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RESUMEN

Los propéleos son subproductos apicolas elaborados por abejas del género Apis melliferay de
otras especies, que presentan muchos tipos de bioactividad. Su origen y composicién puede
relacionarse con el entorno botanico del sitio de anidacion de las abejas, tal es el caso de la
planta Clusia valerioi (Standl.), especie endémica de Costa Rica, cuya flor produce una resina

utilizada por las abejas que la visitan para la produccién de propéleos. Lo anterior implica la

1


mailto:sandra.valdes.diaz@una.cr

posibilidad de establecer una trazabilidad de la composicién quimica de la resina de la flor de
C. valerioi (Standl.) y de los propoéleos recolectados de apiarios ubicados en la Zona Sur de
Costa Rica, en términos de relacionar la presencia de compuestos tipo flavonoides, acidos
fendlicos y del tipo benzofenonas policiclicas polipreniladas (nemorosona) en ambos tipos de
matrices, para la identificacion de posibles biomarcadores activos para futuros
estudios. Extractos metandlicos de muestras de propéleos de ocho apiarios visitados y
extractos etandlicos de resina floral de C. valerioi (Standl.) de cuatro sitios cercanos a dos de
estos apiarios, muestreados en la zona de Coto Brus (Costa Rica), fueron analizados y
derivatizados con técnicas de HPTLC estableciéndose la presencia de 3 marcadores quimicos
importantes (compuestos A, B y C), a partir de andlisis de espectros de resonancia magnética
nuclear de protones (*H-NMR) y carbono-13 (**C-RMN), espectros de absorcion vy
cromatografias para 16 extractos de propdleos, resinas y flores C. valerioi (Standl.). Se
identificd el compuesto A como un compuesto derivado de los terpenos, el compuesto B como
nemorosona y el compuesto C como un derivado de los flavonoides del tipo flavonol o
flavonona.

Palabras clave: Propoleos; Apis mellifera; Clusia valerioi (Standl.); HPTLC; Nemorosona.

ABSTRACT

Propolis are bee products which exhibit many types of bioactivities. The origin and composition
of propolis can be related to the botanical environment surrounding the bee nesting site. The
plant Clusia valerioi (Standl.) is endemic from Costa Rica and it is present in the Southern
Region. This plant has flowers that produce a resin that is used by bees to produce propolis.
This implies that the establishment of a chemical traceability from the resin of the flowers of C.
valerioi (Standl.) to the propolis produced in nearby apiaries in the Southern Region of Costa
Rica is feasible. Methanolic extracts of propolis samples from eigth apiaries, samples of resins
carried by bees and ethanolic extracts of C. valerioi (Standl.) floral resins from four sites in the
vicinity of two apiaries, were analyzed by HPTLC techniques. Our results reveal the presence of
three chemical markers that confirm the traceability from the flowers resins to the propolis
(compounds A, B and C). Compound A was identified as a terpene derivate and compound C
as a flavonoid derivate (a flavonol or a flavonone). Compound B was isolated and characterized
as a polyprenylated polycyclic benzophenone. It was identified as nemorosone by means of
proton nuclear magnetic resonance (*H-NMR) and 13-carbon (**C-RMN) spectra.

Key words: Propolis; Apis mellifera; Clusia valerioi (Standl.); HPTLC; Nemorosone.

INTRODUCCION
Los propdleos se definen como productos resinosos formados por las abejas del género

Apis melifera, a partir de exudados de plantas que se encuentran alrededor de los apiarios
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(conjunto de dos o mas colmenas) en los que ellas habitan. Las abejas procesan con sus
mandibulas estos exudados, a los cuales les adicionan enzimas de las glandulas mandibulares,
gue luego descargan en la colmena, mezclandolos con pequefias cantidades de azlcares y
con ceras secretadas por las mismas abejas. (1,2,3). Los propéleos obtenidos se utilizan como
proteccion de las paredes internas y de la entrada a la colmena, ya que no solo son materiales
de construccion, sino que también se describen como armas quimicas de las mismas, ya que
funcionan como barreras preventivas contra el crecimiento de hongos y bacterias (4, 5). Son
mezclas complejas, con muchos compuestos quimicos, que presentan en su composicion
guimica alrededor de un 55 % de balsamos aromaticos y resinas, 30 % de ceras, 10 % de
aceites esenciales y 5 % de granos de polen junto con otros materiales.

Entre los principales compuestos presentes en los propdleos se encuentran los del tipo
flavonoide, como las flavonas y las flavononas. En general, se han encontrado alrededor de
38 tipos de flavonas, 12 tipos de derivados del 4cido benzoico, 14 tipos de derivados del alcohol
cinamilico y del acido cindmico, 12 tipos de compuestos variados entre alcoholes, cetonas y
fenoles, 7 tipos de terpenos, 11 tipos de esteroides, 7 tipos de azucares y finalmente 2
aminoéacidos. Dentro de este conjunto de metabolitos, se destacan los flavonoides, los acidos
fendlicos y sus ésteres como moléculas farmacol6gicamente activas (6).

Ademas, a nivel terapéutico, se ha concluido que los compuestos fendlicos y flavonoides
le confieren a los propéleos esas propiedades; encontrandose que la actividad antimicrobiana
la proporcionan los polifenoles, junto con los flavonoides, los acidos fendlicos y sus ésteres
(7). Ademas, se ha observado que los aceites esenciales le imparten propiedades como
antimicrobiano, antifingico, antitumoral, antiinflamatorio, hepatoprotector, antidiabético,
cardioprotector e inmunomodulador. Estas caracteristicas, han generado mucho interés por
parte de la comunidad cientifica para estudiar mas detalladamente los propéleos y los entornos
de los cuales se derivan; ya que al ser un producto con tan variadas propiedades terapéuticas
y una composicién quimica de origen natural, potencialmente se podria utilizar para el
tratamiento de diversas enfermedades, tales como varios tipos de cancer y enfermedades
cardiovasculares (2).

Por otra parte, estudios etnobotanicos han demostrado que existen plantas que
pertenecen a la familia Clusiaceae que poseen actividad antiinflamatoria. Estas plantas, se
caracterizan por producir metabolitos secundarios de tipo terpenoides y polifenoles. En esta
familia se encuentra el género Clusia, cuyas flores producen una resina que es recolectada por
diferentes tipos de abejas para la construccién de nidos, siendo utilizada como pegamento y
como una proteccién impermeable en sus colmenas (8, 9, 10). Esta relacién entre la resina de
la flor de Clusia y su utilizacion por parte de las abejas en la construccion y funcionamiento de
sus colmenas, supone una interaccion o influencia de la composicidn quimica de dichas resinas

sobre los componentes quimicos de los propéleos elaborados por las abejas; segun lo han
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demostrado estudios realizados en México, y una eventual potencializacién de las actividades
terapéuticas de los propdleos elaborados con dichas resinas, segun estudios realizados por
investigadores cubanos (11, 12).

La planta C. valerioi (Standl.) es un arbol regularmente epifito, con ramas cafés o
negras, localizado en nuestro pais en los bosques humedos, muy himedos y pluviales de la
vertiente del Caribe, Cordilleras de Tilaran, Central y Talamanca, en las llanuras de San Carlos,
Tortuguero, Valle del Coto Brus y en la regién del Golfo Dulce. Se suele reconocer ya que es
la Unica del género que presenta laminas foliares (la parte plana de hoja que generalmente es
de color verde, la cual se une a la rama o tallo), que cuando secan son casi negras. Sus flores
tienen pétalos rosados o rojos con una marca de las tecas en forma de anillo (13, 14).

Cabe destacar que en el género Clusia es caracteristica la produccién de resinas ricas
en benzofenonas policiclicas polipreniladas (tipo nemorosona), las cuales son aprovechadas
por las abejas para la produccién de propéleos (8,11). Se han catalogado 55 benzofenonas,
distribuidas en flores, frutos, tallo, ramas y hojas, sin embargo, la mayoria de estos metabolitos
se encuentra en los frutos y resinas florales (15). Las benzofenonas se pueden dividir en dos
categorias dependiendo de su estructura quimica: se encuentran las benzofenonas simples,
las cuales estan compuestas por un esqueleto de 13 carbonos con dos anillos aromaticos
unidos a un grupo carbonilo y las benzofenonas polipreniladas, las cuales tienen sistemas

policiclicos y puentes oxo con grupos epoxi y peréxidos (Figura 1) (15, 16).

Figura 1. A) Estructura quimica de una benzofenona simple. B) Estructura quimica de la

nemorosona (benzofenona poliprenilada). (15)

En Costa Rica se distinguen 3 tipos quimicos de prop6leos segun su composicion global
(determinada por Resonancia Magnética Nuclear Proténica) y su capacidad antioxidante
medida como efecto neutralizador del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH). El tipo |
contiene principalmente compuestos fendélicos como el benzoato de n-coniferilo, el tipo Il
contiene benzofenonas polipreniladas como la nemorosona y el tipo Il contiene sustancias

terpénicas como el agatadiol. Los propéleos de los tipos | y Il muestran una mayor actividad



contra el radical DPPH, respecto a los del tipo Ill. Estudios locales realizados en Costa Rica
demostraron que los tipos | y Il fueron predominantes en el Pacifico Norte, Pacifico Central y
Valle Central, mientras que en la Zona Sur solamente se encontraron propdleos del tipo Il. Este
tipo de propoleos también estuvo presente en las otras regiones estudiadas, pero con una
frecuencia incidental. Esta tendencia en la distribucién tuvo significancia estadistica y de
acuerdo con estos resultados, es de suponer que alguna especie de Clusia sp. presente en la
Zona Sur del pais tendria relevancia como fuente de resinas para que las abejas elaboren los
propéleos (17, 18).

Los metabolitos secundarios presentes en las flores de C. valerioi (Standl.) suponen una
fuente de productos naturales con potencial farmacéutico, tanto en la matriz vegetal, como en
los productos derivados a partir de ella. Sin embargo, como los estudios de esta flor son
limitados, el objetivo de esta investigacién fue establecer si existe una relacién entre los
compuestos de tipo benzofenona policiclica poliprenilada (nemorosona) y de otras categorias
presentes en la resina de la flor de C. valerioi (Standl.) de la Regién Sur de Costa Rica y los
presentes en los propoleos de colmenas de abejas meliferas recolectados en la misma
region. Para lograr lo anterior, se determiné la naturaleza quimica de las principales familias
de compuestos presentes en la resina de la flor y en los propoleos extraidos y analizados
mediante HPTLC, para luego correlacionar su presencia en ambos materiales.

MATERIALES Y METODOS
Colecta de muestras

Las muestras de los receptaculos de las flores y de los propéleos de los apiarios
circundantes fueron colectadas en la Region Sur de Costa Rica; especificamente durante la
época de floracion de C. valerioi (Standl.) en dicha regién (junio- julio 2022). Se sigui6é un
esquema de muestreo al azar. Dicha estrategia implicé una seleccion aleatoria de 8 apiarios
de la Regién Sur del pais, que constituyen cerca de un 9% de los apiarios registrados en la
region (19). En cada apiario se seleccionaron al azar las colmenas a muestrear. En la Figura
2 se detalla la codificacion utilizada para los extractos preparados a partir de las muestras

obtenidas y la ubicacién geogréafica de su origen.



Ccédigo Descripcién

Muestra

Provincla, Cantén, Distrito

Nimero de
Ubicacién
‘en Mapa

CDRF1 Propoleos de apicrio

Puntarenas, Coto Brus, Pittier

CDRF 2 Extracto a partir de resina en corbiculas de una abeja

Puntarenas, Coto Brus, Pittier

CDRF 3 Extracto de flores de C. vaierioi

Puntarenas, Cofo Brus, Pittier

CDRF 4 Exiracto de flores de C. valerioi

Puntarenas, Coto Brus, Pittier

CD 02A Extracto de flores de C. valerioi

Puntarenas, Coto Brus, Limoncito

cDo3B Extracto de flores de C. valerioi

Puntarenas, Coto Brus, Limoncito

cDos Cumulo de resinas en colmena (sin procesar)

Puntarenas, Coto Brus, Limoncito

CD 04A Propéleos de apicrio

Puntarenas, Coto Brus, Limoncito

cD2A Propéleos de apiario

Puntarenas, Buenos Aires, Buenos Aires

Latitud

1200000

1100000

/J' Mar Caribe

2
r — e " ™ 4
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Figura 2. Codificacién utilizada para los extractos analizados de flores, resinas, propdleos y la
ubicacién geografica de su muestreo segun puntos georeferenciados por GPS (Global

Positioning System)

Colecta e identificacion del material botéanico

Para la determinacion y confirmacion del origen botanico de las muestras, se colectaron
hojas, flores y botones florales de la especie C. valerioi (Standl.) en cuatro sitios de muestreo,
ubicados en las localidades de Santa Elena de Pittier, Piedras Negras y Limoncito de Coto
Brus, al sur de la provincia de Puntarenas. Las plantas muestreadas estaban en el area de
pecoreo de los apiarios visitados. Ademas, se colectaron muestras de la misma especie
vegetal en otro sitio fuera del area de pecoreo de las abejas, en la misma zona, pero en la
localidad de Santa Fe de Pittier.

La verificacién taxonémica del material se realiz6 comparando las muestras colectadas
y secadas en prensa botanica, con especimenes de la coleccién de referencia del Herbario
Nacional del Departamento de Historia Natural del Museo Nacional de Costa Rica y mediante
consultas a literatura especializada (9, 20, 21). Esta verificacién fue comprobada por el experto
botéanico Luis Jorge Poveda Alvarez, curador en el Herbario Juvenal Valerio Rodriguez de la
Universidad Nacional (22).
Colecta de resinas en abejas y apiarios

Para la colecta de las cargas de resinas de las abejas se utilizaron dos métodos. El
primer método consistié en colectar las cargas que transportaban las abejas pecoreadoras en
sus corbiculas. En este caso, con la ayuda de una pinza, se separ6 la carga a diez abejas
individuales, en diez colmenas seleccionadas al azar en cada apiario. El segundo método
consistié en realizar las colectas de diez cargas recientemente depositadas por las abejas
(resina sin procesar) en los cabezales superiores de los marcos de diez colmenas
seleccionadas al azar en cada apiario.

Determinacion del origen botanico de las resinas



Las muestras de resina o las de cargas corbiculares colectadas se separaron por color
y se establecio una frecuencia de cargas de acuerdo con la dominancia de estas con relaciéon
al color de cada una en los periodos de colecta. Posteriormente, las cargas mas dominantes
fueron analizadas al microscopio, para determinar mediante andlisis palinol6gicos los granos
de polen presentes en las muestras. Para este andlisis, se utilizd la técnica de tincion con
safranina de los preparados que fueron centrifugados en una solucion de glicerol. Los granos
de polen, una vez precipitados y secados en estufa, fueron montados en laminas fijas para su
observacion en el microscopio en aumentos de 10X y 100X. A continuacién, se prepararon
microfotografias de los granos de polen presentes en las resinas colectadas de las corbiculas
y en los cabezales. Seguidamente, se realizaron montajes del polen de las anteras de las flores
identificadas para asi contrastar y comparar las imagenes con las del polen provenientes de
las resinas, segun método modificado de Erdtman (23).

Procesamiento de las muestras y preparacion de los extractos

Una vez recolectadas, todas las muestras se transportaron a temperatura ambiente al
Centro de Investigaciones Apicolas Tropicales (CINAT), donde se conservaron bajo
refrigeracion (a 4 grados Celsius), para su posterior traslado y procesamiento en el Laboratorio
de Productos Naturales y Ensayos Biol6gicos (LAPRONEB) de la Escuela de Quimica de la
Universidad Nacional (UNA).

Las muestras de propoéleos fueron deshidratadas durante 24 horas en un liofilizador. A
partir de este punto, las mismas fueron procesadas en duplicado de acuerdo con la metodologia
descrita por Umafia (17). Posteriormente se morterizaron, pesandose con balanza analitica
400 mg de cada una en sendos tubos de ensayo. Cada muestra fue extraida con 10,0 ml de
metanol (99,9%, Sigma-Aldrich) y un tratamiento de 15 minutos en un bafo
ultrasénico. Seguidamente, las muestras se centrifugaron a 5000 rpm durante 5 minutos (a
temperatura ambiente). Los liquidos sobrenadantes se dispensaron en viales con tapa y se
conservaron en refrigeracion hasta su empleo.

Las muestras de los receptaculos de las flores de C. valerioi (Standl.) fueron maceradas
en etanol absoluto (100%, Sigma Aldrich) por triplicado. Posteriormente, esos extractos se
concentraron a sequedad mediante un rotavapor. De aqui en adelante, se continu6 el mismo
procedimiento descrito para los extractos de los propoéleos.

Finalmente se prepararon soluciones de 2 mg/mL a partir de los extractos de las flores
de C. valerioi (Standl.), de la resina en corbiculas de una abeja, de la resina sin procesar en
una colmena y de los propdleos.

Cromatografias en capa fina de alto desempefio (HPTLC)
Equipamiento
Se realizaron cromatografias en capa fina de alto desempefio (HPTLC) mediante el

sistema HPTLC de la marca comercial CAMAG ubicado en el Centro de Investigaciones
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Apicolas Tropicales (CINAT) de la Universidad Nacional (UNA). Dicho equipo estaba
compuesto de un muestreador ATS 4 (Automatic TLC Sampler 4), una cédmara para el
desarrollo de cromatografias ADC 2 (Automatic Developing Chamber 2), un equipo para la toma
de imagenes (Visualizer), un equipo para la derivatizacion (Derivatizer), una plantilla para
calentar las reacciones de derivatizacion (TLC Plate Heater), un densitémetro (TLC Scanner 4)
y una interfaz compuesta de un ordenador provisto del software de gestién VisionCATS 2.5 de
CAMAG.

Fase estacionaria

La fase estacionaria empleada fue la de cromatofolios HPTLC Silica Gel 60 Fzs4, cON
dimensiones de 20 cm X 10 cm y soporte de vidrio (Merck).
Aplicacion de muestras

En cada placa de HPTLC, se aplicé una alicuota de cada muestra, con un volumen de
1 a 20 yL, mediante el ATS 4 (15 muestras por placa). Las muestras se dispensaron a una
altura de 8 mm en el cromatofolio y cada aplicacion tenia 8 mm de longitud. ElI ATS 4 emple6
gas nitrdgeno para la aplicacién en aerosol de las muestras.

Desarrollo de las cromatografias

Las cromatografias se realizaron en el ADC 2. La fase movil empleada estaba
compuesta de una disolucion de diclorometano y metanol (9:1). Se emplearon 25 mL de fase
movil para la saturacion de la camara del ADC 2 y 10 mL para el desarrollo de la
cromatografia. Este proceso, consistié en una etapa de saturacion de 20 minutos, 10 minutos
de una etapa activacion con MgCl. (a fin de llevar la humedad relativa al 33%), el desarrollo de
la cromatografia hasta los 70 mm de altura y el secado de la placa por 5 minutos.

Captura de imagenes y calculo del factor de retencion (Rfs)

El registro fotografico de las exposiciones a luz visible, a luz ultravioleta a 254 nm 'y 366
nm, las derivatizaciones y los céalculos de Rfs se realizaron con el Visualizer en conjunto con el
software VisionCATS 2.5.

Derivatizaciones

La aplicacion de agentes derivatizantes se realiz6 mediante el Derivatizer. Se
emplearon los siguientes agentes derivatizantes: el reactivo de productos naturales (2-aminoetil
difenilborinato), anisaldehido, vainillina y reactivo de Dragendorff. Estos reactivos, se
prepararon y aplicaron acorde a las instrucciones del fabricante del Derivatizer. En los casos
en que las derivatizaciones lo ameritaran, se calentd el cromatograma empleando el TLC Plate
Heater.

Densitometrias

La determinacion de los espectros de absorcion (desde los 200 nm hasta los 900 nm),

los ensayos densitométricos a 206 nm, a 307 nm, los ensayos de correlacion y pureza espectral

se realizaron con el TLC Scanner 4 en conjunto con el software VisionCATS 2.5.



Generacion de la huella quimica

A partir de los cromatogramas, densitometrias y mediante el software VisionCATS 2.5,
se prepararon vistas de imagenes comparativas (image comparison views). Dichas imagenes
compuestas, se conocen como huella quimica (chemical fingerprints), que en esta investigacion
se emplearon para identificar las familias quimicas presentes en cada muestra. La
interpretacion de las derivatizaciones se realizé mediante la comparacion de los resultados con
literatura especializada (24-29).

Aislamiento y purificacién de compuestos de interés
Cromatografia preparativa (PTLC)

Los compuestos de interés fueron aislados inicialmente mediante cromatografias
preparativas en capa fina que emplearon como fase estacionaria placas de PTLC Silica Gel 60
Fasat3ss cON 2 mm de espesor (Merck) y como fase mévil una disolucién de diclorometano y
metanol (9:1). Posterior a la cromatografia, se rasparon las areas de interés. La silica gel
raspada se mezclé con 100 mL de metanol y se filtr6 mediante un embudo provisto de un filtro
Whatman #40. Posteriormente se elimind el disolvente mediante evaporacion rotativa y se
disolvié la fraccion aislada en 4 mL de metanol. Por Gltimo, esta disolucién se pasoé a través de
un filtro de jeringa con un poro de 0,400 um (Fisher Scientific) y se dispenso en un vial hasta
su empleo.

Aislamiento y purificacion mediante cromatografia liquida a presion media (MPLC)

Los compuestos de interés se aislaron y purificaron mediante cromatografias liquidas a
presion media. Para lo anterior, se empled un cromatdgrafo flash (SepaCore®, Biichi) provisto
de una columna de fase reversa (dimensiones de 12 mm X 150 mm), un detector provisto de
un monocromador y un colector de fracciones automatico. Se inyecté al MPLC un volumen de
2 mL de una disolucién de 20 mg/mL de las fracciones a purificar. Se aplicé un flujo de 5 mL
por minuto de una fase mévil compuesta de metanol y agua (75:25) para la purificacion del
denominado compuesto B y una fase mévil de metanol y agua (95:5) para la purificacion de la
sustancia denominada compuesto C. Las cromatografias se realizaron en condiciones
isocraticas y se evalud la absorbancia a los 307 nm (para el compuesto B) y 206 nm (para el
compuesto C). El volumen de las fracciones colectadas fue de 5 mL. A partir de los gréficos
de la separacion y teniendo como criterio principal la pureza, se procedié a seleccionar las
fracciones pos-cromatografia. La fase mdvil del conjunto de fracciones se elimind mediante
evaporacion rotativa y liofilizacion. A partir de este procedimiento, se logré el aislamiento y
purificacién de dos compuestos de interés. La pureza de los aislamientos se verific6 con una
HPLTC y su derivatizacion con una solucion de 1 mg/mL de permanganato de potasio. Se
consider6 como criterio de pureza la presencia de Unicamente la banda del compuesto de
interés en el cromatograma.

Elucidacion estructural para el compuesto B



Resonancia magnética nuclear

La sustancia denominada compuesto B fue aislado a partir de los propdleos de un
apiario ubicado en Santa Elena de Pittier (ver Figura 2, nUmero de ubicacion 5) segun la
metodologia detallada anteriormente. Su pureza espectral (> 99.97%) se determiné a través
del sistema de HPTLC (CAMAG).

Una cantidad de 15 mg del compuesto B fue disuelta en 750 pL de metanol deuterado
(CDs0OD). Ladisolucién final (20 mg/mL) fue transferida a tubos de RMN. Los espectros fueron
medidos en un espectrémetro Bruker modelo Avance Il provisto de una sonda de 50 mm, a 25
°C, usando un campo magnético de 400.13 MHz para el espectro proténico (*H-RMN) y 100.62
MHz para el espectro de carbono-13 (3*C-RMN). En ambos casos se utilizé un pulso de 30°.
El tiempo de relajamiento fue de 1 s para el *H-RMN y 2 s para el 3 C-RMN. EIl FID (Free
Induction Decay) en ambos casos estuvo constituido por 64K puntos.

Espectro infrarrojo

El espectro infrarrojo se midi6é en un equipo de reflectancia total atenuada (ATR), marca
Thermo Scientific, modelo Nicolet iS50 FT-IR.

La estructura molecular del compuesto B fue determinada por comparacion y
consistencia de los datos obtenidos de los experimentos de RMN e IR con los reportados en la
literatura (17, 18, 30, 31).

RESULTADOS
Identificacion taxondmica de la especie Clusia valerioi (Standl.)

La especie C. valerioi (Standl.) es un arbusto o arbol de 2 a 15 m de alto, perteneciente
a la familia Clusiaceae, con habito algunas veces epifito, hemiepifito o estrangulador. Con hojas
simples y opuestas, coriaceas, con savia lechosa o crema. La especie es considerada como
dioca, con flores estaminadas (masculinas) y pistiladas (femeninas) separadas en diferentes
plantas (Figura 3). En las flores estaminadas hay presencia de canales secretores de resina,
asi mismo estos canales se ubican en los estaminoides de las flores pistiladas. La resina
secretada es de naturaleza oleosa y de color claro, que al oxidarse toma una coloracién naranja
parduzca y posteriormente se torna café. El perianto de las flores estd conformado por 5
pétalos usualmente de color rosado con la parte interna mas rojiza, algunas veces las flores

tienden a ser mas blancas (22).

10



Figura 3. Flores, hojas, ramas y botones florales de C. valerioi (Standl.) colectadas en la zona
de estudio para su identificacion.

Al analizar las muestras de resinas que transportaban las abejas individuales y las de
las cargas colectadas en los cabezales de los marcos de los apiarios, se obtuvo que el color
de las cargas dominantes (93 %) eran blancuzcas y luego de un tiempo se tornaron de un color
naranja palido o café una vez depositadas en los viales. Las otras cargas consideradas
incidentales o accesorias (7%) eran de colores amarillo palido, rojos y verdosos, y mantenian
su coloracion con el tiempo.

Una vez realizados los montajes para microscopia de las cargas dominantes, se
identific6 que correspondian casi en su totalidad al polen de la especie C. valerioi (Standl.).
(Figuras 4 y 5). Los granos de polen de C. valerioi (Standl.) son tricolporados, con poros
circulares a elipticos, exina tectada y sexina granulada. El grano es de forma esferoidal y
pequefio de 22-24 um (32, 33).

11
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. d & ), ‘a '.z:
Figura 4. Microfotografia de granos de polen de C. valerioi (Standl.) provenientes de anteras

florales (Aumento 100X). A) Vista polar, B) Vista ecuatorial.

E 3
Figura 5. Microfotografia de vistas polares de granos de polen de C. valerioi (Standl.) (Aumento

100X). A) Grano proveniente de resina colectada por abejas, B) Grano proveniente de resina

colectada en cabezales de los marcos (resina sin procesar)

El restante polen analizado provenia de las cargas de resinas incidentales,
obteniéndose que la mayoria de los granos eran de la familia Asteraceae, de las especies
Tridax procumbens y Melampodium divaricatum; Melastomataceae del género Miconia sp. y
Moraceae de la especie Cecropia insignis.

Ensayos de Cromatografia en Capa Fina de Alto Desempefio (HPTLC)

Los resultados de las cromatografias en capa fina de alto desempefio y las

derivatizaciones se presentan en las Figuras 6y 7.
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Figura 6. Cromatogramas por HPTLC de extractos de muestras de flores de C. valerioi (Standl.),
resinas y propoéleos de la Region Sur de Costa Rica (parte 1 de 2). A) exposicion a luz
ultravioleta a 254 nm, B) exposicion a luz ultravioleta a 366 nm, C) derivatizacion con el reactivo
de productos naturales (exposicion a 366 nm), D) derivatizacion con el reactivo de anisaldehido
(exposicion a luz visible), E) derivatizacion con el reactivo de vainillina (exposicion a luz visible),

F) derivatizacion con el reactivo de Dragendorff (exposicion a luz visible).
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Figura 7. Cromatogramas por HPTLC de extractos de muestras de flores de C. valerioi (Standl.),
resinas y propoéleos de la Region Sur de Costa Rica (parte 2 de 2). A) exposicion a luz
ultravioleta a 254 nm, B) exposicion a luz ultravioleta a 366 nm, C) derivatizacion con el reactivo
de productos naturales (exposicion a 366 nm), D) derivatizacion con el reactivo de anisaldehido
(exposicién a luz visible), E) derivatizacién con el reactivo de vainillina (exposicion a luz visible),

F) derivatizacién con el reactivo de Dragendorff (exposicién a luz visible).
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El 100% de los extractos analizados no presentaron una reaccion positiva con el reactivo
de Dragendorff. Por lo tanto, se reporta ausencia de alcaloides en las muestras analizadas.

A partir de las derivatizaciones con el reactivo de productos naturales, se observan
bandas de tonos amarillos, naranjas, rojos, azules y verdes en el ambito comprendido entre los
Rfs de 0,01 a 0,60 para el 77% de las muestras. Estos resultados nos indican la presencia de
compuestos fendlicos en la mayoria de los extractos, en particular, de flavononas y flavonoles.

El 91% de las muestras presenta 3 bandas con relaciones frontales (Rfs) entre 0,61 a
1,00. La banda superior (Rf=0,93), se denomin6 compuesto A. Dicha banda fluoresce al
exponerse a luz ultravioleta a 366 nm, presenta un tono azul cuando se derivatiza con el
reactivo de productos naturales, mientras que con el reactivo de anisaldehido adquiere una
tonalidad purpura muy oscura y acorde con la derivatizacion con el reactivo de Dragendorff no
es un alcaloide. Con este patrén en su chemical fingerprint, dicho compuesto podria ser un
derivado de terpenos. Sin embargo, en algunas cromatografias, se observan 2 bandas azules
intensas muy unidas al exponerse a luz ultravioleta a 366 nm y los resultados de las
derivatizaciones con vainillina indican en algunas bandas tonos verdes y en otras pruebas se
observan tonos purpuras (Figuras 6 y 7). Dicho resultado, supone la presencia de dos
compuestos con Rfs muy similares bajo las condiciones cromatogréaficas en que se realizo el
ensayo. Por tanto, para un andlisis a mayor profundidad del compuesto A, se requiere a priori
procurar una apropiada separacion de sus constituyentes.

La banda del medio (Rf=0,83) se denominé compuesto B. Dicha banda, absorbe a 254
nm, no es visible al exponerse a 366 nm y no reacciona con el reactivo de productos
naturales. Al derivatizarse el compuesto B con los reactivos de anisaldehido y vainillina
expresa tonos purpuras. Dicho compuesto, similar al compuesto A, podria ser un derivado de
terpenos.

La banda inferior (Rf=0,63), se denominé compuesto C. Esta banda, absorbe cuando
se expone a luz ultravioleta a 254 nm, no es visible al exponerse a la luz ultravioleta a 366 nm,
reacciona con el reactivo de productos naturales dando un color azul intenso y presenta tonos
naranjas al derivatizarse con los reactivos de anisaldehido y vainillina. El compuesto C, acorde
a su chemical fingerprint, podria ser un compuesto fendlico, en particular, un favonol o
flavonona.

En la Figura 8, se observan los chemical fingerprints de los compuestos A, By C

mencionados.
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Figura 8. Chemical fingerprint para la muestra CD 03B de extracto de flores de C. valerioi
(Standl.). En la figura se denotan los resultados de distintas exposiciones a luz ultravioleta y
derivatizaciones sobre los compuestos A (Rf 0,93), B (Rf 0,83) y C (Rf 0,63). 1) exposicién a
luz ultravioleta a 254 nm, 2) exposicion a luz ultravioleta a 366 nm, 3) derivatizacién con el
reactivo de productos naturales (exposicion a 366 nm), 4) derivatizacién con el reactivo de
anisaldehido (exposicion a luz visible), 5) derivatizaciébn con el reactivo de Dragendorff

(exposicién a luz visible).

A continuacion, a partir de la muestra CD03B, se procedié a determinar los espectros
de absorcion de los compuestos B (Rf 0,83) y C (Rf 0,63) mediante ensayos densitométricos. El
compuesto B presentd un pico de méxima absorcion a los 307 nm y el compuesto C presento

un pico de méaxima absorcion a los 206 nm (Figuras 9 y 10).
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Figura 9. Espectro de absorcién desde 200 nm a 900 nm del compuesto B.

Figura 10. Espectro de absorcion desde 200 nm a 900 nm del compuesto C.

Seguidamente, se realizaron densitometrias a 206 nm y 307 nm. Los resultados se
sometieron a ensayos de integracioén para los picos de absorbancia correspondientes a los
compuestos A, B y C. Asi, se optimizo la visualizacion de los constituyentes y se logré una
apropiada evaluacion de presencia o ausencia de los compuestos de interés. Los resultados

se presentan en las Figuras 11y 12.
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Figura 11. Andlisis densitométricos a partir de cromatogramas HPTLC de extractos de muestras
de flores de C. valerioi (Standl.), resinas y propdleos de la region sur de Costa Rica (parte 1 de
2). Se integraron los picos de absorcion pertenecientes a los compuestos A, By C a fin de
evaluar su presencia en las muestras. A) Densitometria a 307 nm para la evaluacion de la
presencia de compuesto A. B) Densitometria a 307 nm para la evaluacion de la presencia de
compuesto B. C) Densitometria a 206 nm para la evaluacion de la presencia del compuesto C.
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Figura 12. Andlisis densitométricos a partir de cromatogramas HPTLC de extractos de muestras
de flores de C. valerioi (Standl.), resinas y propdleos de la region sur de Costa Rica (parte 2 de
2). Se integraron los picos de absorcion pertenecientes a los compuestos A, By C a fin de
evaluar su presencia en las muestras. A) Densitometria a 307 nm para la evaluacion de la
presencia de compuesto A. B) Densitometria a 307 nm para la evaluacion de la presencia de

compuesto B. C) Densitometria a 206 nm para la evaluacion de la presencia del compuesto C.

Por otra parte, todas las muestras analizadas presentaron un pico de absorbancia para

el compuesto A. Los picos de absorbancia para los compuestos B y C estaban presentes en
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todas las muestras salvo dos excepciones. Una muestra de propéleos de Puerto Jiménez,
Golfito (CD7B) no contiene el compuesto B y un extracto de flores procedente de Limoncito,
Coto Brus (CD02A) no contiene el compuesto C.

Se determinaron los espectros de absorcion (desde los 200 nm hasta los 900 nm) sobre
las bandas de los cromatogramas con Rfs similares a los compuesto By C. A partir de estos
resultados, se prepararon analisis de correlacidn para los espectros de absorcidén. Los ensayos
reportaron coeficientes de correlacion de 0,995055 y 0,987449 para las bandas de los
compuestos B y C respectivamente, lo cual, implica (con una alta probabilidad) que ambos
compuestos estan presentes en todas las muestras; salvo las excepciones citadas
anteriormente.

En términos generales, los constituyentes denominados compuestos A, B y C se
encuentran presentes en las flores de C. valerioi (Standl.), en las resinas que transportaban
abejas en sus corbiculas, y dentro de la colmena, en el camulo de resinas sin procesar y en los
propéleos ya procesados.

Elucidacion estructural del compuesto B

La sustancia denominada compuesto B fue identificado como nemorosona. Su
estructura molecular fue determinada por comparacion y consistencia de los datos obtenidos
de los experimentos de *H-RMN, *C-RMN e IR con los reportados en la literatura (17, 18, 30,
31). Los detalles de la elucidacion estructural se presentan en las Figuras 13 a 16 y en los
Cuadros 1 a 3.
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Figura 13. Equivalencia en las numeraciones empleadas para los carbonos en la literatura

consultada.
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Figura 14. Espectro de resonancia magnética
(referencia 3.31 ppm) medido a 400.13 MHz.

Tabla 1.

TETTILL
[l ey
[
|I |

l | ..‘_I._J i

EELIIEEEE
T T ol T T T
" 3 i [

PRl

E 8 8§ 8 8 ¢ B % § &

g

T
@

-1060

nuclear proténica (*H-RMN) en CD3;OD

Comparacion de los datos de *H-RMN de la nemorosona aislada del extracto de los propéleos

CD5A con los datos reportados en la literatura.

Nemorosona aislada del
extracto CD5A

Umafia (2013) (17),
Umafia et al. (2023) (18)

Cuesta-Rubio (2001) (30)
CDCI4/-55°C/

Nemorosona sintética

CD:OD/ppm (Uwamori et al., 2012) (31)
Hidrégeno (integracioén), /.CDSOD/p.‘?m Taut a/Taut_ F)/pzpm /CD:OD/ppm(integracion),
(multiplicidad, (muItipI(iI:itdegdraglJonns)t’ante de (multi(;ljrllitceig;%uggzlétante (multiplicidad,
constante de acoplamiento) de acoplamiento) constante de acoplamiento)
acoplamiento)
2.09/1.97 (1), 2.02 (1),
6a(T1) 1.97 (1), (m) 1.96 (1), () (dd, J = 13.5, 4 Hz) (dd, J =13.0, 3.5 Hz)
1.47/1.42 (1), 1.43 (1),
6 b (T2) 1.27 (1), (m) 1.27 (1), (m) (tJ=13.3) (t, J = 13.0 H)
7(S) 1.95 (1), (m) 1.96 (1), (m) 1.68/1.70 (1), traslapado 1.79-1.71, (m)
12,16 (J) 7.78 (2), 7.78 (2), 7.53/7.67 (2), 7.56 (2),
' (dd, J = 8.6, 1.2 Hz) (dbr, J = 8.6 Hz) (dd, J=7.5,1Hz) (d, J=7.5H2)
13,15 (K) 7.20 (2), 7.20 (2), 7.31/7.35 (2), 7.26 (2),
' (tbr, J = 8.0 H2) (dd, J = 8.4, 7.8 Hz) (t, J=7.5H2z) (t, J=7.5H2z)
14 (H) 7.36 (1), 7.36 (1), 7.47/7.51 (1), 7.43 (1),
(tt, J=7.4,1.2 Hz) (tbr, 3 =7.8 Hz) (t, J=7.5H2z) (t, J=7.5Hz2)
3.14/3.20 (1),
(dd,J=16,7)/ 3.13 (1),
3.06 (2), (dd, J = 16.5, 7); 3.20/3.28 (dd, J = 15.0, 7.5 Hz);
17(@2) 3.06 (2), (m) (dbr, J = 6.5 Hz) ), 3.08 (1),
(dd,J=16,7)/ (dd, J = 15.0, 7.5 Hz)
(dd,J=16.5,7)
5.25 (1), 5.24 (1), 5.09 (1),
18 (L) (tg,J =7.2,1.3 Hz) (tg,J =7.0,1.4 H2) 4.89/5.23 (1), (m) (t, J=7.5H2)
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202 162 3), (5) 16209 1.56-1.76/(13.)56-1.76 @), 6509
21.(Y) 1.66 (3). (s) 1.66 (3), () 1'66'1(53’ 1('56)6'1'8 1.66 (3), (s)
2.4712.47(1),
(dd. J = 15, 7.5) / 2.53 (1),
2.40 (2), (dd, J =14, 7); (dd, J = 14.5, 6.5 Hz);
22 (V) 241 (2), (m) (dd, J = 6.6, 1.7 Hz) 2.65/2.56 (1), 2.48 (1)
(dd, J= 15, 7.5) / (dd, J = 14.5, 6.5 Hz)
(dd, J = 14,7)
23 (N) 5.07 (1), () 5.06 (1), (M) 5.11/5.13 (1), (M) 5.01 (1), (sbr)
25 (D2) 1.58 (3), (s) 1.57 (3), () 1.56-1.76/ (13')56'1'76 OF 1.59 (3), (s)
26 (W) 1.62 (3), (s) 1.62 (3), (s) 1'66'1(53{ 1('56)6'1'8 1.65 (3), (s)
2.16/2.11 (1),
27 a (V1) 2.14 (1), (m) 2.14 (1), () (dd, J = 13, 4) / 2.19-2.10, (m)
(dd, J = 13.5, 4)
27b(v2) | 1.66-1.67 (1), (m) 1.66-1.67 (1), (M) (%r'gglgb;ﬁéi)) 1.79-1.71, (m)
28 (M) 5.04 (1), (m) 5.04 (1), () 4.94/4.98 (1) 5.01 (1), (sbr)
30 (C2) 1.62 (3), (s) 1.62 (3), (s) 1.56-1.76/ %3'356'1'76 OF 1.65 (3), (s)
31 (X) 1.67 (3), () 1.67 (3), () 1'66'1(';{ 1('36'1'8 1.69 (3), ()
32 (A2) 1.38 (3), (5) 1.38 (3), (5) 1.35/1.40 (3), (5) 1.34 3), (5)
33 (E2) 1.06 (3), (5) 1.06 (3), (5) 1.13/1.17 (3), () 111 (3), (5)

Simbologia: s=singulete, d=doblete, t=triplete, g=cuarteto, dd=doblete de doblete, tt=triplete de tripletes,
m=multiplete, br=ancho
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Figura 15. Espectro de resonancia magnética nuclear de carbono 13 (**C-RMN) en CD;OD
(referencia 49.00 ppm) medido a 100.62 MHZ.
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Tabla 2.

Comparacion de los datos de **C-RMN de la nemorosona aislada del extracto de los propéleos

CD5A con datos reportados en la literatura.

Nemo?rosona aislada Umafia (2013) (17), Cuesta-Rubio et al. Nemorosqna sintética
Carbono elgétgzcto Umafia et al. (2023)(18)/ C(I?)(():(I)gll)s(g‘?c):/ (Uwamori et al., 2012)
CD.OD/ppm ) (31)
CD:OD/ppm Taut a/Taut b/ppms /CD;OD
1(P) 79.5 79.5 78.0/71.4 78.3
2 (D) 187.2 187.2 192.2/168.2 N{;{j‘fgggﬁg%gor
3(0) 118.4 118.4 117.6/117.2 121.07
4(C) 189.7 189.7 170.9/195.0 Nt‘;ﬂfg’rzgﬁg‘r’ngor
5(Q) 63.7 63.7 57.1/64.8 62.1
6 (T) 42.4 42.4 39.4/42.1 42.4
7(S) 443 443 42.9/42.1 44.7
8 (R) 47.4 47.4 48.2/47.3 49.1
9 (A) 214.4 214.4 207.3/207.6 209.7
10 (B) 197.9 197.9 193.2/193.1 195.2
11 (E) 139.6 139.5 136.6/135.9 138.4
12,16 (J) 129.7 129.7 128.1/128.0 129.7
13,15 (K) 128.3 128.3 127.9/127.9 128.9
14 (H) 132.3 132.4 132.4/132.6 133.5
17 (2) 24.7 235 21.6/21.7 245
18 (L) 126.2 126.2 119.6/119.1 124.2
19 (1) 129.8 129.8 138.2/139.5 133.2
20 (B2) 18.3 18.3 17.9/17.9 18.4
21 (Y) 26.0 26.0 25.9/25.9 26.15
22 (V) 31.1 311 28.9/29.2 30.6
23 (N) 123.1 123.0 118.4/119.3 121.1
24 (F) 133.10132.8 133.1 01329 135.2/134.7 135.2
25 (D2) 18.2 18.2 18.0/18.0 18.3
26 (W) 26.2 26.2 26.0/26.0 26.4
27 (V) 28.7 28.7 26.4/27.3 28.3
28 (M) 124.9 124.9 122.1/122.1 122.5
29 (G) 133.10132.8 133.10132.9 133.6/133.6 134.3
30 (C2) 17.9 18.3 18.2/18.2 18.1
31 (X) 26.1 26.2 26.3/26.3 26.17
32 (A2) 235 235 23.2/24.1 23.9
33 (E2) 16.7 16.7 15.6/15.6 16.4
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Figura 16. Espectro infrarrojo (ATR) de la nemorosona.

Tabla 3.
Comparacion de los espectros infrarrojos de la nemorosona aislada del extracto CD5A con

datos de literatura.

. Nemorosona
(asiZﬁr;ilién) a;,(lﬁgitgel Cuesta-Rubio et al. 2001 (30)/cm™ [Uwamori et al. (2001) (31)/cm+
CD5A/cm*
1 (0O-H) 3351 3431 3297
2 (C-H) 2913 2969 2923
3(C=0 1713 1708 1723
4 (C=0) 1683 NR 1699
5 (C=C) 1582 1590 1581
6 (C=C) 1445 NR 1446
7 (C-O-H) 1365 NR 1372
8 (C-O-H) 1224 NR 1220
9 (C-O-H) 1187 NR 1186

Simbologia: NR=No reportada

Finalmente, la optimizaciéon de los procesos de purificacién y posterior elucidacién

estructural de los compuestos Ay C seran sujeto de proximas investigaciones.

DISCUSION

El trabajo conjunto de muestreo e identificacion botanica de la planta recolectada en las
diferentes giras, realizado por el Lic. Luis Jorge Poveda y el M.Sc. Luis Sanchez Chaves,
genera total certeza que el espécimen muestreado en las cercanias de los apiarios corresponde
a la planta C. valerioi (Standl.). Lo anterior coincide con lo reportado por Horchwallner (20),

quienes indicaron que esta especie es frecuente en la Regién Sur del pais.
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Aunado a esto, las observaciones de campo realizadas por apicultores de la Regién Sur
de Costa Rica (34), corroboradas por el botanico Luis J. Poveda y confirmadas por nosotros
mismos durante las visitas de muestreo, sobre la alta tasa de visitacién que realizan las abejas
Apis mellifera a la flor de C. valerioi (Standl.) para la recoleccién de las resinas de las mismas,
guedan validadas con los resultados del estudio de las resinas transportadas por las abejas y
de las cargas colectadas de los marcos al mostrar una carga dominante del 93%
correspondiente a la Clusiaceae (Figura 5). Adicionalmente, Hochwallner et al. (20) reportaron
gue la especie Apis mellifera era frecuentemente observada colectando resinas, tanto en las
flores masculinas como femeninas de C. valerioi (Standl.). Lo anterior confirma que el poleny
las resinas de esta planta si son transportados efectivamente hacia los apiarios, generando la
posibilidad que estas puedan utilizarse en la produccién de subproductos apicolas,
circunstancia que sera valorada posteriormente.

La forma directa de confirmar si el material extraido por las abejas (polen y resina) a
partir de la flor de C. valerioi (Standl.) es incorporado en subproductos apicolas del apiario,
especificamente los propdleos, es hallando la presencia de compuestos quimicos comunes en
ambos tipos de matrices, denominados marcadores quimicos, situacion que se concluye con
los resultados de las Figuras 6y 7.

En este punto se destaca que los resultados cromatograficos de los andlisis por HPTLC
realizados a los extractos de los corpusculos de las flores de C. valerioi (Standl.), a los extractos
de las resinas extraidas en las corbiculas de las abejas, de los cimulos de resinas sin procesar
en las colmenas y los propéleos de los apiarios, en términos generales descarta la presencia
de compuestos tipo alcaloides en todas matrices, ademas que confirma la presencia no muy
estandarizada de compuestos fendlicos tipo flavononas y flavonoles, con Rf bajos e intermedios
(menores a 0,60) en gran parte de las muestras (77%). No obstante, también se aprecia que
a valores mayores de Rf (superiores a 0,60), una gran mayoria de las muestras (91%)
presentan tres bandas comunes que pueden ser referenciadas como trazadores quimicos que
relacionan la composicién quimica de la resina de las flores de C. valerioi (Standl.), de la resina
colectada por la abeja en la flor y transportada hacia la colmena y de los propdleos que
incorpora a esta a lo interno del apiario (Figura 9 a Figura 12).

Estos tres trazadores quimicos fueron denominados Compuesto A, Compuesto B y
Compuesto C. Respecto al Compuesto A (Rf=0,93), este revela con los reactivos
derivatizantes como un derivado de terpeno, que bajo diferentes condiciones cromatograficas
aparenta estar compuesto por una mezcla de dos productos (posiblemente isémeros o
tautomeros), que requerirdn de mayor cantidad de trabajo para su resolucion cromatografica y
su completa elucidacion estructural. EI Compuesto B (Rf=0,83) se identific6 como la
benzofenona poliprenilada llamada nemorosona, producto de su comportamiento ante la

derivatizacion quimica y la comparacion de su respuesta espectroscopica de resonancia
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magnética nuclear protonica (Figuras 13y 14, Tabla 1) y de carbono-13 (Figura 13 y 15, Tabla
2), e infrarroja (Figura 16, Tabla 3). Finalmente, el Compuesto C (Rf=0,63), por su
comportamiento quimico ante reactivos derivatizantes, se puede relacionar con un derivado
fendlico tipo flavonol o flavonona.

Cabe mencionar que investigaciones previas han mostrado que otras especies de
Clusia son fuentes de resinas para que las abejas Apis mellifera produzcan sus propéleos, tal
es el caso de C. major (C. rosea), C. minor y C. scrobiculata en Venezuela y de C. major (C.
rosea) en Cuba, destacdndose por su compaosicién rica en benzofenonas polipreniladas como
nemorosona y scrobiculactonas Ay B (36, 37).

En nuestro caso, la presente investigacion constituye el primer reporte de C. valeroi
(Standl.) como fuente primaria de resinas para propoéleos de Apis mellifera en Costa Rica,
encontrandose 3 marcadores quimicos, presentes todos simultdneamente en el 94 % de las
muestras de propoéleos, colectadas de apiarios con y sin evidencia de la presencia de C. valeroi

(Standl.) en sus alrededores.

CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados registrados para el sector o ecosistema apicola
estudiado, geograficamente delimitado dentro de la Regién Sur de Costa Rica, especificamente
en la regién de Coto Brus y alrededores, se concluye que la identificacién botanica positiva de
la C. valerioi (Standl.) la posiciona como especie importante, de cuya flor procede la resina que
es colectada, transportada, depositada y procesada por las abejas, y cuya composicion quimica
determina también la composicién quimica del subproducto denominado propoéleos.

Lo anterior se sustenta en resultados obtenidos por HPTLC, que demuestran la
existencia de al menos tres marcadores quimicos de relevancia, denominados en este estudio
como Compuesto A, Compuesto B y Compuesto C.

A partir de los resultados de pruebas de derivatizaciéon, se determin6 que la naturaleza
guimica del Compuesto A es la de un derivado de terpeno presente como una posible mezcla
de isbmeros o tautdbmeros, al igual que la naturaleza terpénica del Compuesto B, mientras que
el Compuesto C se relaciona con un derivado fendlico del tipo flavonol o flavonona.

El andlisis espectroscopico del Compuesto B permiti6 determinar que su estructura
guimica corresponde a la de la nemorosona. Por otra parte, se recomienda para el marco del
proyecto de investigacion macro, el estudio espectroscépico de los compuestos Cy A, una vez
lograda la resolucién de la mezcla isomérica o tautomérica de este Ultimo, para una

identificaciéon estructural mas detallada de ambos marcadores.
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