadas geogréaficas de los sitios de
recoleccion mediante un GPS (Garmin eTrex20).

En cada ocasidn de muestreo, se recolectaron
dos muestras de agua de un volumen de 1 litro, en
cada uno de los sitios de muestreos seleccionados.
Para la recoleccién de las muestras se utilizaron

frascos esterilizados y un muestreador de agua Van
Dorn (Wildco Instruments y modelo: 3-1120-G45).

Las muestras se cubrieron con papel aluminio
para evitar el paso de luz solar, se sellaron con cinta
de embalaje previniendo el derrame y se
etiquetaron con sus respectivas condiciones,
trasladandose bajo refrigeracion en una cava hasta
el laboratorio, realizdndose los  analisis
microbioldgicos dentro de las 24 horas luego de la
toma [16, 17].

Medios de cultivo: Los medios de cultivo que
se utilizaron se prepararon a partir de las formas
deshidratadas suministradas por las casas
comerciales. Se reconstituyeron con agua destilada
y posteriormente se esterilizaron en autoclave a 120
°C durante 20 minutos a 15 PSI de presién.

Siembra 'y recuento de bacterias
heterotrofas: La siembray el recuento de bacterias
heterotrofas se realizé por la técnica de filtracion
por membrana de 0,45 um de poro (Milipore). Se
utilizé el agar R,A (Oxoid) incubando a 30 °C
durante un méximo de 7 dias. El volumen de
muestra de agua filtrada fue de 100 mL. Los
resultados se expresaron como medias aritméticas
de las unidades formadoras de colonias UFC por
mililitro [18].

Siembra y recuento de coliformes: La
investigacion del grupo de bacterias coliformes se
realiz6 por la técnica de filtracion de membrana. Se
filtraron 100 mL de las muestras de agua a traves
de un filtro de acetato de celulosa de 0,45 um de
poro (Milipore) que se transfirié al agar azul eosina
de metileno (Oxoid), contenido en una placa Petri.
Se incubaron a 37 °C durante 24-72 horas.
Finalizado el tiempo de incubacién se contaron las
colonias tipicas rojo ladrillo o naranja y se expresé
el resultado en UFC por 100 mL de agua [18].

Siembra y recuento de Pseudomonas: Para
estudiar la presencia de Pseudomonas se utilizo la
técnica de filtracion en membrana, filtrando un
volumen de 100 mL de muestra de agua Yy
utilizando filtros de 0,45 pm de poro (Milipore) los
cuales se colocaron en agar cetrimida (Oxoid) y se
incubaron a 37 °C durante 7 dias. Finalizado el
tiempo de incubacion se contaron las colonias
crecidas y se expreso el resultado en UFC por 100
mL de agua [18].

Siembra y recuento de Staphylococcus: Para
la investigacion de Staphylococcus se filtraron 100
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mL de agua del lago, a través de un filtro de 0,45
pm de poro (Milipore). El filtro se introdujo en un
matraz con 100 mL de caldo nutritivo, incubandose
a 37° C durante 48 horas. Finalizado el tiempo de
incubacidn, se tomo un asa de cultivo y se sembro
por estria en superficie en el medio de agar manitol
salado (Oxoid), el cual se incubd a 37 °C durante 5
dias. Finalizado el tiempo de incubacién se
contaron las colonias crecidas y se expreso el
resultado en UFC por 100 mL de agua [18].
Siembray recuento de hongos: Para el estudio
de los hongos se empled la técnica de filtracion en
membrana. Se filtraron 100 mL de la muestra de
agua, empleando filtros de 0,45 pm de poro
(Milipore) que se depositaron en placas con medio
de cultivo agar Sabouraud con cloranfenicol
(Oxoid), las cuales se incubaron a 24 °C por 14
dias. Al finalizar el periodo de incubacion se

contaron las colonias tipicas de hongos y se
expresd el resultado en UFC por 100 mL de
muestra [18].

RESULTADOS Y DISCUSION

TABLA1L.

Son pocas las investigaciones que se han
realizado en Ecuador sobre las caracteristicas
microbioldgicas del agua de los lagos cratéricos
volcanicos que existen en el pais [15]. En este
sentido, existen muy pocos trabajos con que
comparar los datos obtenidos en los analisis
microbioldgicos.

En la tabla 1 se resumen los valores promedios
obtenidos de cada uno de los grupos microbianos
evaluados durante el primer muestreo, y en la tabla
2 los obtenidos durante el segundo muestreo.

Recuento promedio de bacterias heterdtrofas, coliformes, Pseudomonas, Staphylococcus y hongos viables del agua del lago Cuicocha.
Imbabura. Ecuador. Primer muestreo.

1 Coliformes Pseudomonas  Staphylococcus Hongos
P L i Lati h otrof
unto Sl UL (‘ij?:rco;rrﬁss (UFC/mL)  (UFC/mL) (UFC/mL)  (UFC/mL)

1 794757,125 10035418,128 1,02 x 10? 0 1,0x10 0,7x10 0

2 794528,541 10033654,415 1,74 x 10? 0 1,8x10 0 1,2x10

3 794211,414  10034205,851 1,32 x 10? 0 16 x10 0 0

4 793414,451 10033712,455 1,48 x 10? 0 1,9x10 0 0

5 792810,518 10033058,418 1,54 x 10? 0 15x10 0,5x10 0,6 x 10

6 792731,219 10033125,451 1,34 x 10? 0 1,1x10 0,6 x10 0

7 792325,323  10033437,150 2,07 x 10? 0 1,2x10 1,4 x10 0

8 792280,514 10033419,622 1,92 x 10? 0 1,0x10 0,8x10 0,3x10
Media - - 1,55 x 10? 0 1,4x10 0,5x10 0,3x10
E;;‘QS;O” - - 34,36 . 3,60 4,93 437
Varianza - - 1032,73 - 11,36 21,25 16,73

Punto: Punto de muestreo. UFC/mL: Unidades formadoras de colonias/mililitro

Al observar los resultados de la tabla 1 se puede
indicar que el ndmero de bacterias heterétrofas
estuvo en un rango de 1,02 x 10% a 2,07 x 102
UFC/mL, con un valor promedio de 1,55 x 102
UFC/mL. En el caso del segundo muestreo (ver
tabla 2) los valores obtenidos estuvieron en el
rango de 1,24 x 10% a 2,00 x 102 UFC/mL, con un
valor promedio de 1,75 x 102 UFC/mL.

La enumeracion de las bacterias heterdtrofas
provee una estimacion del ndmero total de
bacterias viables y da informacién acerca de la
calidad sanitaria del agua y del estado eutréfico de
un ecosistema acudtico [19, 20, 21]. Se interpreta

gue cuando el resultado del nimero de bacterias
heterotrofas viables es superior a 200 UFC/mL, se
ha desarrollado algin problema bacteriano en el
agua [22]. La academia nacional de ciencias de los
Estados Unidos de Norteamérica recomienda que
el limite de bacterias heterétrofas viables en un
agua debe ser de un méaximo de 300 UFC/mL [23].

Los resultados obtenidos en esta investigacion
son bajos y aunque no existe normativa en Ecuador
que indique los valores maximos permitidos para
este tipo de microorganismos en aguas de uso
recreativo, como es el caso del agua del lago
Cuicocha, si se toma en referencia y se compara
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con lo indicado por la academia nacional de ciencia
de los Estados Unidos de Norteamérica [23],
quienes sefialan que valores de microorganismos
heter6trofos superiores a 300 UFC/mL, pueden

representar un riesgo sanitario, se podria indicar
que las aguas del lago Cuicocha tienen una buena
calidad microbiolégica.

TABLA 2.
Recuento promedio de bacterias heterdtrofas, coliformes, Pseudomonas, Staphylococcus y hongos viables del agua del
lago Cuicocha. Imbabura. Ecuador. Segundo muestreo.

Punt Lonaitud Latitud hBtact’irie:‘s Coliformes  Pseudomonas  Staphylococcus Hongos
unto ongrtu atitu (eu‘::rg /;?Lé;s (UFC/mL)  (UFC/mL) (UFC/mL)  (UFC/mL)
1 794757,125  10035418,128 2,00 x 10? 0 1,0x 10 0,7x10 0,5x10
2 794528541  10033654,415 1,24 x 102 0 0,6 x 10 0 0
3 794211,414  10034205,851 2,00 x 10? 0 1,2x10 0,7x10 0
4 793414,451  10033712,455 1,78 x 10? 0 2,0x10 0 0
5 792810,518  10033058,418 1,87 x 102 0 0,7 x10 1,8x10 1,4x10
6 792731,219  10033125,451 1,45 x 10? 0 1,0x10 0 0
7 792325,323  10033437,150 2,00 x 10? 0 0,7 x10 1,0x10 1,0x10
8 792280,514  10033419,622 1,65 x 10? 0 1,4x10 1,0x10 0,7x10
Media - - 1,75 x 10? 0 1,1x10 0,7x 10 0,5x10
Desviacion - - 28,36 - 4,62 6,37 545
estandar
Varianza = = 703,61 - 18,69 35,5 26

Punto: Punto de muestreo. UFC/mL: Unidades formadoras de colonias/mililitro

Las aguas de los lagos volcéanicos cratéricos
constituyen ecosistemas oligotroficos donde los
niveles de materia organica son sumamente bajos y
con una limitada biodisponibilidad. La poblacién
microbiana de estos ecosistemas son en su mayoria
bacterias heterétrofas, que, debido a los problemas
en la carencia de nutrientes, entran en un estado de
sobrevivencia denominado “viables no cultivables”
[24, 25, 26, 27] y por ello se consiguen valores muy
bajos cuando se intenta aislarlas en medios de
cultivos apropiados [18]. Un gran nimero de las
bacterias que se encuentran en estas aguas
oligotréficas presentan un crecimiento lento y
requerimientos nutricionales muy especificos y
solo se detectan de un 5-10 % de las bacterias
existentes en los sitios estudiados [28].

Al comparar los resultados obtenidos en el
presente trabajo en relacién con las bacterias
heterotrofas, con los observados por otros autores
en varias partes del mundo en diferentes tipos de
lagos de alta montafia, entre ellos lagos cratéricos,
se observan que los valores son similares y el
nimero y variedad de microrganismos es bajo [15,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36].

Durante el desarrollo de la investigacion en
ninguna de las muestras estudiadas se pudo detectar
la presencia de células pertenecientes al grupo de

bacterias coliformes, lo cual estaria indicando que
la contaminacion microbiana es escasa y que la
calidad sanitaria de este ecosistema acuatico es
buena. Se ha indicado que las bacterias coliformes
requieren de materia organica para crecer y en el
caso del agua del lago Cuicocha, se esta en
presencia de un ecosistema oligotréfico, lo cual no
permitiria la supervivencia y el crecimiento de los
coliformes [37].

Las bacterias del género Pseudomonas fue otro
de los grupos microbianos que se estudiaron. Los
valores del contaje obtenido durante el primer
muestreo variaron entre 1,00 x 10 a 1,90 x 10
UFC/mL, con un valor promedio de 1,40 x 10
UFC/mL (ver tabla 1). En el caso del segundo
muestreo, los valores fluctuaron entre 0,60 x 10 a
2,00 x 10 UFC/mL, con un valor promedio de 1,10
x 10 UFC/mL (ver tabla 2).

Las bacterias del género Pseudomonas
intervienen en diversos procesos ecoldgicos y son
esenciales en los héabitats acuaticos ya que
degradan la materia organica, siendo, ademas, una
bacteria muy ubicua capaz de colonizar diversos
ecosistemas acuaticos debido a su capacidad de
sobrevivir en ambientes oligotroficos dada su
versatilidad enzimatica [38, 39, 40].
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Miembros del género Pseudomonas se han
aislados en diversos lagos cratéricos volcanicos del
mundo, coincidiendo con los resultados obtenidos
en el presente trabajo [15, 41, 42, 43, 44], asi como
en el agua de lagos de alta montafia [30, 31].

Ademads de las bacterias del género
Pseudomonas, también se investigo la presencia de
bacterias del género Staphylococcus, obteniéndose
valores promedios en el recuento de este género
bacteriano durante el primer muestreo fluctuantes
entre valores de 0 y 1,40 x 10 UFC/mL, con un
valor promedio de 0,50 x 10 UFC/mL (ver tabla 1).
En el caso del segundo muestreo los valores
obtenidos variaron entre 0,70 x 10 y 1,80 x 10
UFC/mL, con un valor promedio de 0,70 x 10
UFC/mL (ver tabla 2).

Los miembros del género Staphylococcus
pueden vivir en concentraciones elevadas de sales,
lo que hace posible que se encuentren en aguas con
altos valores de concentracion salina, como es el
caso del agua del lago Cuicocha [12]. La presencia
de este tipo de bacterias en aguas naturales ya ha
sido indicada por otros autores en muestras de
aguas de lagos de alta montafa, lagos volcanicos y
aguas minerales naturales [15, 18, 30, 31, 42, 45,
46, 47].

Otro de los parametros microbioldgicos
evaluados fue la cuantificacion de células de
hongos presentes en el agua del lago Cuicocha,
obteniéndose durante el primer muestreo valores
entre 0y 1,20 x 10 UFC/mL, con un valor promedio
de 0,30 x 10 UFC/mL (ver tabla 1). Durante el
segundo muestreo los valores observados
estuvieron entre 0 y 1,40 x 10 UFC/mL, con un
valor promedio de 0,50 x 10 UFC/mL (ver tabla 2).

Existen muy pocos trabajos en donde se indique
la presencia de células de hongos en ecosistemas de
aguas naturales extremos, como es el caso del agua
de los lagos cratéricos volcénicos. Estos
microorganismos  pueden  vivir de la
descomposicion de residuos vegetales y su
presencia, en ndmero alto, indica una
contaminacién del agua [48, 49, 50, 51, 52].
Ademas, los hongos para su crecimiento requieren
de altas concentraciones de nutrientes y en el caso
del agua del lago volcénico Cuicocha se trata de un
lago oligotréfico, por lo cual los bajos valores
obtenidos coinciden con las condiciones
fisicoquimicas y eutréficas del lago [12, 53].

En el presente estudio se pudo detectar la
presencia de hongos, pero en muy baja cantidad,
resultado similar a los obtenidos por investigadores
en diferentes partes del mundo para este tipo de
ecosistemas [15, 54, 55, 56].

CONCLUSIONES

Los lagos cratérico volcanicos no son
ambientes estériles, en las aguas oligotréficas de
estos ecosistemas se han adaptado diversos tipos de
microorganismos, muchos de los cuales pueden
crecer en medios de cultivos y ser cuantificados y
caracterizados. En el agua del lago cratéricos
volcanico Cuicocha se pudo cuantificar, a través de
técnicas tradicionales de microbiologia, la
existencia de una poblacion microbiana viable
cultivable perteneciente a microorganismos
heterdtrofos escasa en numero, constituida
principalmente por bacterias, aunque se evidencia
también la presencia de células fangicas.
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RESUMEN

La miel es uno de los productos mas
comercializados y falsificados, por lo que es
importante establecer estdndares de calidad y
autenticidad. En el presente estudio se evalud la
calidad nutracéutica y autenticidad de la miel con
base a parametros bioquimicos (polifenoles,
flavonoides y proteinas) y capacidad antioxidante.
Se seleccionaron 8 mieles comercializadas en el
Mercado Periférico de Meérida (Venezuela)
(muestras C), asi como 8 muestras auténticas (A) y
una miel artificial (AR). A todas las muestras se les
midio la concentracién de proteinas, polifenoles y
flavonoides; y se determiné la capacidad
antioxidante de las mieles empleando los métodos
capacidad antioxidante total (CAT), % de
inhibicion del radical hidroxilo (RH) y actividad
antioxidante (AOA). Se encontrd una importante
correlacion entre la concentracion de fenoles y
flavonoides y la capacidad antioxidante para cada
uno de los métodos usados. Se elabord un
dendograma utilizando el método cldster, lo que
permitié agrupar a las mieles por propiedades
comunes. El andlisis de cluster permitié determinar

gue la concentracion de flavonoides y polifenoles,
asi como la capacidad antioxidante determinada a
través de los métodos CAT y AOA son parametros
Gtiles para determinar la calidad nutracéutica y
autenticidad de las muestras de miel. No son Utiles
en este sentido la concentracion de proteinas y la
actividad antioxidante medida por el método de
inhibicion del radical hidroxilo. En resumen, estos
parametros podrian ser incluidos en los estandares
de calidad de las muestras de miel, valorizando este
tipo de productos como alimentos nutracéuticos.

PALABRAS CLAVE

Miel, Apis mellifera, capacidad antioxidante,
calidad nutracéutica, autenticidad, polifenoles,
flavonoides, proteinas.

ABSTRACT

Honey is considered one of the most
commercialized products, therefore it’s important
an authentic product with high quality
characteristics. The objective of this study was to
assess the nutraceutical quality and authenticity of
honey based on biochemical parameters
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(polyphenols, flavonoids and proteins) and
antioxidant capacity. Eight honeys marketed in the
Peripheral Market of Merida (Venezuela) (samples
C) were selected, as well as 8 authentic samples (A)
and an artificial honey (AR). The concentration of
proteins, polyphenols and flavonoids was
measured in all the samples; and the antioxidant
capacity of the honeys was determined using total
antioxidant capacity (TAC) method, % inhibition
of the hydroxyl radical (RH) and antioxidant
activity method (AOA). An important correlation
was found between the concentration of phenols
and flavonoids and the antioxidant capacity for
each of the methods used. A dendogram was
prepared using the cluster method, which allowed
the honeys to be grouped by common properties.
The cluster analysis allowed determining that the
concentration of flavonoids and polyphenols, as
well as the antioxidant capacity determined
through the CAT and AOA methods, are useful
parameters to determine the nutraceutical quality
and authenticity of the honey samples. Protein
concentration and antioxidant activity as measured
by the hydroxyl radical inhibition method are not
useful in this regard. In summary, these parameters
could be included in the quality standards of honey
samples, valuing this type of product as
nutraceutical foods.

KEY WORDS

Honey, Apis mellifera, antioxidant capacity,
nutraceutical quality, authenticity, flavonoids,
polyphenols, proteins.

INTRODUCCION

La miel es una sustancia natural producida por
una amplia variedad de especies de abejas. Es un
fluido dulce y viscoso, producido por las abejas
Apis mellifera o por diferentes subespecies, a partir
del néctar de las flores o plantas, y de otras
secreciones extra florales que las abejas liban,
transportan, transforman combindndolas con
sustancias especificas propias, deshidratan vy
almacenan en panales. Constituye uno de los
alimentos mas primitivos que el hombre ha

aprovechado para nutrirse. Su composicion es
compleja y los carbohidratos representan la mayor
proporcion, dentro de los que destacan la fructosa
y glucosa; contiene ademas una gran variedad de
sustancias menores dentro de las que se encuentran
enzimas, aminoacidos, 4&cidos  organicos,
antioxidantes, vitaminas 'y minerales. La
composicion de la miel depende de diversos
factores tales como la contribucion de la planta,
suelo, clima y condiciones ambientales,
principalmente [1]. El principal uso de la miel es
gastronémico, empleandose en la elaboracion de
alimentos y bebidas, esto debido a su alto valor
nutritivo. También se han asociado a la miel otras
funciones ademas de alimenticias, principalmente
se le atribuyen propiedades medicinales basadas en
observaciones empiricas, sin conocimiento preciso
de los componentes que la convierten en un
excelente agente terapéutico. Sin embargo, se
contindan realizando estudios cuyo objetivo
principal es determinar la relacion existente entre
los componentes de la miel y sus propiedades
terapéuticas [2,3].

La literatura disponible referente a la miel se
enfoca principalmente en la apicultura y sus
productos, estudios sobre la problematica regional
de la apicultura, la bioactividad de los productos de
la colmena [4], y los problemas en la productividad
asociados a la africanizacién de las colmenas [5].
Sin embargo, hay una dimension menos explorada
y que amplia cada dia, el inconveniente de la
adulteracion de la miel. La miel es frecuentemente
sujeta a préacticas fraudulentas que incluyen una
falsa identidad acerca de su origen floral y/o
geogréafico, asi como la mezcla con azlcares de
menor calidad. Es por esto que la autenticacion de
la miel se ha hecho més importante y necesaria para
los productores, consumidores y expendedores
[6,7.8].

A nivel mundial, el Codex Alimentarius
Commission establece como criterios de calidad de
la miel los limites de ciertos parametros
fisicoquimicos, dentro de los que destacan el
contenido aparente de azlcares reductores y los
contenidos de sacarosa, glucosa, humedad, sélidos
insolubles  en agua, cenizas, acidez,
hidroximetilfurfural, y el indice de diastasa [9,10].
En este sentido, algunos paises o gobiernos
regionales, tales como Estados Unidos y Argentina,
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emiten estandares que exigen que se mencionen las
sustancias agregadas a la miel. Otros no tienen
ninguna ley en cuanto a la pureza de la miel o
simplemente emiten pautas voluntarias sin poder
hacerlas cumplir, entre los que se pueden
mencionar Venezuela y Colombia. Por ejemplo, la
legislacion establece que todos los productos que
se venden como miel en la Unién Europea no deben
contener ningun aditivo, incluidos los antibidticos
gue se usan para tratar las enfermedades de las
abejas, y toda miel que presente defectos que
afecten considerablemente el sabor debe venderse
como “miel de panadero” para que se utilicen en la
fabricacion de alimentos procesados. Por su parte,
el gobierno de Estados Unidos no analiza la pureza
de la miel y permite trazas de antibiéticos, siendo
Florida el dnico estado que exige que la miel
enumere todos los aditivos que contenga siempre
que haya sido fabricada y se venda dentro de ese
estado [11].

Segln las normas de la Comision Venezolana
de Normas Industriales, COVENIN (2191-84), la
miel se puede definir como la sustancia dulce sin
fermentar, producida por abejas obreras, a partir del
néctar de las flores o de exudacion de otras partes
vivas de las plantas, que las abejas recogen,
transforman 'y combinan con  sustancias
especificas, almacenan y maduran en los panales.
La miel no deberd absorber sabor, aroma o color,
adquirir materias extrafias durante su elaboracién y
conservacion, ni contener toxinas naturales de
plantas, en cantidades que puedan constituir un
peligro para la salud [12].

Recientemente, se han desarrollado métodos de
vanguardia para la deteccion de mieles
fraudulentas, especialmente para detectar la
adulteracion mas comdn: la adicién de azdcar. La
técnica méas aceptable utilizada es el perfil por
resonancia magnética nuclear (RMN) de alta
resolucion [7], y también técnicas como la
espectroscopia de ruptura inducida por laser [13],
Raman, infrarrojo cercano e infrarrojo medio [14].
A pesar de la excelencia de estos métodos de
reciente aplicacion en la apicultura, los mismos son
extremadamente costosos y dependen de equipos
altamente especializados, siendo muy poco
accesibles para los pequefios productores [15].

Es por lo antes mencionado que algunos autores
proponen el uso de nuevos parametros de calidad

para mieles, de mas facil desarrollo y accesibilidad.
Entre los propuestos se encuentra el analisis de los
compuestos fendlicos y capacidad antioxidante
para evaluar la calidad nutracéutica y autenticidad
de la miel. Los compuestos fendlicos constituyen
un grupo muy amplio de més de 500 sustancias
vegetales repartidas en 5 clases y 31 subclases.
Ademés de su impacto organoléptico (color,
astringencia, aroma, amargor), sus propiedades
antioxidantes aportan un beneficio potencial para la
salud. Algunos de ellos, como los antocianos o los
glicésidos flavonoides son muy especificos de
algunas plantas, y sus perfiles pueden utilizarse en
el marco de controles de autenticidad de productos
procesados y no procesados. Para ello, se utilizan
métodos no especificos que miden el contenido
global de compuestos fendlicos, expresado en
forma de indice, es decir, equivalentes de acido
gélico, acido clorogénico o catéquino. Un enfoque
mas detallado que reside en la cromatografia
permite cuantificar especificamente algunos
compuestos de interés. Asimismo, un analisis
adicional permite identificar y cuantificar otros
compuestos que pertenecen a esta amplia familia
[11].

De lo antes sefialado, esta investigacion tiene
como objetivo establecer si las caracteristicas
bioguimicas tales como contenido de polifenoles,
flavonoides y proteinas, y actividad antioxidante
pueden utilizarse como indicadores de la calidad
nutracéutica y autenticidad de mieles comerciales
de Mérida (Venezuela).

MATERIALES Y METODOS

Poblacion y Muestra: La muestra fue
seleccionada al azar, entre diversas mieles que se
comercializan en el Mercado Periférico del estado
Mérida (Venezuela), considerandose ocho mieles
(Tabla 1). Ademas, estas mieles comerciales fueron
comparadas con ocho mieles auténticas
conservadas en el Laboratorio de Andlisis
Biotecnol6gico y Molecular (ANBIOMOL) “Prof.
Guillermo Lépez Corcuera” de la Facultad de
Farmacia y Bioandlisis de la Universidad de Los
Andes (Mérida, Venezuela); y con una muestra de
miel artificial que fue procesada en el mismo
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laboratorio con fines investigativos del trabajo en

cuestion.
TABLA 1.
Muestras de miel usadas en el presente estudio.

Lugar de

Muestra 4 Descripcion
origen
Mieles comerciales adquiridas en el Mercado
Periférico de Mérida
C1l Venezuela Fabricacion 04/2014
C2 Venezuela Fabricacion 09/2015
C3 Venezuela Fabricacion 02/2014
C4 Venezuela Fabricacion 07/2014
C5 Venezuela Fabricacion 08/2014
C6 Venezuela Fabricacion12/2015
C7 Venezuela Fabricacion 11/2015
C8 Venezuela Fabricacion 10/2015
Mieles auténticas
Mérida, . .
A9 Venezuela No disponible
Moromoro, . .
Al2 Ecuador No disponible
Esmeralda, . .
Al3 Ecuador No disponible
Meérida, . .
Al5 Venezuela No disponible
Mérida, . .
Al8 Venezuela No disponible
Coro, . .
A22 Venezuela No disponible
Meérida, . .
A27 Venezuela No disponible
Barinas, . .
A3l Venezuela No disponible
Miel Artificial
AR10 ANBIOMOL Fabricacion 05/2016

Preparacion de las muestras de miel: A cada
tubo de eppendorf se le afiadi6 un total de 100 + 10
mg de cada muestra de miel, fueron colocados en
un homogeneizador de vidrio (Thomas No. A3528,
USA), se les agreg6 1 mL de etanol 95% (v/v), y se
homogenizaron en bafio de hielo. Los homogenatos
fueron centrifugados en una centrifuga BHG
Optima Il a 3000 rpm por 10 min, y los
sobrenadantes fueron usados para los ensayos
biogquimicos.

Preparacion de la miel artificial (AR10): La
miel artificial se utiliz6 como control y se prepard
con 40 g de fructosa, 30 g de glucosa, 8 g de
maltosa y 2 g de sacarosa, disueltos en 100 ml de
agua estéril. La disolucion se esterilizé por 30 min
a 15 psi y 100 °C, y se llevo a cabo el
procedimiento de extraccion descrito
anteriormente [16].

Determinacion de la Concentracion de
Grupos Fendlicos: El contenido total de
polifenoles fue determinado por espectrofotometria

a 765 nm usando el reactivo de Folin-Ciocalteu
[17], y una solucién de 0,1 g/L de &cido gélico
como estandar (diluido a 0, 0,25, 0,05y 0,1 g/L).

Determinacion del contenido de flavonoides:
El método colorimétrico del cloruro de aluminio
fue modificado del procedimiento reportado por
Woisky y Salatino [18]. Fue usada la quercitina
como estdndar para construir una curva de
calibracion. Se disolvieron 10 mg de quercitina en
etanol al 80% (v/v), y entonces diluidos hasta
concentraciones de 25, 50 y 100 pg/mL. Las
soluciones estandar diluidas (0,5 mL) fueron
mezcladas por separado con 1,5 mL de etanol al
95% (v/v), 0,1 mL de cloruro de aluminio al 10%
(p/v), 0,1 mL de acetato de potasio 1 My 2,8 mL
de agua destilada. Después de la incubacion
durante 30 min a temperatura ambiente, fue medida
la absorbancia de la mezcla de reaccion a 415 nm.
La cantidad de cloruro de aluminio fue sustituida
por agua destilada en el blanco. De modo similar,
0,5 mL de extractos etanolicos de las muestras en
estudio se dejaron reaccionar con el cloruro de
aluminio para la determinacion del contenido de
flavonoides.

Determinacion de la concentracion de
proteinas: La determinacion de proteinas consistié
en una técnica colorimétrica basada en el método
de Lowry y cols. [19], usando alblmina bovina
como esténdar.

Estudio de la Capacidad Antioxidante sobre
el Radical Hidroxilo (RH): Se utiliz6 el método
de la desoxirribosa descrito por Halliwell y cols.
[20], reportando el porcentaje de inhibicion de
formacion del radical hidroxilo por cada 100 g de
miel.

Método de la actividad antioxidante (AOA):
El valor de la AOA fue determinado por el método
de Koracevic y cols. [21], en comparacién con
acido urico como estandar.

Método de la capacidad antioxidante total
(CAT): Se usé el método desarrollado por Re y
cols. [22], usando una solucién de 8 mM de Trolox,
la cual se diluyo para obtener concentraciones
finales de 1, 2, 4 y 8 uM, en buffer PBS 5 mM (pH
7,4). Se calcul6 el porcentaje de disminucién de
color (o de secuestro del cation radical ABTS) a
734 nm después de 6 min de reaccion, y se reporto
el valor de capacidad antioxidante total (CAT)
como el equivalente en concentracion de Trolox
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que produce el mismo porcentaje de disminucion
de color.

Andlisis estadistico: Los experimentos se
llevaron a cabo por triplicado aplicando los test o
pruebas paramétricas, para el analisis de
distribucion normal o diferencias significativas
entre los grupos de muestra. Se empleg el sistema
cuantitativo mediante el uso de técnicas
estadisticas, empleandose el analisis de la varianza
por medio de la prueba ANOVA post hoc Scheffé
[23, 24].

Método de claster: EI método de clister fue
utilizado para obtener grupos de mieles que sean
semejantes entre si, es decir, que el grupo esté
unido en cuanto al parentesco de sus caracteristicas
bioquimicas, y por otro lado a su capacidad
antioxidante. Si en los grupos formados se
encuentran al mismo tiempo mieles comerciales y
auténticas, se puede decir que ambas comparten
caracteristicas similares, y son por ende
semejantes, por lo que las mieles comerciales
serian ademds mieles auténticas. Ademas, se
comparan las caracteristicas bioquimicas Yy
actividad antioxidante de las muestras en estudio
con una miel artificial fabricada con una mezcla de
azUcares, con la hipdtesis de que la miel artificial
forme un grupo independiente y Unico, si es que
ninguna de las muestras usadas en este trabajo es
una miel artificial constituida por una mezcla de
azUcares. Esto permite discernir si existen mieles
comerciales consideradas fraudes o que no son
mieles genuinas.

RESULTADOS Y DISCUSION

de proteinas la muestra A22 (Coro, Venezuela) fue
la que presentd el menor valor de concentracion de
proteinas (56,4+1,1 mg de proteina/100 g de miel)
y la muestra de miel artificial AR10 la que presento
el mayor valor de concentracion de proteinas
(450,8 + 3,3 mg de proteina/100 g de miel). Un
hecho interesante fue que la muestra de miel
artificial presenté el mayor valor de concentracion
de proteinas, caso contrario a lo observado en las
determinaciones  de  concentraciones  de
compuestos fenolicos y flavonoides. Para los tres
parametros bioquimicos descritos anteriormente se
observan valores estadisticamente similares entre
mieles comerciales y auténticas, siendo diferente la
muestra de miel artificial (Tabla 2).

TABLA 2.
Caracterizacion quimica de las mieles en estudio.

Muestra | Flavonoides™ | Polifenoles™ |Proteinas™
C1 201,9+0,3" 602,7 + 0,3 131,4+0,2¢
C2 157,6 + 1,4 806,5 + 0,4" 383,2+0,39
C3 187,9+2,49 702,2 +2,69 136,0 £0,7¢
C4 155,2 + 2,6 952,1+3,3' 190,6 + 1,1
C5 127,3+0,9¢ 1036,8 + 7,4 57,3+1,6%
C6 302,1+1,1 813,3+9,3" 80,5+ 1,6°
Cc7 183,2 +2,39 721,5+249 96,2 +2,44
C8 85,3+24° 610,0 + 2,9 106,4 + 3,69
A9 201,9+0,3" 362,1 +3,3¢ 86,0 +2,5¢
Al2 111,0+0,4¢ 268,2 +0,3° 61,0 £0,5°
Al13 66,7 +0,7° 447,1 0,99 62,9 £0,5°
A15 2415+ 1,4 427,5+1,19 65,6 +0,8°
Al8 176,2 £ 2,29 10179 +45 63,8+22°
A22 113,3+2,3° 602,7 + 3,8 56,4 +1,12
A27 276,5+0,6' 298,7 +2,9° 95,3+ 1,69
A3l 97,0+0,8¢ 5819 +2,7¢ 94,4 +1,39
AR10 0,002+ 0,0017 59,6 £1,12 450,8 +3,3

En la Tabla 2 se presentan los resultados de la
concentracion de flavonoides, polifenoles vy
proteinas de cada una de las muestras de miel
usadas en este estudio. Los valores de
concentracion de flavonoides se encontraron entre
66,7 y 302,1 mg EQ/100 g de miel.

Por otra parte, las concentraciones de
polifenoles se encontraron entre 268,2 y 1036,8 mg
EAG/100 g, siendo la muestra Al2 (Moromoro,
Ecuador) la que presentd el menor valor de
concentracion de polifenoles y la muestra C5 de
miel comercial la que present6 el mayor contenido
de polifenoles; mientras que para la concentracion

Los datos se presentan como media + Error Estandar (n=3). Las columnas
gue comparten la misma letra son estadisticamente iguales de acuerdo a la
prueba ANOVA post hoc Scheffé (P <0.05). *mg equivalentes
guercetina/100g de miel (mg EQ/100 g); ** mg equivalentes &cido
gélico/100g de miel (mg EAG/100 g); ***mg proteinas/100 g de miel.

Los valores de actividad antioxidante determinados
por 3 métodos diferentes para las muestras de miel
en estudio se presentan en la Tabla 3, asi como la
comparacion con antioxidantes comerciales usados
a una concentracion de 1 uM. Los valores de AOA
variaron entre 0,52 y 1,73 EAU/100 g, siendo la
muestra Al8 la que presentd el mayor valor de
AOA (1,73 + 0,06 mM EAU/100 g), y la que
presentd el menor valor fue la muestra de miel
artificial AR10. No se encontrd correlacion lineal
entre el contenido de flavonoides (R2 = 0,170) y
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concentracion de proteinas (R2 = 0,126) con la
actividad antioxidante medida por el método del
AOA; mientras que se observa una fuerte
correlaciéon positiva entre el contenido de
polifenoles y el valor de AOA (R2 = 0,843) (Tabla
4).
TABLA 3.
Actividad antioxidante de las mieles en estudio.

Los datos se presentan como media = Error Estandar (n=3). Las
columnas que comparten la misma letra son estadisticamente iguales de
acuerdo a la prueba ANOVA post hoc Scheffé (P <0.05). *mM
equivalentes de 4&cido (rico/100g de miel (mM EAU/100 g);
**9%inhibicion/100g de miel; *** [ Imoles equivalentes de Trolox/100 g
de miel ([Imoles ET/100 g); +, antioxidantes comerciales usados a 1
[IM de concentracion. AR, miel artificial.

TABLA 4
Correlacion entre la actividad antioxidante y los parametros
fisicoquimicos.

reportd el menor % de inhibicion. Contrariamente
a lo ocurrido con el método del AOA, la muestra de
miel artificial fue estadisticamente similar a las
mieles auténticas A9, Al12, A13 y A31 (Tabla 3).
No se encontrd correlacion entre la concentracion
de proteinas (R2 = 0,105) y el contenido de
flavonoides (R2 = 0,065) con la actividad
antioxidante sobre el radical hidroxilo; pero si

VEs i AOA* RH™ CAT™ existe una fuerte correlacion entre el contenido de
CL 12810089 | 76.2%05° | 1614« 14" polifenoles y la capacidad de inhibicion del radical
c2 1,25+0,06° | 353x1,3" | 137,1%2,6° hidroxilo (Tabla 4).
c3 1:241002: 50,9+04° | 1434 13,4: Para finalizar, los valores de CAT variaron
C4 153+0,01" | 77,9%06° | 300,35, .
o 1662005 | 648213 | 3001257 desde 53,4 ha§ta 309,-3 -pmoles ET/100 g, 5|end? la
C6 155+0,06" | 37,140,7° | 163,0=4.8" muestra de miel artificial AR10 la que presentd el
C7 1610,03' | 69,2405° | 1683+ 15" menor valor, y las muestras C4 y C5 las del mayor
c8 170£005 | 493+22° | 146,4%0,9° valor de CAT. La muestra de miel artificial AR10
A9 1,41+0,059 | 89,1#35" | 107,758 .
AL2 1712007 | 906+L5" | 1231263 es completamente diferente a todas las muestras de
Al3 1,310,047 | 86,240,67 | 127,8%2,6° mieles comerciales y auténticas, presentando el
AlS 1,41£0,069 | 233%13" | 1280+38° menor valor de CAT de todo el ensayo (Tabla 3).
Y] c b P -z
AL8 1,73£006 | 437x27° | 114231 Nuevamente, no se encontré correlacion entre la
A22 1,14x0,089 | 46,1x3,3° | 103,2%4,6° o X
AZ7 144%0,019 | 57.8242° | 1089237 concentracion de proteinas (R2 = 0,096) y el
A3l 1,24+0,05° | 83,7+0,47 | 2064 %33 contenido de flavonoides (R2 = 0,043) con los
AR10 052:003" | 89,7+09° 53409 valores de CAT, pero si con el contenido de
Quercitina+ 0,86+0,03° 53,0+1,1° 100,6+1,7 . . _
Meiatoninar | 0.83200%F | 539210° | 9762500 polifenoles de las muestras de miel (R2 = 0,921)
Rci Tabla 4).
Acido 07120070 | 27,9409% | 124,7#3,1° ( . ) .
Lipoico+ Si se comparan los valores de actividad

antioxidante, por cualquiera de los métodos usados
en este trabajo, de las mieles comerciales con las
auténticas, se observa que muchas de ellas
comparten la misma letra lo que significa que son
estadisticamente iguales. Por ejemplo, si se
compara la capacidad de inhibicion de la formacion
del radical hidroxilo de las mieles comerciales,
auténticas y artificial se puede observar que existen

Parametro Pro Fla Pol AOA RH CAT muesfra_s de _ml_el ComerCI?I que, -SOH
estadisticamente similares a las mieles auténticas,
Pro 1 | 0056 | 0029 | 0126 | 0,105 | 0,096

| . oot om0 Tooms Tooms tal es el caso de las muestras C3, C8, Al18, A22 y

Fla : : : : .
A27 (Tabla 3). Al comparar la actividad
Pol ! 0843 | 0802 | 0921 antioxidante de las muestras de miel con la de
AOA 1031920098 antioxidantes comerciales, se observa que la
RH 1 10154 mayoria de las muestras de miel presentaron
CAT 1 valores superiores a los reportados para los

En cuanto al efecto de las muestras sobre el
radical hidroxilo, los valores de porcentaje de
inhibicion de la formacion del radical hidroxilo
variaron entre 23,3 y 90,6 % de inhibicion/100 g de
miel, siendo la muestra A12 la que presentd mayor
porcentaje de inhibicién, y la muestra A15 la que

antioxidantes comerciales usados en este estudio
(Tabla 3).

Con las concentraciones de flavonoides,
polifenoles y proteinas, se agruparon las mieles de
acuerdo a la similitud de las concentraciones de los
parametros determinados, dando como resultado la
Figuralyla Tabla 5.
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Se observa que las muestras quedaron
distribuidas en 6 grupos, siendo el Grupo 1 el
conformado por las muestras C3, C4, C5, C7, y
Al8; el Grupo 2 conformada por la muestra C6; el
Grupo 3, constituido Unicamente por la muestra de
miel artificial AR10; el Grupo 4, lo conforman las
muestras C1, A9, A15 y A27; el Grupo 5 por la
muestra C2 como miembro Unico del grupo; y
finalmente el Grupo 6, en donde se encuentran las
muestras C8, Al12, A13y A22.

Es de gran importancia destacar que la muestra
de miel artificial (AR10) present6 concentraciones
de polifenoles y flavonoides completamente
diferentes a las muestras de mieles auténticas y

g e
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Fig. 1. Dendograma de agrupamiento de los pardmetros
fisicoquimicos de las muestras de miel por el método
Cluster.
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También fue llevado a cabo el analisis de
cluster tomando como base los valores de actividad
antioxidante, y los resultados se presentan en la
Figura 2 y Tabla 6. Al igual que en el caso de las
caracteristicas bioquimicas, se formaron 6 grupos
distintos de acuerdo a semejanzas en los valores de
actividad antioxidante: Grupo 1, mieles C1, C7 y
A31; Grupo 2, donde podemos encontrar las
muestras C2, C3, Al15 y A22; Grupo 3 cuyos
integrantes son A9, Al2 y Al3; Grupo 4
conformado por la muestra AR10; Grupo 5, en
donde se agruparon las mieles C4 y C5; y el Grupo
6, con las mieles C6, C8, A18 y A27.

Al igual que en el anélisis de cllster de las
caracteristicas bioquimicas, la muestra de miel
artificial AR10 forma un grupo independiente de
miembro Unico; y existen grupos en los cuales se

comerciales, resultando en un grupo Unico en
respuesta a su comportamiento biogquimico; es
decir, la muestra AR10, no guarda ninguna
semejanza en cuanto a estos parametros
bioquimicos con respecto a las muestras
comerciales y auténticas. Ademas, se observa en el
analisis de cluster de las variables bioquimicas que
existen grupos conformados tanto por mieles
auténticas como por mieles comerciales, por
ejemplo, los grupos 1 (C3, C4, C5, C7, A18) y 4
(C1, A9, Al15, A27), lo que sugiere ciertas
semejanzas entre estas muestras de miel (Figura 1,
Tabla 5).

TABLAS.
Valores medios resultantes del Analisis Clister de las
caracteristicas bioquimicas.

Grupo | Muestras |Flavonoides™ |Polifenoles™ | Proteinas™

C3, C4,

1 C5, C7, 165,960 886,10 108,780

Al8

2 C6 302,100 813,30 80,500

3 AR10 0,002 59,60 450,800
C1, A9,

4 AL5, A27 230,450 422,75 94,575

5 Cc2 157,600 806,50 383,200
C8, Al12,

6 A13, A22 94,660 501,98 76,220

*mg equivalentes quercetina/100g de miel (mg EQ/100 g); ** mg
equivalentes acido galico/100g de miel (mg EAG/100 g); ***mg
proteinas/100 g de miel.

pueden encontrar tanto mieles auténticas como
mieles comerciales, tal es el caso del Grupo 6 (con
las muestras C6, C8, A18 y A27), y todos los demés
grupos formados a excepcion de los Grupos 4y 5
(Figura 2, Tabla 6).

Al analizar en detalle los grupos formados en
cuanto a las semejanzas en los valores de actividad
antioxidante, fue posible construir 5 categorias que
caracterizan a las mieles en cuanto a su efectividad
como antioxidantes, escala que va desde actividad
antioxidante muy baja hasta muy alta, pasando por
los valores bajo, medio y alto (Tabla 7). En este
sentido, para el método de la capacidad
antioxidante total (CAT) usando Trolox como
patrén, la mayoria de las muestras de miel tiene
valores de actividad antioxidante bajos, y pocas
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muestras tienen actividad antioxidante Media (3),
Alta (2) o Muy alta (1); mientras que para el
método del radical hidroxilo la mayoria de las
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Fig. 2. Dendograma de agrupamiento de los valores de
actividad antioxidante de las muestras de miel por el
método Cluster.

Se puede observar en la Tabla 7 que la muestra
de miel artificial presenta valores muy bajos para
los métodos CAT y AOA, mientras que para el
radical hidroxilo puede ser incluida en la categoria
Alta. En segundo lugar, la calidad en capacidad
antioxidante de las muestras depende del método
utilizado, por ejemplo, la muestra C2 presenta
capacidad antioxidante baja medida con el método

muestras presenta valores considerados Muy Altos
(7) y para el método del AOA la mayor parte de
las muestras entran en la categoria de Altos (10).

TABLAG.
Valores medios resultantes del Andlisis Cluster de la
actividad antioxidante.

Grupo | Muestras AOA" RH™ CAT™
C1,C7,

1 A3l 1,260 38,900 127,925
C2,C3,

2 AL5, A22 1,504 82,260 137,660
A9, Al12,

3 Al3 1,605 46,975 133,125

4 AR10 1,595 71,350 300,200

5 C4,C5 1,240 83,700 206,400
C6, C8,

6 A18, A27 0,520 89,700 53,400

*mM equivalentes de &cido Urico/100g de miel; **%inhibicion/100g
de miel; ***umoles equivalentes de Trolox/100 g de miel.

CAT, pero media y alta con los métodos de radical
hidroxilo y AOA, respectivamente. De manera
similar ocurre con la muestra A12, la cual tiene una
actividad antioxidante baja con el método CAT,
pero muy alta con los otros dos métodos ensayados
en este trabajo. Este comportamiento se repite con
algunas variaciones en todas las muestras utilizadas
en este estudio.

TABLA7.
Muestras de miel pertenecientes a cada una de las categorias de actividad antioxidante generadas en este estudio.
Rando CAT" RH™ AOA***

9 Valor Frec Valor Frec Valor Frec
Muy <60 AR10 <1 0 <0,50 ARL0
Baja

C2,C3,C8, A9, 1.00-
Baja 61-150 Al2, A13, Al5, ’25 A15 0,51-0,80 0
Al8, A22, A27
. C2, C6, C8,
Media 151-200 C1, C6, C7 26-50 A8, A22 0,81-1,20 A22
C1, C2, C3, C4,
Alta 201-300 A3l 51-75 i;CZRCl?() 1,21-1,60 C6, A9, A13,
' A15, A27, A3l
C1, C4, A9,
XI‘:;’ >300 C4,C5 76-100 | Al12, A13, | 1,61-1,90 C:i?Af; '
A31, AR10 '

*umoles equivalentes de Trolox/100 g de miel.; **%inhibicion/100g de miel; ***mM equivalentes de &cido Urico/100g

de miel
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Se reportaron valores de concentracion de
polifenoles que variaron entre 268,2 y 1036,8 mg
equivalentes de é&cido galico/100 g de miel,
mientras que la concentracién de flavonoides se
encontré entre 0,002 y 302,1 mg equivalentes de
quercitina/100 g de miel, para las muestras de miel
artificial y la miel comercial C6, respectivamente
(Tabla 3). Estos valores son mucho mayores a los
reportados en la bibliografia. Por ejemplo, Sosa y
cols. [25] determinaron la concentracion de
polifenoles y flavonoides de diferentes mieles de la
especie Apis mellifera provenientes de diversos
apiarios y latitudes de la region central de la
provincia de Villa Clara-Cuba, reportando valores
medios de polifenoles comprendidos entre 6,1 y
44,0 mg EAG/100 g de miel, mientras que los
valores de concentracion de flavonoides se
encontraron entre 1,17 y 2,39 mg EQ/100 g de miel.
También son mucho mayores a los reportados por
Fernandes y cols. [26] quienes obtuvieron
concentraciones de flavonoides de 28,27+9,40 mg
EQ/100 g y de polifenoles de 92,34+13,55 mg
EAG/100 g en muestras de miel de A. mellifera
procedentes del estado de Alagoas en el noreste de
Brasil; y que los resultados de Liberato y cols. [27]
en los que el contenido de polifenoles de miel A.
mellifera de diferentes origenes botanicos fue de
108,50+3,52 mg EAG/100 g miel.

En lo que se refiere a la concentracion de
proteinas, estos valores variaron entre 56,4
(muestra A22, Coro-Venezuela) y 450,8 mg de
proteina/100 g de miel (muestra AR10) (Tabla 3).
Al comparar estos resultados con los reportados por
Moniruzzaman y cols. [28], se observa que los
resultados de esta investigacién son superiores a los
encontrados por los autores antes mencionados,
quienes obtuvieron concentraciones de proteinas
entre 20,4 y 48,3 mg/100 g de miel, para mieles
elaboradas en Malasia por A. mellifera, A. dorsata
y A. cerana. Por otra parte, Hira y cols. [29]
realizaron un analisis fisicoquimico y determinaron
el potencial antimicrobiano de muestras de mieles
provenientes de Pakistdn conocidas como miel
pequefia (A. mellifera), miel grande (A. dorsata) y
miel siddar (Ziziphus jujube), reportando valores de
concentracion de proteinas entre 571,272 y
777,598 mg/100 g de miel. Los resultados de
concentracion de proteinas reportados por estos

autores son superiores a los obtenidos en esta
investigacion.

El analisis fisicoquimico de muestras de miel,
especialmente la determinacion de su contenido de
polifenoles, flavonoides y proteinas, es de vital
importancia para establecer el valor nutracéutico de
una miel, ya que a estos compuestos se les
atribuyen una gran variedad de actividades
biolégicas relacionadas con la prevencion de
diversos procesos patolégicos. Desde el punto de
vista de su actividad biolégica, muchos polifenoles
y flavonoides tienen propiedades captadoras de
radicales libres, lo que les confiere actividad
antioxidante que podria estar relacionada con la
prevencion de enfermedades cardiovasculares y de
algunos tipos de cancer [30].

La muestra de miel artificial (AR10) presento
una concentracion de flavonoides de 0,002+0,001
mg EQ/100 g, y una concentracion de polifenoles
de 59,6+1,1 mg EAG/100 g, las cuales fueron
estadisticamente diferentes al resto de las muestras
de miel usadas en este estudio (Tabla 3). Son muy
pocos los estudios en la literatura en los que se lleva
a cabo una comparaciéon de muestras de miel
auténticas con muestras de miel artificial. Uno de
ellos es el trabajo de Blasa y cols. [31], quienes
midieron la concentracion de flavonoides y
polifenoles de las dos variedades de miel mas
comunes en Italia, Millefiori y Acacia, y la
compararon con una muestra de miel artificial,
encontrando una diferencia de méas de 10 mg
EQ/100 g y de 12 mg EAG/100 g para las
concentraciones de flavonoides y polifenoles,
respectivamente. Las diferencias en cuanto a la
concentracion de flavonoides y polifenoles de la
miel artificial en comparacién con las mieles
comerciales (serie C) y auténticas (serie A) son
superiores a 60 mg EQ/100 g para la concentracion
de flavonoides, y 200 mg EAG/100 g para la
concentracion de polifenoles (Tabla 4). Es
importante destacar que el valor de concentracion
de polifenoles de la AR10 no es nulo, posiblemente
debido a que a pesar de que el método utilizado es
muy preciso Yy sensible, pueden encontrarse
numerosas Vvariaciones relacionadas a los
volimenes utilizados de la muestra a analizar, las
concentraciones de los reactivos y el tiempo de
reaccion [32].
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En cuanto a la concentracion de proteinas
medida para la muestra AR10, la misma fue de
450,8+3,3 mg proteinas/100 g de miel, el cual es el
valor méas alto reportado para las muestras
analizadas en este estudio, resultado interesante al
tratarse de una miel artificial, fabricada
principalmente con azucares que no deberian emitir
sefial positiva con el reactivo de Folin usado en este
método (Tabla 7). No existen reportes en la
literatura en los que se haya realizado la medicion
de la concentracion de proteinas de muestras de
miel artificial. Sin embargo, Mahre y cols. [33]
aclararon algunas de las fallas que se pueden
presentar cuando se utiliza el método de Lowry y
cols. [19] para la determinacion de proteinas. En
este sentido los autores exponen que a pesar de que
el método es sensible, especifico, y facil de adaptar
al andlisis en pequefias escalas; la cantidad del
color producido varia con diferentes proteinas, y en
algunos casos el color no es estrictamente
proporcional a las concentraciones de proteinas
presentes en la muestra. También pueden interferir
otros macrocomponentes como lipidos vy
carbohidratos; y se ha demostrado que la
prolongacion de los tiempos para efectuar la
medida también es un factor que interfiere en los
resultados. Es posible que algunos de los
carbohidratos presentes en la muestra AR10
interfieran con la técnica de Lowry para llevar a
cabo la determinacién de proteinas, por lo que seria
recomendable realizar la medicion de este
parametro usando otra técnica.

En cuanto a la capacidad antioxidante en
método del AOA, el valor mas bajo pertenece a la
muestra A22 (1,14 + 0,08 mM equivalentes de
acido Urico/100 g de miel), mientras que el valor
maés alto corresponde a la muestra A18 (1,73 + 0,06
mM equivalentes de &cido Urico/100 g de miel)
(Tabla 3). Varias muestras de la serie C presentan
valores de AOA estadisticamente similares a los
reportados por la serie A, por ejemplo, C1ly A9, o
C8 y A18. Mondragon y Ulloa [34] determinaron
la capacidad antioxidante de mieles comerciales,
auténticas y miel artificial, estableciendo la
relacion entre las variables estudiadas y tomando
en consideracion el color de la miel. Rodriguez y
cols. [35] encontraron resultados que oscilaban
entre 0,26 y 2,73 mM equivalentes de &cido
Grico/100 g de miel, determinando que los valores

mas bajos de AOA corresponden a las mieles mas
claras (entre 0,07 y 0,09 mM equivalentes de &cido
Urico/100 g de miel), mientras que los valores mas
altos se encontraron en las mieles més oscuras
(oscilando entre 1,51 y 3,01 mM equivalentes de
acido Urico/100 g de miel). Los resultados de este
trabajo son superiores a los reportados por
Rodriguez vy cols. [35] quienes reportan valores de
AOA entre 0,64 y 0,74 mM equivalentes de &cido
Urico/100 g de miel. Lo mismo ocurre para las
mieles de Mérida (Venezuela) estudiadas por Pérez
y cols. [36] con valores de AOA de 0,69 +£ 0,01 mM
equivalentes de &cido Urico/100 g. Otro ejemplo del
comportamiento descrito anteriormente se puede
observar al comparar con el trabajo de Colmenares
y Carrefio [37] quienes encontraron valores de
AOA entre 0,85y 1,12 mM equivalentes de &cido
Urico/100 g en diferentes muestras de miel
producidas por A. mellifera provenientes de
Malasia, Grecia y Australia. También son
superiores a los reportados por Steinbriick [38] para
muestras de miel producidas por tres especies del
género Apis (A. mellifera, A. dorsata y A. cerana)
provenientes de Asia y Europa, con valores de
AOA que oscilaron entre 0,89 y 0,92 mM
equivalentes de acido Urico/100 g.

El segundo método utilizado fue el efecto en la
formacion del radical hidroxilo, encontrando
valores entre 23,3 + 1,3 (muestra A15) y 90,6 £ 1,5
(muestra A12) % de inhibicion/100 g (Tabla 3). Al
igual que en el AOA, existen muestras entre las
series A'y C que comparten la misma letra, es decir
gue son estadisticamente similares, como lo son C8
y Al8 y A22. Estos resultados se asemejan a los
reportados por Rodriguez y cols. [35] donde
encontramos % de inhibicién/100 g entre 62,73 y
77,77, siendo estos mayores a la melatonina, acido
lipoico y quercetina. También son similares a los
reportados por Colmenares y Carrefio [37] para
mieles fabricadas por A. mellifera de Malasia,
Grecia y Australia (entre 36,7 y 68,3% de
inhibicion/100 g), y que los de Steinbriick [38] con
muestras de miel de tres especies del género Apis
(A. mellifera, A. dorsata y A. cerana) provenientes
de Asia y Europa (entre 52,7 y 75,4% de
inhibicion/100 g). Es importante destacar que
varias de las muestras procesadas en este estudio
presentan valores de inhibicién del radical

43



Pérez-Pérez y cols. / Rev Fac Farm. 2021; 63(1): 34-51

hidroxilo superior a los reportados en los trabajos
citados anteriormente.

Las muestras analizadas en este estudio
reportaron valores de CAT entre 107,7 y 300,3
pmol equivalentes de Trolox/100 g, siendo en
todos los casos superiores a los encontrados para la
melatonina y quercitina, y en algunos casos para el
acido lipoico (Tabla 3). Estos valores son
superiores a los reportados por Mufioz y cols., [39]
quienes determinaron la capacidad antioxidante de
18 tipos de mieles colectadas en supermercados de
Per(, encontrando valores entre 28,75 (miel de
zapote) y 68,45 (miel de eucalipto) CAT/100 g de
miel. Lo mismo ocurre con los resultados de
Ciappini y cols. [40] quienes indican valores de
CAT de 102,02 + 44,69 TEAC/100 g de miel. Sin
embargo, son inferiores a los encontrados por
Colmenares y Carrefio [37] con rangos de CAT de
309,5y 563,1 umol equivalente de Trolox/100 g; 0
los encontrados por Steinbriick [38] cuyos valores
de CAT variaron entre 319,5 y 5450 pmol
equivalente de Trolox/100 g.

En lo que se refiere a la actividad antioxidante
de la miel artificial (AR10), se observan los valores
mas bajos de actividad antioxidante medidos por
los métodos de AOA (0,52 + 0,03 mM equivalente
de acido tirico/100 g) y del cation radical ABTSe+
(53,4 + 0,9 umol equivalente de Trolox/100 g)
valores que son estadisticamente diferentes a todas
las muestras analizadas en este trabajo, incluso
menores a los reportados para la melatonina,
guercetina y acido lipoico. Sin embargo, para el
porcentaje de inhibicion del radical hidroxilo se
registrd un valor de 89,7 £+ 0,9 % de inhibicién/100
g, el cual es estadisticamente similar a varias de las
muestras de las mieles auténticas (Serie A, A9,
Al2, A13 y A31), y superior a los reportados para
los antioxidantes comerciales usados como control
en este trabajo (Tabla 3). Los valores observados
para la miel artificial en cuanto a la inhibicion del
radical hidroxilo son similares a los reportados por
Pérez y cols. [36] quienes midieron 40% de
inhibicion del anién super6xido/100 g de miel y
28,8% de inhibicion del radical hidroxilo/100 g de
miel, y un valor de AOA 0,35 mM equivalente de
Trolox/100 g de miel. Este estudio in vitro en el que
se utiliza como control una miel artificial elaborada
con 40 g de fructosa, 30 g de glucosa, 8 g de
maltosa y 2 g de sacarosa, composicion de azlcares

sugerida por Taormina y cols. [16], se encontr6 que
la miel artificial posee entre 40 y casi 60% de la
actividad antioxidante de la miel de abejas
evaluada con tres métodos (porcentaje de
inhibicion del anién superéxido y del radical
hidroxilo, y degradacion del benzoato) [35]. Con
estas observaciones, parece necesario considerar
que ademas de las correlaciones positivas entre la
actividad antioxidante de la miel de abejas con su
contenido de flavonoides y de polifenoles, existe
un componente de base, conferido por los azlcares
que representan aproximadamente el 80% de la
miel, y el 20% de agua donde se disuelven.

En la Tabla 4 se evidencia una clara correlacion
positiva entre la actividad antioxidante medida por
los 3 métodos usados en este trabajo y la
concentracion de polifenoles (p > 0,500); mas no se
observa la misma correlacion entre la actividad
antioxidante y la concentracién de proteinas y
contenido de flavonoides (p < 0,500). Estos
resultados concuerdan con el paradigma en el que
se establece que la capacidad antioxidante esta
positivamente correlacionada con la concentracion
de polifenoles, del cual existen multiples reportes
en la literatura. Por ejemplo, Vit y cols. [41]
evaluaron la actividad antioxidante total (AAT) de
50 mieles enviadas al servicio de Analisis Quimico
del Instituto de Investigaciones Apicolas en Dol,
Republica Checa, con el método del cation radical
ABTSe«+, encontrando que la CAT no varid
significativamente segln el origen botanico de las
mieles, pero fue directamente proporcional al color
y al contenido de flavonoides y de polifenoles. Otro
ejemplo lo constituye el trabajo de Pérez-Pérez y
cols. [42] en el que se midi6 la actividad
antioxidante de productos de la colmena de
Tetragonisca angustula de Mérida (Venezuela),
encontrando una fuerte correlacién entre la
concentracion de polifenoles y la actividad
antioxidante. Durante muchos afios ha sido
demostrada una correlacion positiva entre la
actividad antioxidante de la miel y su contenido de
polifenoles en mieles de diferentes origenes
florales, geograficos y entomoldgicos tales como
Espafia [43], Australia [44], Perd [45] y México
[46]. Todos estos autores proponen un efecto
sinérgico entre los polifenoles de la miel y los méas
de 181 compuestos presentes en una muestra de
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miel, tales como azlcares, aminoacidos Yy
proteinas, carotenos, entre otros [47].

Los compuestos fendlicos de la miel actlan
como antioxidantes naturales y se ha incrementado
su uso debido a la contribucion a la salud humana.
En la miel se encuentran un amplio rango de
polifenoles tales como &cido cafeico, quercetina,
kaemferol,  galangina, crisina,  acacetina,
pinocembrina, apigenina, entre otros. En general, la
mayoria de los compuestos fendlicos que se
encuentran en la miel se presentan en la forma de
flavonoides y acidos fendlicos [30, 48, 49, 50]. Las
concentraciones de estos compuestos dependen de
varios factores, incluyendo la especie de planta
usada por las abejas, la salud de la planta, la
estacion, y factores ambientales [51].

En lo que se refiere al andlisis de cluster, se
puede observar la formacién de grupos claramente
diferenciados, en los que destaca que la miel
artificial forma grupos Gnicos ya que no comparte
caracteristicas similares al resto de las muestras
analizadas en este trabajo (Figuras 1y 2, Tablas 5
y 6). El método de analisis de clister ha sido
empleado por otros autores para evaluar diferencias
entre muestras de miel. Por ejemplo, Diaz [52]
empled el método claster para la diferenciacion
fisica y quimica de las muestras de mieles de
acuerdo con el origen floral, pudiendo clasificarlas
en un dendograma segun el analisis polinico. En
esta investigacion, las mieles lograron ser
clasificadas en grupos de acuerdo con sus
caracteristicas bioquimicas a través del cluster, con
informacién arrojada en un previo andlisis de
laboratorio.

Muchos autores han propuesto que los
parametros bioguimicos, tales como concentracion
de polifenoles, flavonoides y proteinas, asi como la
capacidad antioxidante, deberian ser incluidos
dentro de los estdndares de calidad para mieles
nacionales (Normas COVENIN en Venezuela), e
internacionales. Los autores sugieren que a través
de estos pardmetros se puede determinar la
autenticidad de una muestra de miel, y se puede
valorizar el producto incrementando su calidad
nutracéutica. En concordancia con lo anterior, Vit
y cols. [41] proponen que el estudio de la actividad
antioxidante de las muestras de miel es de gran
utilidad, y que podria en un futuro muy cercano
servir como pardmetro complementario para

caracterizar las mieles y detectar sus fraudes.
Ademas, afirman que los valores bioquimicos y de
capacidad antioxidante podrian indicarse en la
etiqueta de la miel para informar al consumidor, al
menos en mieles con uso medicinal.

En el caso de la presente investigacion, se
confirmé la autenticidad de la miel mediante la
determinacion de la concentracion de polifenoles y
flavonoides (Figura 1, Tabla 5), y la actividad
antioxidante medida a través de los métodos CAT
y AOA (Figura 2, Tabla 6), esta autenticidad esta
basada en que ninguna de las muestras de miel
analizadas en este trabajo se agrupa con la muestra
de miel artificial para estos parametros, pudiendo
afirmar que los mismos son de gran utilidad para
determinar la autenticidad de una muestra de miel
si se compara con una miel fraude elaborada con
una mezcla de azucares, la cual es la forma mas
comun de fraude encontrada en el mercado. En el
caso de la concentracién de proteinas y la actividad
antioxidante medida a través del radical hidroxilo
no se observa este comportamiento, ya que existen
muestras de miel auténticas y comerciales que se
asemejan a la miel artificial en estos parametros
(Tablas 2 y 3, respectivamente).

En lo que se refiere a la calidad nutracéutica, la
misma puede evidenciarse de acuerdo a los
resultados obtenidos en la Tabla 7, en la que se
establecieron categorias de capacidad antioxidante,
especificamente las categorias Muy baja, Baja,
Media, Alta y Muy alta. Nuevamente queda
demostrado que el método del RH no es viable para
establecer la calidad de las muestras de miel ya que
la miel artificial presenta valores similares a las
mieles comerciales y auténticas, como por ejemplo
dentro de los rangos altos se encuentra acompafiada
en el mismo grupo por las muestras C3, C5 y A27.
Esto puede deberse a fallas o desventajas presentes
en el método radical hidroxilo descrito por
Halliwell y cols. [20], siendo la més resaltante que
el efecto del secuestro de radicales se determina no
solo por la reactividad del antioxidante con el
radical, sino también por su concentracion. Aunque
muchos antioxidantes reaccionan rapidamente con
el radical hidroxilo, muchas moléculas bioldgicas,
que son mas abundantes que los antioxidantes,
reaccionan rapidamente con ese radical. Por eso, es
practicamente imposible para algin antioxidante
secuestrar el radical hidroxilo efectivamente. Otro
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punto importante es saber dénde se producen los
radicales libres, y si el antioxidante es capaz de
alcanzarlos. Por ejemplo, la vitamina C es un
potente secuestrador para radicales hidroxilos, pero
pobre frente a otros radicales [53].

En lineas generales, se encuentra mayor
frecuencia de mieles en el rango Bajo (10/16) en el
caso del método CAT, mientas que son mayores en
los rangos Muy alto (7/16) y Alto (10/16) para los
métodos RH y AOA, respectivamente (Tabla 7). Lo
anterior indica que la respuesta de cada miel a un
método de determinacidn de actividad antioxidante
es diferente, lo que hace suponer que cada muestra
de miel posee mecanismos diferentes de accion
frente a distintos radicales libres. En este sentido,
el método CAT mide la capacidad de una muestra
de revertir la formacion de un radical que se ha
generado previamente, de modo que mientras mas
se revierta el radical a su forma no radical, mas
antioxidante es esa muestra; mientras que en los
métodos RH y AOA se mide la capacidad que tiene
una muestra dada de inhibir la formacion del
radical hidroxilo.

Se puede observar en la Tabla 7 que, en lineas
generales, las muestras de miel analizadas en este
estudio tienen mas capacidad de inhibicién de la
formacion del radical hidroxilo que de revertir el
radical ABTS, lo que se observa con las muestras
Al5, C1, C4, A9, A12, y A13, las cuales presentan
una baja capacidad de reversion del radical ABTS
y una alta capacidad de inhibicién del radical
hidroxilo. Pérez [43] y Cefali y cols. [53]
mencionan que tales capacidades de inhibicién y de
reversién vienen dadas por accién del componente
de mayor proporcion en la miel, en este caso los
polifenoles y flavonoides. La muestra A31 posee
caracteristicas de importancia en cuanto a su
comportamiento en los tres métodos usados en este
estudio, ya que se considera una muestra con buena
capacidad de reversién y al mismo tiempo de
inhibicion, encontrandose en la categoria alta para
los métodos CAT y AOA, y muy alta con respecto
al RH (Tabla 7). Esto significa que es una muestra
altamente versatil para inhibir y revertir un radical
libre.

Existen una gran cantidad de mecanismos por
los que los antioxidantes alimentarios pueden
ejercer su accion, entre las que se tienen aquellos
compuestos que reaccionan directamente con los

radicales libres, como pueden ser los polifenoles,
deteniendo el proceso en cadena de oxidacién
lipidica. Esta reaccion se puede llevar a cabo por
dos posibles vias: reacciones de transferencia de un
atomo de H (Hidrogen Atom Transfer, HAT) o de
transferencia de un electrén (Single Electron
Transfer, SET) aspectos que se deben tener en
cuenta al seleccionar los métodos de medida de
capacidad antioxidante [54].

El mecanismo mas conocido, aunque no
necesariamente el mas relevante a la accion, se
refiere a la capacidad que tienen muchos
antioxidantes para actuar como “estabilizadores o
apagadores de diversas especies reactivas”. Esto
Gltimo supone la conocida actividad secuestradora
de radicales libres que tienen muchas moléculas
antioxidantes. En el caso de los radicales libres, tal
accion implica su estabilizacion a través de la
cesion de un electrén a dichas especies reactivas.
Tal mecanismo, definido como SET, permite que
el radical libre pierda su condicion por
“pareamiento” de su electron desapareado. Una
consecuencia para el antioxidante es que, como
resultado de ceder un electron, éste se convierte en
un radical libre y termina oxidandose bajo una
forma que es de baja o nula reactividad hacia su
entorno [55].

Junto al mecanismo SET, muchos antioxidantes
pueden estabilizar radicales libres a través de un
mecanismo que implica la transferencia directa de
un 4tomo de hidrégeno (esto es un electrén con su
proton), definido como HAT. En este Gltimo caso,
el radical libre también queda estabilizado
electrénicamente [55].

Los antioxidantes cuya accién es promovida a
través de mecanismos SET y/o HAT son
mayoritariamente  los  antioxidantes  no-
enzimaticos, sean estos normalmente
biosintetizados por el organismo humano, o bien
que ingresen al organismo a través de la dieta. La
mayor parte de los antioxidantes que actlan a
través de estos mecanismos presentan en su
estructura quimica, como grupos funcionales,
hidroxilos fenolicos (ejemplo, todos los polifenoles
y los tocoferoles). No obstante, otros antioxidantes,
no fendlicos, como el glutation, la melatonina, y los
acidos ascorbico, dihidro-lipoico y drico, son
también ejemplos de moléculas cuya accion es
promovida por mecanismos SET y/o HAT [56].
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Junto a los mecanismos SET y HAT, ciertos
antioxidantes pueden actuar también estabilizando
especies reactivas a través de un mecanismo que
implica la adicion directa del radical a su
estructura. Ejemplo de este tipo de accién
antioxidante es la promovida por carotenos como
beta-caroteno. Como resultado de tal reaccion, el
radical libre, por ejemplo, peroxilo, pierde su
condicion, y el caroteno es modificado
covalentemente, convirtiéndose en un radical libre
gue a través de reacciones sucesivas es oxidado y
convertido en derivados epdxido y carbonilos de
notablemente menor reactividad. Como es de
esperar, la interaccidn directa entre un antioxidante
y una especie reactiva prevendra ya sea el inicio y/o
la propagacion de procesos oxidativos que afectan
a los sustratos biolégicos [56].

De este modo, por la via SET el antioxidante
transfiere un electron para reducir un compuesto,
incluyendo metales, carbonilos y radicales. El
método CAT, a pesar de ser métodos HAT es
dependiente del pH. Son métodos muy sensibles al
acido ascorbico y al acido Urico, que juegan un
papel importante en el mantenimiento del status
redox. Algunos elementos trazas y contaminantes
(sobre todo metales) pueden interferir con estos
métodos, resultando en una alta variabilidad y una
baja reproducibilidad y consistencia de los
resultados [55].

La presencia de una variedad de mecanismos en
una misma muestra de miel puede deberse a su
misma naturaleza, ya que es importante recordar
gue las mieles estdn compuestas por una amplia
variedad de moléculas, entre los que podemos
contar proteinas, enzimas (catalasa, glucosa
oxidasa), aminoacidos, metales, azlcares, acido
ascorbico, acidos organicos, entre otros. Cada uno
de estos compuestos puede contribuir en cierta
medida a la capacidad antioxidante de una muestra
de miel. Esto pone en evidencia la necesidad de
escoger de manera eficiente el método a utilizar de
modo de poder medir de la mejor manera posible la
contribucion de cada elemento a la capacidad
antioxidante total de la miel. Los resultados
presentados en este trabajo hacen evidente que un
porcentaje alto de la capacidad antioxidante se debe
a la presencia de polifenoles y flavonoides, ya que
se observa una correlacion positiva entre las
concentraciones de polifenoles y la actividad

antioxidante medida por los 3 métodos (Tabla 4),
pero esto es evidente ya que los polifenoles y
flavonoides se encuentran en grandes cantidades,
mas no son los Unicos responsables de la actividad
antioxidante de una muestra de miel. Se ha
determinado que la cantidad y naturaleza de los
polifenoles y flavonoides de una muestra de miel
dependen de la fuente floral, el area geografica,
condiciones ambientales, origen botanico, e incluso
zona geogréfica, este tltimo debido a que el suelo
y el clima determinan el tipo de flora de una regién
determinada [57]. En este sentido, seria interesante
conocer la composicion de los diferentes elementos
que conforman una muestra de miel y determinar
en qué porcentaje contribuye cada componente a su
capacidad antioxidante. Teniendo claro el
enunciado anterior, se puede inferir que cada miel
se comporta de una manera distinta, cada miel tiene
su propia identidad, definida por una composicion
quimica Unica, lo que hace que se comporten de
manera diferente una de las otras.

En virtud de que la determinacion de
autenticidad de las muestras de miel comparando
con una miel artificial constituida por una mezcla
de azlcares no fue posible a través del método RH,
se propone utilizar otros métodos alternativos, tales
como el método DPPH (radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil), en este método se sitla el radical
orgénico en presencia del antioxidante, y se ve en
qué grado es capturado, lo que produce un descenso
de la absorbancia a 515 nm [58]. EI mecanismo de
reaccion de este método no estd aun totalmente
claro. Se pensaba que era un mecanismo
simultaneamente SET y HAT; sin embargo, un
trabajo ha sugerido que el mecanismo fundamental
es SET, y que la reaccion de tipo HAT tendria una
escasa contribucion, dado que se produce
lentamente en disolventes que son fuertes
aceptadores de H, como el metanol o el etanol [59].

CONCLUSIONES

En lineas generales, el andlisis de cluster
permiti6  concluir que los  parametros
fisicoquimicos tales como concentracién de
polifenoles y flavonoides, asi como la actividad
antioxidante medida a través de los métodos del
AOA y CAT son (tiles para determinar la
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autenticidad de una muestra miel, siempre y
cuando se trate de una miel fraude consistente de
una mezcla de azlcares. No son Utiles para
determinar la autenticidad la concentracién de
proteinas medida por medio del método de Lowry
y la capacidad antioxidante medida a través de la
capacidad de inhibicién del radical hidroxilo. En lo
que se refiere a la calidad nutracéutica, todos los
pardmetros medidos en este estudio resaltan el
valor nutracéutico de las muestras de miel, incluso
logrando establecer categorias de Muy Bajo a Muy
alto de la capacidad antioxidante medida por los
tres métodos distintos empleados en este estudio.
Se sugiere que los valores de concentracion de
polifenoles y flavonoides, asi como la capacidad
antioxidante sean incluidos en los estdndares de
calidad nacionales e internacionales, valorizando
de este modo la miel comercializada y permitiendo
distinguirla de mieles fraude consistentes de
mezclas de azUcares.
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NORMAS EDITORIALES

La Revista de la Facultad de Farmacia (Rev Fac
Farm) es una publicacion editada por la Facultad de
Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los
Andes, Meérida, RepuUblica Bolivariana de
Venezuela. La revista es arbitrada e indizada y
tiene como objetivo publicar Trabajos Originales
(inéditos producto de estudios terminados),
Revisiones, Reporte de Casos Clinicos,
Comunicaciones y Cartas al Editor, que versen
sobre las siguientes areas del conocimiento:
Etnoboténica, Quimica Organica, Quimica
Inorganica,  Quimica  Analitica,  Quimica
Medicinal, Fitoquimica, Ciencias de los Alimentos,
Galénica, Tecnologia Industrial, Analisis de
Medicamentos, Fisica, Fisicoquimica, Estadistica
Aplicada a las Ciencias de la Salud, Microbiologia,
Parasitologia, Inmunologia, Hematologia,
Farmacologia, Toxicologia, Fisiologia,
Farmacocinética, Mercadotecnia, Historia de la
Farmacia y Bioanalisis, Farmacognosia, Nutricion
en Salud Publica y Biotecnologia. Los manuscritos
deben ser concisos, correctos en su estilo y escritos
en idioma espafiol, inglés o portugués. EI Comité
Editorial (CE) tiene prevista la publicacion de un
volumen y dos nimeros al afio, con la extensién
que se estime conveniente.

ENVIO DEL MANUSCRITO

Los autores deben enviar el archivo del
manuscrito en programa “Word for Windows” a
través de los siguientes correos: revfarm@ula.ve o
revfarmacia@gmail.com Es necesario que el autor
principal envie una comunicacion al Editor, en
donde solicita la consideracion del material adjunto
para la publicacién en alguna de las secciones de la
Revista, con indicacion expresa, de tratarse de un
trabajo original, de no haber sido publicado
excepto en forma de resumen y que s6lo ha sido
enviado a la Revista de la Facultad de Farmacia.
Ademas, debe incluir la autorizacién, donde todos
los autores aceptan con su firma, que han
participado activamente en el desarrollo vy
ejecucion de dicha investigacion, y que conocen
gue esta siendo enviado a publicacion sin percibir
remuneracion alguna.

SISTEMA DE ARBITRAJE

Todos los trabajos seran sometidos a
consideracion del CE de la Revista, el cual decidird
si el trabajo debe ser enviado a arbitraje o es
devuelto por no cumplir con las normas editoriales
establecidas. El arbitraje de doble ciego sera
realizado por al menos tres expertos en el area
objeto de la comunicacién. Se cuenta con la
participacion de especialistas, provenientes de
diferentes instituciones locales, nacionales, asi
como internacionales. En caso de existir
sugerencias por parte de los evaluadores para
mejorar la calidad de los trabajos, seran devueltos
a sus autores para las debidas correcciones, las
cuales deben cumplirse, siendo posible apelar con
la debida justificacion en cada caso. Para facilitar
el proceso de arbitraje, los autores deberan enviar
una lista de seis posibles arbitros (Nacionales e
Internacionales) con sus respectivas direcciones, y
de ser posible, direcciones de correo electronico.

NORMAS EDITORIALES

Los textos deben estar compuestos por las
siguientes secciones:

Revisiones: Segun los criterios establecidos por
el CE, para incluir revisiones en la Revista de la
Facultad de Farmacia se debe cumplir con las
siguientes condiciones:

+ Al menos uno de los autores debe tener un
minimo de tres trabajos sobre el tema, publicados
en revistas indexadas y arbitradas y por lo menos
una de esas revistas debe ser Tipo A.

« Las revisiones pueden ser solicitadas al autor
(es) por el CE o propuestas por el autor (es) al CE,
sobre temas seleccionados. Estructura: Resumen,
palabras clave, abstract, key words, introduccion,
cuerpo o desarrollo, conclusion (es), referencias
bibliograficas, de acuerdo a las mismas
instrucciones de los trabajos originales.

Trabajos originales: Se le da prioridad a los
articulos originales. Estructura: Resumen, palabras
clave, abstract, key words, ntroduccién, material y
métodos, resultados, discusion, conclusién (es),
agradecimientos  (precindible) y referencias
bibliograficas,
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REGLAMENTO PARA EL ARBITRAJE

CAPITULO 1
Disposiciones Fundamentales

Articulo 1. El presente REGLAMENTO tiene
por objeto normar los principios rectores del
Arbitraje de los Trabajos de Investigacion,
enviados por autores al Editor para su aceptacion
en la Revista de la Facultad de Farmacia de la
Universidad de Los Andes.

Articulo 2. La recepcién de un Trabajo de
Investigacion por parte del Editor, no implica por
fuerza su aceptacion para ser publicado en
cualquiera de volimenes de la Revista de la
Facultad que se editen en un afio. Ademas, no se
recibiran trabajos para arbitraje que no estén
acomparfiados de un oficio dirigido al Editor de la
Revista, firmado por el autor (o responsable de una
publicacién en caso de ser colectiva).

Articulo 3. El Editor podré recibir trabajos de
investigacion para su Arbitraje de cualquier autor
de algunas de las Facultades de la Universidad de
Los Andes, en primera instancia. En segundo lugar,
de cualquier autor adscrito a cualquier universidad
publica o privada del pais. En tercer lugar, de
autores de universidades extranjeras con
preeminencia de América Latina.

Articulo 4. El Editor se reserva el Derecho de
Admisidn de los trabajos con base en lo establecido
en el presente REGLAMENTO, y en las
Instrucciones para los Autores, publicada en cada
volumen editado de la Revista de la Facultad de
Farmacia.

Articulo 5. El Editor no recibir4d para su
consideracion de arbitraje trabajos divulgativos en
cualquiera de las areas de competencia de la
Revista de la Facultad de Farmacia.

Articulo 6. El Editor aceptara para su arbitraje
trabajos de investigacion documental con aportes
sustanciales al conocimiento cientifico de
cualquiera de las &reas de competencia de la
Revista de la Facultad de Farmacia, y que se ajusten
a lo estipulado en las Instrucciones para los autores.

CAPITULO 2
De los Arbitros y de su Competencia

Articulo 7. EI nimero de miembros del Comité
de Arbitraje estard supeditado a las &reas de

competencia de la Revista de la Facultad de
Farmacia. En todo caso, algunos miembros del
Comité podran fungir como re- presentantes hasta
de tres areas del conocimiento, de acuerdo con su
formacion y experiencia cientifica, y ser potestad
del Editor su designacion.

Articulo 8. Los miembros del Comité de
Arbitraje podran ser miembros del personal
docente y de investigacion de la Universidad de
Los Andes, o de cualquier otra universidad pablica
o0 privada de la Republica de reconocida actividad
cientifica y académica, con estudios de cuarto
nivel.

Articulo 9. Podran ser miembros del Comité de
Arbitraje  reconocidos  investigadores  de
universidades extranjeras, cuyas instituciones
mantengan convenios de cooperacién y de
intercambio con la Universidad de Los Andes.

Avrticulo 10. Podran ser miembros del Comité
de Arbitraje de la Revista de la Facultad de
Farmacia investigadores sin estudios de cuarto
nivel, siempre que hayan sido reconocidos por su
actividad de investigacion dentro o fuera de la
institucion a la que estén adscritos.

Articulo 11. El Editor seleccionara con base en
lo expuesto en los Articulos: 7, 8 y 9 del presente
REGLAMENTO, a los investigadores que
conformarén el Comité de Arbitraje de la Revista
de la Facultad de Farmacia por un periodo no
mayor de dos afios consecutivos, pudiendo solicitar
a motu propio su reinsercién dentro del Comité a
algunos de los miembros salientes o por iniciativa
de éstos.

Articulo 12. Son funciones de los &rbitros, las
siguientes:

a) Evaluar los trabajos de investigacion de sus
areas de competencia.

b) Enviar al Editor una respuesta por escrito
del trabajo considerado, en un plazo no mayor de
30 dias, contados a partir de la recepcion del texto.

¢) Aprobar o improbar los trabajos recibidos,
con base a argumentos cientificos proclives a ser
revisados.

d) No establecer con los autores de los trabajos
ninguna comunicacion referida al texto que evalUa,
que conlleve interferencias ysubjetividades en el
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proceso. Aplicar en la evaluacion argumentos
cientificos objetivos que permita al Editor a
posterior iniciar un proceso de retroalimentacion
positiva con los autores, a los fines de la excelencia
y transparencia del trabajo cientifico, y de la
proyeccion de la Revista de la Facultad de
Farmacia.

e) Aplicar en la evaluacion los parametros
especificados en la Guia para los Arbitros.

Articulo 13. Los arbitros tienen derecho a
recibir a cambio de su trabajo de evaluacién, una
constancia expedida por el Editor, a los fines de su
inclusién en procesos de reconocimiento de los
méritos académicos y cientificos de los miembros
del personal docente y de investigacion de las
universidades representadas en el Comité de
Arbitraje.

CAPITULO 3
Disposiciones Finales Articulo

Articulo 14. El Editor podra sustituir en
cualquier momento a algiin miembro del Comité de
Avrbitraje, cuan- do éste no haya cumplido con lo
dispuesto en el presente REGLAMENTO. El
Editor procederd de inmediato a sustituir al
miembro excluido con base a lo dispuesto en los
Articulos: 7, 8 y 9 del presente REGLAMENTO,
y a notificar de inmediato su remocion al saliente.

Articulo 15. Los autores tendran derecho a
solicitar reconsideracion de la evaluacion de su
trabajo de investigacion cuando haya resultado
improbado por un miembro del Comité de
Arbitraje. A tales efectos, el Editor enviara el
trabajo en cuestion a ser evaluado a otro arbitro. En
caso de resultar positiva la segunda evaluacién, el
Editor se reservard el derecho de publicar o no el
trabajo sin mas opiniones de expertos, con base a la
disponibilidad de espacio en la Revista en el
volumen que juzgue conveniente, y asi se lo hara
saber al autor.

Articulo 16. Con base en lo dispuesto en el
Avrticulo anterior, las decisiones de los arbitros son
inapelables y de obligatorio acatamiento por parte
del autor.

Articulo 17. Los miembros del Comité de
Avrbitraje no percibirdn remuneracién econémica
alguna por su trabajo.

Articulo 18. Los trabajos de investigacion
recibiran respuesta escrita a partir de los 60 dias
habiles de su recepcion.

Articulo 19. Si el informe de arbitraje es
positivo para un trabajo en primera instancia, el
Editor se compromete a incluirlo en el volumen
inmediatamente proximo de la Revista de la
Facultad de Farmacia.

Articulo 20. El Editor se arroga la potestad de
realizar observaciones de forma a los trabajos
recibidos antes de ser enviados a arbitraje, de tal
manera que el autor se compromete a acatarlas sin
desmedro de la trascendencia o alcance cientifico
del trabajo.

Articulo 21. El autor se hace responsable de
cualquier errata de forma y de fondo que esté
incluida en el original enviado al Editor; y éste no
se compromete a dar Fe de Errata en tales
circunstancias.

Articulo 22. El Editor se compromete a dar Fe
de Errata en aquellas circunstancias en que por
inadvertencia o fallas técnicas se haya incurrido en
un error no incluido en el original (papel y
electrénico) enviado para su consideracion por el
autor. Tal procedimiento se patentizard en el
volumen inmediatamente siguiente a la emisién del
error, siempre y cuando el autor se lo haga saber al
Editor por escrito tres meses antes de la edicion del
siguiente volumen de la Revista de la Facultad de
Farmacia.

Articulo 23. El Editor no se compromete a
expedir constancias de trabajos recibidos sin que
haya finaliza- do el proceso de arbitraje y se cuente
con un informe escrito y firmado por el arbitro.

Articulo 24. Lo establecido en el presente
REGLAMENTO seré difundido en la Revista de
la Facultad de Farmacia, de tal forma, que tanto
autores como arbitros se solidaricen con lo aqui
expuesto.
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INDICE ACUMULADO

Volumen 56(1)
Afio 2014

Guia para autores para escribir un articulo
cientifico.

Ovalles José Fernando, Velasco Judith, Rojas
Janne, Ramirez-Gonzalez Irama, Vielma Rosa
Alba, Contreras Libia Yaritza, Lozano Ricardo,
Meléndez Pablo, Pifia Enzo, Pefia JesUs.

Andlisis del aceite esencial de las hojas de
Guarea guidonia (L.) Sleumer (Meliaceae).

Hernandez-Bastidas Vanessa, Mora-Vivas
Flor, Rojas-Fermin Luis, Meléndez Pablo.

Sintesis de derivados nitrogenados de la
podofilotoxina

Santiago-Dugarte  Carolina, Abad-Reyes
Andrés, Bahsas Ali, Chacon-Morales Pablo.

Determinacion del contenido de cadmio en
muestras de  tabaco de  cigarrillos
comercializados en Venezuela.

Petit de Pefia Yaneira, Guillén Juan Carlos,
Vicufia- Fernandez Nelson, Bricefio Luisa
Carolina, Carrero Pablo, Pefialoza Hermes.

Estudio fitoquimico y determinacién de la
actividad antibacteriana de las hojas de
Lepechinia bullata (Kunth) Epling.
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Karla, Rojas-Fermin Luis, Usubillaga Alfredo,
Chataing Bernardo.

Volumen 56(2)
Afo 2014

Composicion del aceite esencial de las
flores de Oyedaea verbesinoides D.C.

Ramirez-Gonzalez Irama, Villalobos-Osorio
Darly, Rojas-Fermin Luis, Mendoza Francisco,
Rodriguez- Castillo Clorybeth, Carmona Juan.

Mas acerca  del comportamiento
electroquimico de la dopamina con el pH del
medio electrolitico.

Menolasina Sabino.

Hidrogenacion catalitica de los ésteres
metilicos de los é&cidos kaurénico vy

grandiflorénico con RuCl2(DMSO)4 en medio
homogéneo y bifasico.

Reyes Marisela, Barazarte Andris, Fonseca
Yurai- ma, Fontal Bernardo, Usubillaga
Alfredo, Suéarez Trino, Bellandi Fernando,
Vielma Joel.

Esteres glicosidicos de algunos derivados
del acido entkaur-16-eno-19-oico.

Villasmil Thayded, Pefia Alexis, Aparicio
Rosa, Usubillaga Alfredo.

Volumen 57(1)
Afio 2015

Obtencidn de derivados azufrados del acido
kaurénicoy de otros kaurenos substituidos en
la posicidn C-15y su actividad antibacteriana.

Pefia Alexis, Usubillaga Alfredo, Alarcon
Libia, Velasco Judith, Aparicio Rosa.

Estudio in situ por espectroscopia
infrarroja con transformada de Fourier de la
oxidacién electroquimica del acetaminofén en
medio acuoso.Rivas Nieto Rebeca, Martinez
Yris, Materan Jesus, Ortiz Reynaldo.

Study of the chemical composition of the
essential oil from the hybrid Asteraceae
Carramboa tachirensis (Aristeg.) Cuatrec.

Obregon-Diaz Ysbelia, Rojas-Fermin Luis,
Usubillaga Alfredo, Pouységu Laurent, Quideau
Stéphane.

Secondary metabolites from Chaptalia
meridensis.

Pinto Ana Andreina, Amaro-Luis Juan
Manuel.

Volumen 57(2)
Afio 2015

Composicidn quimica del aceite esencial de
hojas frescas de Annona muricata L., de
Mérida, Venezuela.

Meccia C., Gina; Vit Olivier, Patricia; Rojas,
Luis B.; Carmona Arzola, Juan; Santiago Silva,
Bertha y Usubillaga, Alfredo.

Estudio del crecimiento bacteriano.
Enfoque de andlisis de datos con medidas
repetidas.
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Pefia G. Jesus A; Rosales O., Yolima Beatriz
y Orlandoni M., Giampaolo.

Validacion de un método analitico por
cromatografia liquida de alta resolucién en
fase reversa para la cuantificacion de
hidroclorotiazida y clorhidrato de propranolol
en formas farmacéuticas sélidas.

Guillén Guillén, Ana; Brunetto, Rosario; Leon
Leal, Andrés; Gallignani, Maximo A.; Lobatén
Alvarez Robert; Colén U., Sarin y Calderén G.,
Laura M.

Extraccion y caracterizacion de grasa y
almidén de la almendra de mango variedad
Alphonso (Mangifera indica L).

Gutiérrez, Carlos; Rivera, Yezabel; Gomez,
Rubén; Bastidas, Vanessa y Izaguirre, César.

Volumen 58(1)
Afio 2016

Evaluacion de la actividad antimicrobiana
de plantas medicinales seleccionadas del
Jardin Boténico del Orinoco, municipio Heres,
Estado Bolivar.

Rojas, Janne; Velasco Carrillo, Judith;
Buitrago D., Alexis A.; Mender, Thamara y Rojas,
John.

Fasciolosis y parasitos gastrointestinales en
becerros de la Estacion Experimental “El
Joque" Universidad de Los Andes, Mérida,
Venezuela.

Gonzélez Ramirez, Luisa Carolina; Martinez,
Asdribal; Assouad, Manuel; Alvarez, Janeth; Gil,
Florimar; Castro Vera, Trino Alberto; Pérez De
Pablos, Carlos y Davila, Ciro.

Estudio fitoquimico y actividad
antioxidante de los extractos de las partes
aéreas de Euphorbia laurifolia Juss. ex Lam.

Mogollén, José Angel; Rondén, Maria
Eugenia; Morales Méndez, Antonio y Contreras
Moreno, Billmary Z.

Comparacién de los perfiles de disolucién
de cépsulas de cefadroxilo comercializadas en
Venezuela.

Colon U., Sarin; Guillén, Ana; Pefia, Jesus
Alberto; Lobatén Alvarez, Robert; Ledn, Andrés
y Calderdn G., Laura M.

Volumen 58(2)
Afio 2016

Composicion quimica y perfil mineral de
materias primas de origen animal y vegetal
utilizadas en la formulacion de dietas para la
alimentacion de alevines de Colossoma
macropomum.

Morillo, Marielba; Visbal, Tomas; Vielma,
Rosa Alba; Pefia, Liz; Gonzélez, Isbeliay Medina,
Ana Luisa.

Estudio fitoquimico de la resina de Protium
carana March (Burseraceae), derivados
semisintéticos de los triterpenos a/B-amirinas,
determinacion de su actividad antioxidante y
actividad antibacteriana.

Bracho Nifio, Ismer; Rojas, Luis B.;
Usubillaga, Alfredo; Carmona Arzola Juan;
Carrero, Jose; Hernandez, Johanna; Deffieux,
Denis; Pouységu, Laurent y Quideau, Stéphane.

Uso de chachafruto (Erythrina edulis) y
soya (Glycine max) como sustituto de la harina
de pescado en la formulacion de dietas para
alevines de coporo (Prochilodus mariae).

Visbal, Tomas; Morillo, Marielba; Rial,
Leandra; Altuve, Daisy; Betancourt, Carlos y
Medina, Ana Luisa.

Evaluacion sensorial de lonjas de jamon
cocido y pechuga de pavo, recubiertas con
peliculas antimicrobianas de alginato de sodio.

Rosales O., Yolima Beatriz; Raybaudi
Massilia, Rosa; Medina, Ana Luisa; Mosqueda
Melgar, Jonathan y Tomé, Elisabetta.

Volumen 59(1)
Afio 2017

Composicién quimica del aceite esencial de
las hojas de Artemisia absinthium L. colectada
en Tovar-Edo. Mérida, Venezuela.

Rojas Fermin, Luis; Rojas Vera, Janne;
Cordero de Rojas, Yndra; Handan, Mager y
Carmona Arzola, Juan.

Determinacion voltamétrica de citrato de
sildenafil en formulaciones farmacéuticas.

Ortiz, Reynaldo; Nava, Lismar; Martinez, Yris
J.; Weinhold, Elkis y Paredes R., Andreina.
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In vivo anti-inflammatory activity of
grandiflorenic acid and kaurenic acid isolated
from Coespeletia moritziana and Espeletia
semiglobulata.

Rios Tesch, Nurby Nabhiely; Villalobos
Osorio, Darly Coromoto; Rojas Fermin, Luis;
Aparicio Z., Rosa L.; Usubillaga, Alfredo;
Mitaine Offer, Anne Claire; Lacaille Dubois,
Marie Aleth; Denis, Deffieux; Peixoto, Philippe;
Laurent, Pouységu y Stéphane, Quideau.

Composicién quimica del aceite esencial de
Achyrocline satureioides (Lam.) DC de los
Andes Venezolanos.

Buitrago B., Diolimar; Morales M., Antonio;
Rojas Fermin, Luis; Aparicio Z., Rosa L. y
Meléndez G., Pablo.

Volumen 59(2)
Afio 2017

Actividad antibacteriana de diterpenos del
kaurano aislados de Coespeletia moritziana
(Sch. Bip. ex Wedd.) Cuatrec

Cordero de Rojas, Yndra; Lucena de Ustariz,
Maria Eugenia; Araujo, Liliana; Usubillaga,
Alfredo; Rojas Fermin, Luis y Moujir, Laila.

Actividad anti-inflamatoria del extracto
alcohdlico de Astronium graveolens Jacq.

Hernandez Bastidas, Vanessa; Mora V., Flor
D.; Nicola, Malafronte y Nunziatina De Tommasi.

Constituyentes volatiles de las hojas de
Lepechinia bullata (Kunth) Epling de los Andes
venezolanos.

Pérez Colmenares, Alida; Rojas Fermin, Luis
y Usubillaga, Alfredo.

Actividad antiinflamatéria in vivo de
extractos de hojas, tallos y frutos de Ficus
maitin Pittier.

Villalobos Osorio, Darly Coromoto; Rios,
Nurby, Ramirez Gonzélez, Irama Judith vy
Meléndez, Pablo.

Volumen 60(1)
Afio 2018

Evaluacion del balance del contenido
vaginal para el diagnostico de la disfuncién
vaginal.

Mufioz, JesUs; Sanchez, Kiralba y Babino
Cynthia.

Actividad  antimicrobiana y  perfil
fitoquimico de las hojas de Connarus
venezuelanus B. var. venezuelanus
(Connaraceae R. BR.).

Garcia  Giovanny; Rodriguez  Castillo
Gabriela; Velasco Carrillo, Judith; Villalobos
Osorio, Darly Coromoto y Ramirez Gonzélez,
Irama Judith.

Valoracion del efecto de la Erdosteina en
cuadros de intoxicacion con Paraquat en ratas
BIOU: Wistar y comparacion con la N-acetil-
cisteina mediante determinacion de
malondialdehido por Espectroscopia UV.

Di Bernardo, Maria L.; Zambrano de Davila
Thania; Morales Yasmin; Brito Sulay; Rojas de
Marin, Tibisay del Carmen; Montero Yepsy;
Osorio Andrés y Montoya Dubelia.

Perfil de textura instrumental y sensorial de
pastas elaboradas con Cajanus cajan
fermentada.

Vivas Odry y Sangronis Elba.

Volumen 60(2)
Afio 2018

Fenoles totales, contenido de flavonoides y
actividad antioxidante de los extractos
etandlicos de plantas ecuatorianas.

Rondén, Maria; Moncayo, Shirley; Cornejo,
Xavier y Plaza, Claudia.

Un modelo de supervivencia bivariante
para eventos dependientes bajo el enfoque de
funciones cépulas.

Pefia G., Jesis A; Ramoni P., Josefa y
Giampaolo, Orlandoni.

Estudio de la composiciéon quimica de los
aceites esenciales de las hojas y flores de
Leonotis nepetifolia (L.) R. Br. (Lamiaceae).

Araque, Emmanuel; Urbina, Daniela; Morillo,
Marielba; Rojas Fermin, Luis y Carmona Arzola,
Juan.

Revista de la Facultad de Farmacia. Seis
décadas de trayectoria.

Gil Otaiza, Ricardo.
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Volumen 61(Edicién Especial)
Afio 2019

Analisis de supervivencia con interaccion
de diabetes e indice de masa corporal en
pacientes en dialisis peritoneal.

Borges P., Rafael E.; Torres-Mantilla, Hugo
Alexander y Gonzalez-Villar, Andrea.

Evolucion del error total en Ila
determinacion de glucosa en un laboratorio de
bioguimica clinica.

Molina, Karla; Torres, Jeymmy; LOpez,
Maria; Hurtado, Maria; Guillén, Leidys y
Dugarte, Freddy.

Actividad larvicida de los aceites esenciales
de Minthostachys mollis y Lepechinia bullata
contra Tecia solanivora Povolny.

Ramirez, Rosslyn N.; Mora V., Flor D
Dominguez, llka; Rojas Fermin, Luis; Ramirez,
Wilson; Pefia, José y Pérez Colmenares, Alida.

Composicién quimica y actividad biolégica
de los extractos de las partes aéreas de
Leonurus japonicus (Houtt.).

Malave, Maria José; Mendoza, Zulimar;
Morillo, Marielba; Visbal, Tomas; Ronddn, Maria
Eugenia y Carmona Arzola, Juan.

Volumen 62(Edicién Especial)
Afio 2020

Perfil fitoquimico, actividad biologica y
fotoprotectora de las flores de Aldama dentata
La Llave et Lex.

Isla  Marylenlid, Pérez Alida, Obregon
Ysbelia, Aparicio Rosa, Cordero Yndra, Diaz
Clara, Isla José, Chacon Carmen, Fernandez
Jhender, Rojas-Fermin Luis.

Andlisis  fitoquimico  preliminar vy
evaluacion de la actividad antibacteriana de
fracciones de diferentes polaridades obtenidas
de Vismia baccifera (L.) Triana & Planch y
Vismia macrophylla Kunth.

Buitrago-Diaz Alexis Alberto, Rojas-Vera
Janne, Velasco-Carrillo Judith.

Valoracidon de dietas a base de Leucaena
leucocephala (Lam.), Machaerium sp y Glycine
max (Soya) para la alimentacién de alevines de
Colossoma macropomum (cachama negra).

Visbal Tomas, Morillo Marielba, Rial
Leandra, Betancourt Carlos, Medina Ana Luisa.

Actualizacion de la imagen de la Revista de
la Facultad de Farmacia.

Rojas-Vera Janne, Buitrago-Diaz Alexis,
Meccia Gina, Ronddn Maria Eugenia, Rojas Julio.
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El Cdchta es el organismo encargado de
promover, financiar y difundir la actividad
investigativa en los campos cientificos,
humanisticos, sociales y tecnoldgicos.

Objetivos Generales:

El Cdchta, de la Universidad de Los
Andes, desarrolla politicas centradas en tres
grandes objetivos:

e Apoyar al investigador y su generacion de
relevo.

e Vincular la investigacion con las necesidades
del pais.

e Fomentar la investigacion en todas las
unidades académicas de la ULA, relacionadas
con la docenciay con la investigacion.

Objetivos Especificos:

e Proponer politicas de investigacion 'y
desarrollo cien- tifico, humanistico y
tecnoldgico para la Universidad. Presentarlas
al  Consejo  Universitario para  su
consideracion y aprobacion.

e Auspiciar y organizar eventos para la
promociéon 'y la evaluacion de la
investigacion.

e Proponer la creacion de premios, menciones
y certificaciones que sirvan de estimulo para
el desarrollo de los investigadores.

e Estimular la produccion cientifica.
Funciones:

e Proponer, evaluar e informar a las
Comisiones sobre los diferentes programas o

CONSEJO DE DESARROLLO CIENTIFICO
HUMANISTICO, TECNOLOGICO Y DE LAS ARTES
Cdchta

7N

=~

e Difundir las politicas de investigacion.

solicitudes.

e Elaborar el plan de desarrollo.

Estructura:
e Directorio: Vicerrector Académico,
Coordinador del
Cdchta.

e «Comision Humanistica y Cientifica.

e +Comisiones  ASesoras: Publicaciones,
Talleres y ~ Mantenimiento, Seminarios en
el Exterior, Comité de Bioética.

e *Nueve subcomisiones técnicas asesoras.
Programas:

e Proyectos.

e Seminarios.

e Publicaciones.

e Talleres y Mantenimiento.

e Apoyo a Unidades de Trabajo.

e Equipamiento Conjunto.

e Promocion y Difusion.

e Apoyo Directo a Grupos (ADG).

e Programa Estimulo al Investigador (PEI).

e PPI-Emeritus.

e Premio Estimulo Talleres y Mantenimiento.

e Proyectos Institucionales Cooperativos.

e Aporte Red Satelital.

e Gerencia.

Alejandro Gutiérrez

Coordinador General
www.ula.ve/cdcht / E-mail: cdcht@ula.ve
Telf. 0274-2402785 / 2402686.
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