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RESUMEN

El propoéleo es un material resinoso elaborado por Apis mellifera L. con un perfil fitoquimico
variable y propiedades bioactivas de gran interés para la industria farmacéutica, cosmética
y alimentaria. El objetivo de este trabajo fue analizar las especificaciones fisicas y quimicas
de extractos etandlicos de propoleo obtenidos mediante dos metodologias de extraccién:
agitacién constante por 72 h y bafo ultrasénico. Las muestras fueron cosechadas en el
Apiario-escuela del Campus Amazcala de la Universidad Auténoma de Querétaro, durante
el periodo otofio-invierno de los afos 2022, 2023 y 2024. Las caracteristicas fisicas (color,
aroma, sabor y consistencia) se evaluaron a través de un panel de 30 jueces afectivos no
entrenados. En las caracteristicas quimicas se determind la actividad antioxidante mediante
los ensayos DPPH, ABTS y FRAP. La actividad antibacteriana se determiné contra
bacterias Gram positivas (Staphylococcus aureus ATCC BAA-976 y Enterococcus faecalis
CDBB-B1533) y Gram negativas (Escherichia coli ATCC 8739 y Pseudomonas aeruginosa
AT5 0145). Se observd que la evaluacion fisica no presentdé variaciones significativas
interanuales, validando la estabilidad sensorial del producto almacenado. Quimicamente,
el método de agitacién constante mostré un mayor rendimiento en la extraccién de
polifenoles totales (88.14+27.67 mg EAG/g) y generd valores significativamente mayores
en todos los ensayos de actividad antioxidante. El método de bafo ultrasénico potencio la
liberacion de flavonoides, destacando significativamente la muestra del afo 2024
(124.71+£3.64 mg ER/Qg). En las pruebas microbiologicas, unicamente se observo inhibicion
frente a las cepas bacterianas Gram positivas, independientemente del método de
extraccion. A partir de estos resultados se demuestra que el método por agitacion constante
favorece la extracciéon de polifenoles totales y maximiza el potencial antioxidante, mientras
que el bano ultrasénico optimiza la extraccion de flavonoides. Se concluye que el propdleo
del Apiario-escuela del Campus Amazcala posee potencial bioactivo; y que el método de
extraccidon debe seleccionarse estratégicamente segun el objetivo de interés, validando a
este propdleo regional como una materia prima de calidad para el desarrollo de productos
con propiedades antioxidantes y antibacterianas.

Palabras clave: Actividad antioxidante, actividad antimicrobiana, Apis mellifera, métodos
de extraccion, propdleo.



ABSTRACT

Propolis is a resinous material produced by Apis mellifera L. with a variable phytochemical
profile and bioactive properties of great interest to the pharmaceutical, cosmetic, and food
industries. The objective of this study was to analyze the physical and chemical
specifications of ethanolic extracts of propolis obtained through two extraction
methodologies: constant agitation for 72 hours and ultrasonic bath. Samples were harvested
at the Apiary-school of the Amazcala Campus of the Autonomous University of Querétaro
during the autumn-winter periods of 2022, 2023, and 2024. Physical characteristics (color,
aroma, flavor, and consistency) were evaluated by a panel of 30 untrained affective judges.
Chemical characteristics were determined by measuring antioxidant activity through DPPH,
ABTS, and FRAP assays. Antibacterial activity was determined against Gram-positive
bacteria (Staphylococcus aureus ATCC BAA-976 and Enterococcus faecalis CDBB-B1533)
and Gram-negative bacteria (Escherichia coli ATCC 8739 and Pseudomonas aeruginosa
AT5 0145). The results showed that the physical evaluation presented no significant
interannual variations, validating the sensory stability of the stored product. Chemically, the
constant agitation method showed a higher yield in total polyphenol extraction (88.14+27.67
mg GAE/g) and generated significantly higher values in all antioxidant activity assays. The
ultrasonic bath method enhanced the release of flavonoids, with the 2024 sample standing
out significantly (124.71+3.64 mg RE/g). In microbiological tests, inhibition was only
observed against Gram-positive bacterial strains, regardless of the extraction method.
Based on these results, it is demonstrated that the constant agitation method favors the
extraction of total polyphenols and maximizes antioxidant potential, while the ultrasonic bath
optimizes flavonoid extraction. It is concluded that the propolis from the Amazcala Campus
Apiary-school possesses bioactive potential and that the extraction method should be
strategically selected according to the objective of interest, validating this regional propolis
as a high-quality raw material for the development of products with antioxidant and
antibacterial properties.

Keywords: Antioxidant activity, antimicrobial activity, Apis mellifera, extraction methods,
propolis.
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1. INTRODUCCION

La apicultura en México tiene un gran impacto econdmico para las areas rurales,
particularmente en comunidades donde la produccién de miel y sus derivados representan
una fuente primordial de ingresos. Este sector es impulsado por mas de 43,000 personas
dedicadas a la apicultura distribuidos en todo el pais. Segun datos del Servicio de
Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP, 20242) |la produccién nacional alcanzé las
61,993 toneladas a finales del 2023, lo que posiciona a México como el noveno productor
mundial y uno de los principales exportadores por su calidad y diversidad de mieles

valoradas en mercados internacionales.

México se divide en cinco regiones apicolas: Region Norte, Region Golfo, Region Costa del
Pacifico, Region Altiplano y Region Suroeste o Peninsula de Yucatan (Secretaria de
Agricultura y Desarrollo Rural [SADER], 2024). En cada una de estas zonas, las
caracteristicas organolépticas de la miel, como su color, sabor y aroma, son distintas ya que
dependen directamente de las fuentes florales que visitan las abejas. Ademas de la
produccién de miel, las abejas generan otros productos, entre los que se incluyen: jalea
real, cera, veneno, polen y propdleo (Bava et al., 2024). Las propiedades y la composicion
de estos productos también varian significativamente segun la vegetacion y la ubicacion

geografica de cada region.

El estado de Querétaro pertenece a la region del Altiplano y a la region del Golfo, en el afio
2022 se reportd una produccién total del estado de 56.63 toneladas de miel, siendo los
municipios de Querétaro, El Marqués y Colén los principales productores estatales (SIAP,
2023). Entre los productos derivados de la colmena, el propdleo ha adquirido popularidad
debido a sus propiedades antimicrobianas, antioxidantes y antiinflamatorias, asi como su
potencial de aplicacion en los sectores alimentario, farmacéutico y cosmético (Pasupuleti et
al., 2017)

El propdleo es un producto elaborado a partir de resinas, ceras y otras secreciones de
diversas fuentes botanicas como arboles y brotes de las plantas. Las abejas lo utilizan en
la colmena como un material de construccién y proteccion, sirviendo para sellar grietas,
desinfectar la colmena y defenderse de patdgenos y depredadores. Histéricamente es
conocido también por su uso en la antigiiedad con fines medicinales desde el afio 300 A.C.
(Russo et al., 2004; Uzel et al., 2005).



El valor de este producto reside en sus componentes bioactivos, que son las sustancias
responsables de sus propiedades terapéuticas, como las antioxidantes, antimicrobianas y
antiinflamatorias. Dentro de estos componentes, los grupos mas importantes son los
compuestos fendlicos. A su vez, dentro de los componentes fendlicos se encuentran los
flavonoides, que son considerados los principales responsables de la actividad bioldgica

del propdleo (Silva et al., 2012).

Diversas investigaciones han sefialado que las técnicas de extraccion del propdéleo tienen
un impacto directo en la composicién quimica y las propiedades del propoleo. Por ejemplo,
Bankova & Marcucci (2000) indican que la eleccion del solvente y la técnica empleada
pueden modificar significativamente la concentracion de flavonoides y acidos fendlicos en
el producto final. Ademas, Marquele-Oliveira et al. (2019) subrayan que el uso del bafo
ultrasénico puede optimizar la extraccion al romper las paredes celulares de las resinas,
reduciendo tanto el tiempo como el consumo energético, aunque el uso de este equipo no
es de facil acceso para todos los productores apicolas. EI método mas utilizado para la
produccion de extractos de propdleo es la extraccion con etanol al 70%, puesto que los
compuestos bioactivos son mas solubles en etanol que en un medio acuoso, ademas que

se obtiene un extracto con bajo porcentaje de cera (Pietta et al., 2002).

En Meéxico, existe la Norma Oficial Mexicana NOM-003-SAG/GAN-2017 “Propdleos,
produccién y especificaciones para su procesamiento” (Secretaria de Agricultura,
Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacién [SAGARPA], 2017), donde se
mencionan dos metodologias de extraccién: maceracion por 72 h con agitacién constante
y bafo ultrasénico por 20 min; no obstante, se desconoce el efecto del método de extraccién
sobre las propiedades de un extracto etandlico de propdleo mexicano, ya que en la literatura

revisada no se encontraron hasta el momento estudios que aborden esta interrogante.



2. ANTECEDENTES

i. El propéleo

La etimologia de la palabra propdleo deriva del griego pro “para o en defensa de” y polis
“ciudad”, lo cual hace referencia a su funcion biolégica como protector de la colmena. Este
material se utiliza para el sellado de grietas, permitiendo regular la temperatura interna y
sirviendo como un mecanismo de profilaxis (Bedascarrasbure et al., 2006). Asimismo, el
propdéleo actua como agente antimicrobiano que protege a la colmena y a la colonia contra

microorganismos patogenos (Silva-Carvalho et al., 2015).

El propdleo es un material resinoso elaborado principalmente a partir de exudaciones y
resinas de distintas especies de plantas; sus caracteristicas fisicas; como el color, aroma,
consistencia y sabor pueden variar segun su origen botanico. En cuanto al color se pueden
encontrar propéleos desde rojo, amarillo-rojizo, amarillo oscuro, verde castafio, pardo o
negro. Tiene un aroma a madera (resinoso) o a cera (balsamico). Su sabor es suave,
aunque puede ser picante tipo especia, a temperatura ambiente presenta una consistencia

que puede ser tanto maleable como rigida (Kuropatnicki et al., 2013).

Segun Salamanca (2017), las abejas pecoreadoras especializadas recolectan secreciones
resinosas de diversas plantas para la elaboracion de propéleo. El proceso de recolecciéon
comienza una vez que las pecoreadoras reciben estimulos de busqueda relacionados con
factores higiénicos. Este proceso inicia cuando la abeja raspa la resina de la fuente botanica
utilizando su sistema mandibular. Posteriormente, transporta este material en sus
corbiculas, ubicadas en el tercer par de patas; una vez en la colmena, la resina cruda es
procesada por otras abejas obreras, quienes la amoldan y la mezclan con cera y
secreciones enzimaticas salivales para producir el propdleo final (Castaldo & Capasso,
2002).

Fig. 1.1 Apis mellifera L., recolectando resinas de un encino (Quercus spp.)



ii. El propdleo en la antigiiedad

El propdleo se conoce por el hombre desde la antigliedad, fue usado por arabes, egipcios,
judios, romanos y griegos, anteriormente lo consideraban pegamento (Asis,1989). Segun
Salamanca (2017), gracias a la observacion del comportamiento de las abejas, se cree que
los antiguos egipcios aprendieron a usar el propdleo en sus procesos de embalsamamiento.
Puesto que las abejas embalsaman a los intrusos muertos, como roedores o pequenos
reptiles, que no pueden sacar de la colmena, utilizan propdleo y cera para cubrirlos. Al
embalsamar a los invasores se disminuye la propagacion de procesos infecciosos vy

descomposicion de los mismos.

En cambio, en el ano 350 A.C. en la Antigua Grecia se us6 el propdleo como ingrediente
para elaborar perfumes muy particulares que recibia el nombre de “Polyanthus”, al igual se
utilizé con fines medicinales para tratar abscesos y ulceras en la piel. Por otro lado, los
judios conocian el propéleo con el nombre “Tzori” (hebreo); incluso sus propiedades
terapéuticas son mencionadas en el Antiguo Testamento, el famoso balsamo de Galaad
biblico se fabricaba a base del propéleo. En Judea, Tzori se llegd a comercializar durante
1500 afos desde el Mar Muerto, recibiendo reconocimiento gracias a sus propiedades

medicinales y aroma caracteristico (Salamanca, 2017).

En el siglo XX, el propdleo fue ampliamente utilizado en la Guerra de los Boers y durante la
Revolucion Rusa; en ambos acontecimientos el uso del propdleo fue como cicatrizante y

antiséptico de heridas aplicandose en ungiento (Galdo, 2005; Campo, 2008).

iii. Produccion de los propéleos

El propoleo destaca por su amplia actividad bioldgica, lo que lo convierte en un ingrediente
valioso para la elaboracién de alimentos y otros productos de uso humano. Para obtener
este producto se han implementado diversos métodos para su cosecha, tales como el uso

de mallas de plastico o el método de cortina como se observa en la Fig. 1.2. El material que



se opte por usar debe ser inocuo para optimizar la calidad y cantidad a cosechar
(SAGARPA, 2017).

Fig. 1.2 A. Método de cortina, B. Método uso de mallas de plastico

a. Propdleo a nivel mundial y en México

La produccién del propdleo se encuentra en auge a nivel mundial. Los principales paises
productores son China, Brasil, Argentina, Cuba, Chile, Uruguay y Canada, mientras que los
mayores consumidores incluyen a Alemania, Francia, Hungria, Ucrania y Estados Unidos
de América (Cruz et al., 2025); siendo Japoén el lider global en la importacién de propdéleos
(Salatino et al., 2005). ElI mercado del propdleo ha crecido significativamente en Estados
Unidos, la Unién Europea y Japdn, donde este producto es utilizado en cosmeéticos,

medicinas alternativas y suplementos dietéticos (Bankova & Marcucci, 2000).

En México, la produccion de propdéleo no ha sido explotada al maximo, ya que la apicultura
se ha centrado principalmente en la cosecha de miel (Secretaria de Agricultura y Desarrollo
Rural [SADER], 2010). No obstante, la obtencién del propdleo ha ido en aumento en el pais
desde que se han reconocido sus propiedades benéficas. A nivel nacional, los estados con
mayor produccion son Morelos, Jalisco, Yucatan y Oaxaca (Fig. 1.3). Por ejemplo, en 2022,
Morelos registré una produccion total de 4 toneladas anuales. El mercado mexicano esta
segmentado por el tipo de producto, incluyendo capsulas, extractos, cremas, tabletas y

dulces, entre otros.
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Fig. 1.3 Produccion de propéleo 2022 (SENASICA- Operacién Organica Nacional,
mencionado en SAGARPA,2010)

iv. Composicién quimica

La composicion quimica de los propoleos esta influenciada principalmente por el origen
botanico y la ubicacion geografica de donde las abejas recolectan las resinas, por lo tanto,

puede ser variable (Bankova et al., 1992b).

Los propdleos estan formados por una amplia variedad de componentes quimicos, de los
cuales algunos son fotosensibles (Huang et al., 2014). Estos componentes se clasifican de
manera general de la siguiente manera: 50% de resinas de plantas, 30% de cera, 10% de
aceites esenciales y aromaticos, 5% de polen y 5% de otras sustancias organicas; de los

componentes que conforman el propéleo sobresalen los compuestos fendlicos.

a. Componentes fendlicos

Los componentes fendlicos son compuestos organicos que se encuentran principalmente
en las plantas y que poseen en su estructura molecular al menos un grupo fenol y un anillo

aromatico (fenil) unido al menos a un grupo funcional hidroxilo (OH) (Pefarrieta et al., 2014).

OH

Fig. 1.4 Estructura quimica fenol



Estos compuestos cumplen funciones vitales en las plantas, tales como la defensa contra
patdgenos y herbivoros, dan soporte mecanico, confieren pigmentacién lo que puede atraer
polinizadores y alejar depredadores, la proteccion contra la radiacién UV y la accién como
agentes alelopaticos por mencionar algunas (Kroon & Williamson, 1999; Martinez-Florez et
al., 2002).

Los compuestos fendlicos, a menudo denominados polifenoles, constituyen un amplio
grupo de sustancias quimicas que se pueden clasificar de diferentes maneras. De acuerdo
a su estructura quimica se pueden agrupar en flavonoides y no flavonoides. Los flavonoides
poseen una estructura caracteristica de tres anillos (Rojas, 2021), mientras que el grupo de
los no flavonoides incluye diversas familias de compuestos como los acidos fendlicos, los

estilbenos y los lignanos (Rathor & Singh, 2021).

Dentro de la compleja composicién quimica del propdleo, los componentes fendlicos
constituidos por flavonoides, acidos fendlicos y sus ésteres han sido identificados como los
principales compuestos bioactivos responsables de su actividad bioldgica

(Bedascarrasbure, et al., 2004).

v. Especificaciones fisicas y quimicas de propéleos

El propdleo presenta una variedad de caracteristicas fisicas que incluyen color, aroma,
sabor y consistencia, las cuales dependen principalmente de su origen botanico y de las
condiciones ambientales durante la recoleccion de resinas y elaboracion del propdleo por
parte de las abejas. Es un producto gomoso y pegajoso a temperatura ambiente, mientras
que a bajas temperaturas se puede endurecer y ser quebradizo. Alcivar-Saldafa et al.,
(2024) reportaron que el propdleo recolectado durante temporada de lluvias en el municipio
de Cuautitlan Izcalli, México presentd una coloracién verdosa con tonos marrones,
consistencia pegajosa y un aroma mas intenso. El aroma de los propéleos se percibe como
balsamico o resinoso, tiende a adoptar estos aromas debido a los aceites volatiles que son

parte de su composicion (de Oliveira et al., 2021)

La NOM-003-SAG/GAN-2017 (SAGARPA, 2017) establece las especificaciones fisicas
(Tabla 1.1) y quimicas (Tabla 1.2) para el propdleo.



a. Especificaciones fisicas

Tabla 1.1 Especificaciones fisicas del propdleo

Rojo, amarillo-rojizo, amarillo-oscuro,
COLOR verde castafio, pardo o negro, variando
conforme a su origen botanico.
Resinoso (amaderado) o balsamico
(cera), dependiendo el origen boténico.
Variable, de suave balsamico, a fuerte y
picante, depende el origen botanico.

A temperatura ambiente maleable o
rigido, depende el origen botanico.

AROMA

SABOR

CONSISTENCIA

b. Especificaciones quimicas

Tabla 1.2 Especificaciones quimicas del propoleo

Flavonoides Presencia
Fenoles Totales Presencia
indice de oxidacion Méximo 22 segundos

DETERMINACION CUANTITATIVA PARAMETROS

Compuestos Fendlicos Expresados como equivalentes de acido
galico

Flavonoides Expresados como equivalentes de
guercetina

Actividad antioxidante (CA50) Minimo 100ug/mi

vi. Actividad biolégica

Se refiere a la capacidad de alterar una o mas funciones quimicas o fisiolégicas de una
célula, tejido, 6rgano u organismo y ofrecer un beneficio. El propdleo es reconocido por su
amplio espectro de actividades bioldgicas, que incluyen efectos anticancerigenos,

antiparasitarios, antifungico, antiviral, antibacteriano y antioxidante. (Wagh, 2013). Estas



propiedades son de gran interés para el sector alimenticio, cosmético y farmaceéutico,
convirtiéndolo en un producto atractivo con alto potencial de desarrollo. Entre las
actividades biolégicas mas estudiadas destacan la actividad antioxidante y la

antibacteriana.

a. Actividad antioxidante

Es importante definir el estrés oxidativo para entender la actividad antioxidante. Este se
describe como un desequilibrio en el organismo entre la produccion de radicales libres (RL)

y la capacidad del sistema de defensa para neutralizarlas (Galina et al., 2018).

Los RL son moléculas con uno o mas electrones desapareados en su orbita externa que
tienden a reducirse con la finalidad de estabilizarse, lo que los hace altamente reactivos. Si
bien son beneficiosos en pequefias cantidades producidas por el organismo, su exceso,
causado por factores internos o ambientales puede ocasionar un desequilibrio. Este
desequilibrio ocasiona que los RL busquen estabilizarse robando electrones de otras
moléculas. Este proceso de oxidacion, ademas de estabilizar al radical original, convierte a
la molécula donante en un nuevo RL, iniciando una reaccién en cadena. (Avello & Suwalsky,
2006; Coba et al., 2010).

La actividad antioxidante es el mecanismo que combate este desequilibrio, se lleva a cabo
por un grupo de sustancias (antioxidantes) que tienen la capacidad de retardar o prevenir
significativamente la oxidacion de otras moléculas, aun estando presente en bajas

concentraciones (Venereo, 2002).

El propdleo es reconocido por poseer una potente actividad antioxidante, la cual se atribuye
a su composicidon quimica. Entre ellos, los componentes fendlicos son considerados los

principales responsables de sus efectos antioxidantes (Bankova et al., 1992a).

El principal mecanismo antioxidante de los componentes fendlicos se basa en su capacidad
de inhibir RL y quelar iones metdlicos. La eficacia de ambos procesos esta fuertemente
relacionada a la capacidad de los grupos estructurales de estos compuestos para donar
electrones (Jovanovic et al., 1994; Yao et al., 2004). Los componentes fendlicos del
propoleo actian como antioxidantes al donar iones de hidrégeno a los radicales libres. Este
mecanismo les permite neutralizar los radicales, previniendo asi el dafno oxidativo a lipidos,
acidos nucleicos, proteinas y membranas celulares (Anjum et al., 2019). El exceso de RL
se ha relacionado con el desarrollo de enfermedades crénicas como el cancer y trastornos

cardiovasculares (Erkoc et al., 2003; Lenhninger et al., 1995).



b. Actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana se debe a la compleja composicion fitoquimica del propdleo.
Dumitrescu et al., (2021) mencionan que la eficacia biolégica del propdleo se debe a una
mezcla sinérgica de compuestos, principalmente flavonoides, acidos aromaticos y sus
ésteres. Los compuestos presentes en la fraccion resinosa del propdleo actuan dafiando la
pared y membrana celular bacteriana, entre otros mecanismos (Osés et al., 2024; Bankova
et al., 1999).

Al estar comprometida la membrana celular bacteriana, se desencadena una lisis celular lo
que aumenta su permeabilidad generando una alteracion en el flujo energético de la
membrana, por consecuencia se reduce la motilidad de la bacteria (Mirzoeva et al., 1997).
Altas concentraciones de compuestos fendlicos de extractos etandlicos de propoleo (EEP)
pueden desnaturalizar proteinas, como las enzimas. Los flavonoides en el propdleo pueden
actuar sobre la patogenicidad de las bacterias Gram (+), disminuyendo la actividad de la

lipasa e impidiendo la formacion de biopeliculas (Vargas- Sanchez et al., 2014).
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3. HIPOTESIS

La metodologia de extraccion del propdleo y el afio de cosecha tiene un impacto significativo
en las especificaciones fisicas, la actividad biolégica y concentracion de los componentes
bioactivos del propdleo, por lo que los extractos obtenidos utilizando los dos métodos
establecidos en la NOM-003-PROPOLEO-SAG/GAN-2017, agitacion constante por 72h y
bafio ultrasénico por 20 min, presentaran diferencias cuantificables en cuanto a sus
caracteristicas quimicas, asi como en la respuesta antioxidante y antibacteriana de los

propéleos a pesar de haber sido recolectadas en la misma temporada otofio-invierno.
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4. JUSTIFICACION

La produccion de propdleos se caracteriza por una alta variabilidad fitoquimica, la cual esta
ligada a la ubicacion geogréfica, la floracion y el clima de su procedencia. En este sentido,
el perfil fitoquimico de un propédleo recolectado en el estado de Querétaro diferira de
aquellos producidos en otros estados del pais o del mundo. Por consiguiente, un factor
critico en la comercializacion es la temporalidad y el almacenamiento; es comun que los
productores no logren colocar la totalidad de su cosecha en el mismo ciclo productivo,

optando por resguardar el producto para su venta posterior.

Por ello, este proyecto busca realizar un analisis de muestras de propéleos de diferentes
afios (2022, 2023 y 2024) cosechados bajo las mismas condiciones geograficas y
estacionales. Esto permitira determinar si los componentes bioactivos que le confieren sus
propiedades se preservan a pesar del tiempo de almacenamiento, validando asi la

viabilidad comercial y terapéutica de propdleos rezagados.

Adicionalmente, este trabajo de investigacidbn busca comparar las metodologias de
extraccién establecidas por el gobierno mexicano en la Norma Oficial Mexicana NOM-003-
SAG/GAN-2017 “Propdleos, produccion y especificaciones para su procesamiento” la cual
establece dos métodos de elaboracion de extractos etandlicos: maceracion por 72h y bafio
ultrasénico por 20min, no obstante, se desconoce el efecto del método de extraccién sobre
las propiedades de los extractos finales. Por consecuente, esta investigacion podria aportar
informacion a los apicultores o transformadores a la elaboracién de EEP enfocados a

actividades bioldgicas, beneficiando directamente al sector apicola local.
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5. OBJETIVOS

i. Objetivo general

Analizar las especificaciones fisicas y quimicas de extractos etandlicos de propdleo de Apis

mellifera L., obtenidos mediante dos metodologias de extraccion: agitacion constante por

72 h'y bafo ultrasénico; a partir de muestras cosechadas en el Apiario-escuela del Campus

Amazcala perteneciente a la Universidad Autbnoma de Querétaro; en el periodo otofo-
invierno de los afos 2022, 2023 y 2024.

ii. Objetivos especificos

A continuacién, se enlistan los objetivos especificos.

1.

Obtencidn de extractos etandlicos de propdleo segun las metodologias descritas en
la Norma Oficial Mexicana NOM-003-SAG/GAN-2017 “Propéleos, produccion y
especificaciones para su procesamiento” de los propoleos colectados en los afios
2022, 2023 y 2024 de la temporada otofo-invierno.

Describir las caracteristicas fisicas y quimicas de los extractos de propdleo con base
a los parametros establecidos en la NOM-003-PROPOLEO-SAG/GAN-2017 de los
propdleos colectados de los anos 2022, 2023 y 2024 utilizando dos metodologias
de extraccion.

Determinar la actividad antioxidante in vitro de los extractos etandlicos de propdleo
de los distintos afos, 2022, 2023 y 2024 de dos diferentes metodologias de
extraccion.

Evaluar la actividad antibacteriana de cada extracto mediante el método modificado
de pozos de agar utilizando las siguientes cepas de referencia; bacterias Gram (-)
Escherichia coli ATCC 8739 y Pseudomonas aeruginosa AT5 0145, y Gram (+)
Staphylococcus aureus ATCC BAA-976 y Enterococcus faecalis CDBB-B1533.
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6. MATERIALES Y METODOS

i. Recoleccion de los propodleos

Se colectaron los propdleos en la temporada otofio-invierno de los afios 2022, 2023 y 2024
en el Apiario-escuela de la Universidad Autonoma de Querétaro en el Campus Amazcala
localizado en Carretera a San Miguel, km 1, Amazcala, El Marqués, Querétaro. Todos los

propdéleos se manipularon en las mismas condiciones durante el proceso de cosecha.

Se utilizo el método de cortina, al momento de la cosecha se usé una cufia esterilizada, una
vez recolectado el propdleo se almacend en un contenedor de plastico para alimentos de
polietileno libre de BPA, esté mismo se resguardo de los rayos del sol cubriéndose con

papel aluminio y se conservo en congelacion.

Los propdleos de los afios 2022, 2023 y 2024 se cosecharon con la finalidad de elaboracion
de productos e investigacion. Una muestra representativa del propéleo del 2022 y 2023 se
encontraba resguardada en las instalaciones del Centro Nacional de Investigacion
Disciplinaria en Fisiologia y Mejoramiento Animal (CENID FyMA), INIFAP, localizado en el
Km 1 Carretera a Coldn, Ajuchitlan, Colén, Querétaro, y fue la que se utilizé para el estudio;

mientras que el propdleo del 2024 se almacend en el Campus Amazcala.

ii. Limpieza
El proceso de limpieza se realizé en las instalaciones del CENID-FyMA del INIFAP y en el
laboratorio apicola del Campus Amazcala. Se trituré el propdleo congelado en un mortero
de porcelana previamente almacenado en el congelador para facilitar el proceso dado que
el material se torna rigido y quebradizo, de esta manera se retird cada residuo no
perteneciente al propoleo como semillas, exoesqueletos de abejas, pequefias hojas y

madera. Tal proceso se realizd con el uso de guantes, cofia y cubrebocas para no

contaminar el propdleo.

Se prepararon 30 muestras de propdleo de cada afio conteniendo cada muestra 0.5g; en
bolsas con cierre hermético individuales de 4 x 3cm, manteniéndose en refrigeracion y
protegidas de la luz del sol, las muestras se destinaron para la evaluacion tipo sensorial.
Ademas, se separaron 10g de propdleo de cada afio para la elaboracion de los extractos

etandlicos.
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iii. Extracto Etandlico de Propdleo

La preparacioén de los extractos etandlicos de propdéleo (EEP) se realizaron en el laboratorio
apicola en el Campus Amazcala, UAQ, y en las instalaciones del CENID FyMA. Para todos
los extractos se utilizé etanol al 70% en una proporcion de 1:3 (propdleo: etanol) y se usaron
los métodos de preparacion descritos en la NOM-003-PROPOLEO-SAG/GAN-2017
(SAGARPA, 2017), se peso la misma cantidad de propéleo limpio en bruto de cada afio; se
destinaron 5 g para el extracto por el método de agitacion constante por 72 hy 5 g para el

extracto por bafio ultrasénico.

El método de extraccion de agitacion constante se realizé con el uso de una Placa Agitadora
Magnética Anzeser, Modelo SH-2 durante 72 h; previo a colocar la suspension se cubri6 el
envase de la luz del sol con papel aluminio. Por otro lado, el bafio ultrasénico se elabord en
el equipo Elmasonic S 10H, con una frecuencia ultrasénica de 37 kHz y una potencia
nominal de 90 W, este proceso consistid en colocar la suspension de propéleo en tubos de
centrifuga nuevos de 50 ml para cada extracto por 20 min a temperatura ambiente
(SAGARPA, 2017).

Una vez que trascurrio el tiempo de extraccién se filtré con papel filtro con un tamano del
poro de 30 um, y se conservo en frascos color ambar en refrigeracion. Para la identificacion

de cada muestra se etiquetaron como se observa en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1 Identificacidon de muestras

METODO DE EXTRACCION Y ANO IDENTIFICACION MUESTRA
2022 - Agitacion 72 h VA2
2023 - Agitacion 72 h VA3
2024 - Agitacién 72 h VA4
2022 - Bario Ultrasoénico VU2
2023 - Bafio Ultrasonico VU3
2024 - Bario Ultrasoénico VU4

iv. Especificaciones fisicas.

a. Analisis tipo sensorial

El analisis tipo sensorial se llevé a cabo en las instalaciones del CENID FyMA del INIFAP,

y en el laboratorio apicola de la UAQ. Se utilizaron los parametros fisicos establecidos en
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la NOM-003-SAG/GAN-2017 (SAGARPA, 2017), que corresponden a color, aroma, sabor y

consistencia.

Las muestras se identificaron segun su afno de recoleccion, tal como se observa en la Tabla
2.2.

Tabla 2.2 ldentificacion muestras para analisis tipo sensorial

ANO DE COLECTA IDENTIFICACION MUESTRA
2022 P22
2023 P23
2024 P24

Se conformé un panel de 30 jueces afectivos no entrenados. La prueba se realizé en
habitaciones a temperatura ambiente e iluminadas con luz natural. Previo a la evaluacién,
se proporcioné a cada participante informacién sobre el propdleo, el propésito del estudio y
un formato de consentimiento informado para firmar (Anexo 1). Posteriormente, se les

entregod una boleta de evaluacion (Anexo 2).

Se uso una escala hedonica de cinco puntos mostrada en la 2.3. De este modo se evalué

la preferencia y aceptacion del propdleo (Watts et al., 1995; Ramirez-Navas, 2012).

Tabla 2.3 Escala heddnica

Puntaje Categoria
Me disgusta mucho

Me disgusta

Ni me gusta ni me disgusta
Me gusta

Me gusta mucho

GBI W|IN|F

1. Procedimiento

Determinacion del color: Se coloco la muestra sobre una superficie blanca y se comparoé
con una escala de colores. Se utilizé el Catalogo Internacional de Colores RAL Classic
(Anexo 3).

Determinacion del aroma: Se retird una porcion de la muestra a fin de que el envase no
interfiera en la percepcion olfativa. Se le proporciond al participante un recipiente con cera

de abeja y otro con madera, debido a que la cera de abeja es uno de sus componentes
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estructurales. Por otro lado, el aroma a madera se comporta de la misma manera, ya que
las resinas son recolectadas de exudados de arboles y cortezas, por ende, el producto final
puede contener microparticulas de madera de la colmena. Ademas, se ofrecid en un
recipiente con granos molidos de café en dado caso que el participante se saturara del

aroma.

Determinacion del sabor: Se recomendo a los jueces colocar una porcién de la muestra
en la parte media de la lengua y masticar por 30 segundos con la finalidad de distinguir el
sabor de la muestra, clasificando las opciones en dulce, amargo, picante tipo especia o
insipido. Posterior a que el participante calificara este parametro se ofrecid una galleta

neutra y agua simple para limpiar el paladar.

Consistencia a temperatura ambiente: Se retiré una porcién de la muestra y se sugirio
colocarla en una superficie limpia, hasta que se alcanzé la temperatura ambiente. Se
determind la consistencia de las muestras tocandola con los dedos y se calificé la muestra

como maleable, muy maleable, rigida o poco rigida.

Los datos sensoriales se analizaron con el programa GraphPad Prism 8.4®. Se utilizo la
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para determinar si existian diferencias
significativas entre las muestras de propdleo, con base en las calificaciones de la escala
heddnica. Se considerd un resultado como estadisticamente significativo si el valor de
P<0.05.

v. Especificaciones quimicas

Las evaluaciones de las especificaciones quimicas se llevaron a cabo en el CENID-FyMA,
del INIFAP de acuerdo con las metodologias descritas en la NOM-003-PROPOLEO-
SAG/GAN-2017 (SAGARPA, 2017) para las pruebas: cualitativa de flavonoides, cualitativa
de fenoles totales, indice de oxidacion, determinacién de polifenoles totales, actividad
antioxidante DPPH y ABTS. Adicionalmente se realiz6 FRAP de acuerdo con la metodologia
de Aboulghazi et al., (2022) con ligeras modificaciones; y determinacion de flavonoides con

la metodologia descrita por Alencar et al., (2007).

Las metodologias espectrofotométricas se leyeron en un lector de microplaca UV-VIS
Agilent EPOCH2NS. Para la prueba cualitativa de fenoles totales se diluy6 el EEP a una
proporcion 1:10 (v/v), para la prueba determinacion de flavonoides se us6 el EEP al 100%

de cada muestra, en el caso de indice de oxidacion se usaron diluciones de 1:1,000 del
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EEP donde se almacenaron en tubos de centrifuga de 2 ml. Para las pruebas de
determinacion de polifenoles totales, DPPH, ABTS, FRAP y flavonoides se hicieron las
diluciones necesarias que fueron consideradas dentro del factor de dilucién al momento de

realizar los calculos finales.

a. Prueba cualitativa de flavonoides

Se uso hidroxido de sodio (NaOH) (CAS: 1310-73-2), al 20%, cuyo fundamento consiste en
que al agregar el reactivo a la muestra afecta el pH de los flavonoides, volviéndose un medio
alcalino, lo que provoca la ionizacion de los grupos hidroxilo fendlicos presentes en los
flavonoides. Esta ionizacion altera la forma en la que la estructura del flavonoide interactua
con la luz provocando un cambio de color caracteristico. Un color amarillo intenso indica la

presencia de flavonoides en el extracto (Harborne, 1998).

Se agregaron 50 uL de cada muestra de EEP en viales de 2 ml y se adicionaron 50 L de
NaOH al 20% y se observaron cambios de coloracion; dicho cambio puede variar de

amarillo intenso a naranja segun la cantidad de flavonoides presentes.

b. Prueba cualitativa de fenoles totales

Se utilizé cloruro férrico hexahidratado (FeCls- 6H.O) (CAS: 10025-77-1) al 10%, esta
prueba tiene como fundamento la capacidad de los grupos fendlicos libres para formar
complejos con iones férricos (Fe3+); generando un cambio de color, segun la cantidad y

tipo de fenoles presentes (Harborne, 1998; Singleton et al., 1999).

Se agregaron 50 uL de la solucién del cloruro férrico hexahidratado al 10% a cada muestra
de extracto previamente preparadas en viales de 2 ml, en el cual se observo y registré el
cambio de coloracion enseguida de haber agregado la solucién. En la presencia de fenoles
se observa una coloracién azul, verde, rojo, morado o negro por lo tanto la presencia de

fenoles se considera positivo.

c. Indice de oxidacion

La metodologia para esta prueba se basa en la capacidad antioxidante del EEP frente a
una solucion de permanganato de potasio (KMnO,) (CAS: 7722-64-7) 0.1 N, el cual es un
agente oxidante fuerte. Los compuestos fendlicos presentes en el EEP actuan como
agentes reductores, de este modo reaccionan con KMnO4 provoca su reduccion y asi
mismo la pérdida del color purpura en la solucion. A mayor concentracion de fenoles totales,

el tiempo de la reaccion es mas rapido (SAGARPA, 2017).
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Se tomaron 300 pl de muestra y se afnadio 150 pl de acido sulfurico (H2SO4) al 20% en
tubos de centrifuga de 2 ml, posteriormente se esperd 1 minuto para agregar 50 ul de
KMnOys sin tocar las paredes; de este modo se cronometré y registro el tiempo en que tarda
en desaparecer el color purpura del KMnOs. Se contemplaron los siguientes criterios
establecidos en la NOM-003-PROPOLEO-SAG/GAN-2017 (SAGARPA, 2017) para la

interpretacion de los resultados, con un tiempo limite de reaccion de 22 segundos:

e Resultado positivo: desaparicién completa de la coloracién purpura

¢ Resultado negativo: persistencia de la coloracion purpura.

d. Determinacion polifenoles totales

El método se basa en la reaccion redox entre los compuestos fenolicos presentes en el
extracto y el reactivo de Folin-Ciocalteu (3H20-P20s5I3W0O3-5M003-10H20); (CAS: 12111-
13-6), este reactivo esta compuesto por una mezcla de &acidos fosfomolibdico y
fosfotingstico, que en la presencia de fenoles y en un medio alcalino son reducidos
formando un complejo de color azul intenso. La intensidad del color azul es proporcional a
la cantidad de compuestos fendlicos presentes en el extracto. Se mide la intensidad del
color espectrofotométricamente a una longitud de onda de 765 nm y la absorbancia se
compara con una curva de calibracién elaborada con un estandar fendlico, como el acido
galico (CAS:149-91-7) (Singleton et al.,1999).

Se colocaron 500 pul de EEP en tubos de vidrio y 3,000 ul de agua destilada posteriormente,
se agregaron 250 pul de reactivo de Folin-Ciocalteu, y se cronometraron 5 min. Se
adicionaron 750 pl de la solucion de carbonato de sodio (Na2COs) (CAS: 497-19-8) al 20%
y se aforé con agua destilada a un volumen final de 5 ml. Se colocaron las muestras 1 hora
a temperatura ambiente y protegidas de la luz, para que se lleve a cabo la reaccion y se
determiné la absorbancia a 765 nm. Los fenoles totales se calcularon como equivalentes
de acido galico por estimacién a partir de una curva de calibracion expresados como mg

acido galico/g de propdleo (mg EAG/Q).

e. Determinacion de flavonoides

Se determind de acuerdo con la metodologia de Alencar et al. (2007) con ligeras
modificaciones. Se tomaron 30 ul del EEP,150ml de agua destilada y se adicionaron 10 pl
de nitrito de sodio (NaNO_) (CAS: 7632-00-0) en cada pozo de la microplaca; agitandose la
solucién, al minuto 5 se agregé 10 ul de cloruro de aluminio (AICIlz) (CAS: 7446-70-0)

volviendo a agitarse de nuevo la solucion. La absorbancia se determind al finalizar de
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agregar el ultimo reactivo a una longitud de onda de 514 nm. El contenido de flavonoides
se determind utilizando el método colorimétrico de AICI; descrito por Zhishen et al., (1999)
con ligeras modificaciones, los resultados se expresaron como equivalentes de rutina
(CAS:207671-50-9) por estimacion a partir de una curva de calibracion expresados como

mg rutina/g de propdleo (mg ER/g).

f. Determinacion actividad antioxidante

i Ensayo DPPH
Se determind la actividad antioxidante por el método de captura de radical libre 2,2-difenil-
1-picrilhidrazilo (DPPH) (CAS: 1898-66-4). EI DPPH tiene una coloracion violeta intenso
gracias a su electrén desapareado, cuando se expone a un extracto con actividad
antioxidante capaz de donar un electrén o un hidrégeno, se reduce el DPPH a DPPH-H,

cambiando la coloracién a amarillo palido (Brand-Williams et al.,1995).

Se colocaron 50 pl de cada EEP en cada pozo de la microplaca y se agregé 150 ul del
reactivo DPPH. Una vez transcurridos 30 min se determiné la absorbancia a 515 nm. Los
resultados se expresaron como equivalentes de Trolox (CAS: 53188-07-1) por estimacion

a partir de una curva de calibracion expresados como mg Trolox/g de propdleo.

ii Ensayo ABTS
Este método se basa en la inhibicién del radical ABTS+ 2,2-azinobis-(3-etil-benzotiazolin-6-
acido sulfénico) (CAS: 30931-67-0) asociado a la medicién de la pérdida de color de la
reaccion, debido a la interaccion de antioxidantes presentes en la muestra. El radical
cationico ABTS+ se genera por la reaccion oxidacion del ABTS, sal diamonio, con persulfato
de potasio, generando el radical de color verde-azul que absorbe luz a una longitud de onda
de 734 nm.

Se diluyd 1 ml de solucién de ABTS de radical previamente activado, en 1 ml de etanol al
70%, hasta obtener una absorbancia de 0.7, posteriormente se agregaron 50 pL de cada
muestra de los extractos en cada pozo de la placa y se afadié 150 L de la solucion de
ABTS diluida. Una vez transcurridos 7 min se determind la absorbancia a 734nm. Los
resultados se expresaron como equivalentes de Trolox por estimacion a partir de una curva

de calibracién expresados como mg Trolox/g de propdleo.
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i Ensayo de poder de reduccién/antioxidante férrico (FRAP)

FRAP se basa en la actividad reductora de compuestos; a través de las reacciones de
transferencia de electrones, implica la reduccion del complejo [Fe(ll)(TPTZ)2]3+ a
[Fe(Il)(TPTZ)2]2+ (Benzie & Strain, 1996).

El reactivo FRAP se prepard en una proporcion 10:1:1 de las siguientes soluciones: Buffer
de Acetato (300mM a un pH de 3.6), solucion de 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) (CAS:
3682-35-7) preparada en acido clorhidrico (HCI) (CAS: CAS 7647-01-0) (40Mm), y solucién
acuosa de cloruro de hierro (lll) hexahidratado (FeCl;-6H,0) (CAS: 10025-77-1).

Se afiadieron 50 uL de cada EEP en la microplaca y se adicionaron 150 pL del reactivo
FRAP, el cual tiene una absorbancia de 0.7 nm aproximadamente; la actividad reductora se
determiné a 593 nm a los 7 min trascurridos. Los resultados se calcularon a partir de una
curva de calibracion elaborada con Trolox. El poder antioxidante se expresé como mg

Trolox/g de propdleo.

g. Actividad antibacteriana

Las cepas de referencia que se usaron fueron: Gram (+) Staphylococcus aureus ATCC
BAA-976 y Enterococcus faecalis CDBB-B1533; y para Gram (-) Escherichia coli ATCC
8739 y Pseudomona aeruginosa ATCC 10145. Previo a la prueba de actividad

antimicrobiana, cada cepa se tuvo que activar para su uso.

De cada cepa se tomaron de 3 a 4 colonias y se colocaron en 5 mL de solucién salina
(0.85%). La turbidez de las suspensiones celulares se ajusté a 0.08-0.1 DO en un

espectrofotdmetro a 600 nm que corresponde a 2.6 x 107 UFC/mL - 8.0 x 107 UFC/mL.

La actividad antibacteriana se evalué con el método modificado de pozos de agar. Se utilizd
agar Muller-Hilton (MCD Lab) el cual se preparé de acuerdo con las indicaciones del
proveedor y se coloco en cajas Petri de vidrio estériles de 100x15mm (Sanchez et al., 2016).
Las bacterias se sembraron por estriado en la superficie del agar con hisopos estériles y
posteriormente con la ayuda de puntas estériles de micropipeta se realizaron cinco pozos

en el agar de un diametro de 8mm.

Con etanol al 70% se prepararon cuatro diluciones de cada muestra de propéleo, al 100%,
50%, 25% y 12.5%; de cada dilucion se colocaron 100 yL por pozo como se muestra en la

Fig. 2.1. Al pozo del centro se le afadieron 100 pL de alcohol al 70% como control negativo
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o un disco para antibiograma como control positivo; para las bacterias Gram (+) se utilizé

discos de vancomicina (Oxoid®), y para las Gram (-) discos de gentamicina (Oxoid®).

Las cajas se incubaron durante 24 h a 37°C; transcurrido el tiempo, se verificé la formacion
de los halos alrededor de los pozos. La presencia de halos indica la inhibicion del
crecimiento bacteriano. Finalmente, se midi6 y se registré el didametro de cada halo en

centimetros (Fig. 2.1).

100%

25% ET70/ AB 50%

220N

12.5%

100uL por cada pozo

Fig. 2.1 A. Esquema de caja Petri con sus respectivos pozos. ET70: Etanol al 70%. AB:
Antibidtico. B. Medicion del diametro en cm

Los resultados de la actividad antioxidante y antimicrobiana se analizaron con el software
GraphPad Prism 8.4®. Se empled un analisis de varianza (ANOVA) de dos vias, seguido
de una prueba Tukey para la comparacion de medias. Los métodos de extraccion se
compararon entre si con una prueba t de Student. Para todas las pruebas se utilizé un nivel

de significancia de P<0.05.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

i. Analisis tipo sensorial

De la totalidad de los jueces que participaron en la evaluacion de los tres propdleos, se

encontré que el 79% ya habia consumido propdleo previamente.

Entre los jueces, la presentacion mas consumida fue en dulces (46%) esto puede deberse

al facil acceso y costo accesible de los productos elaborados, ademas es importante

considerar que este porcentaje reportado podria ser un area de oportunidad con desarrollo

a futuro en la elaboracion de productos derivados apicolas, seguido del mayor porcentaje

estan las gotas (19%). Las presentaciones de jarabe, espray y en grefia quedaron

empatadas debido a que eran conocidas y consumidas por el 13% de los evaluadores.

Finalmente, las formas de consumo menos conocidas fueron el extracto (11%) y como

componente de un producto antigripal (5%). En la Tabla 3.1 se observa la clasificacion

otorgada por los jueces a las tres muestras de propdleo.

Tabla 3.1 Clasificacion de las muestras de propdleo

PARAMETRO P22

COLOR Principalmente tonos marrones seguidos de tonos verdosos
AROMA Cera: 36.67% Madera: 63.33%
CONSISTENCIA Maleable: 36.67% | Muy maleable: 50% Poco rigido: 13.33%
SABOR Insipido: 53.33% | Amargo: 23.33% Picante: 23.33%

P23
COLOR Principalmente tonos marrones seguidos de tonos grises
AROMA Cera: 53.33% Madera: 46.67%
CONSISTENCIA Maleable: 56.67% | Muy maleable:33.33% | Poco rigido: 6.67% | Rigido: 3.33%
SABOR Insipido: 76.67% Amargo: 20% Dulce: 3.33%

P24
COLOR Principalmente tonos marrones seguidos de tonos amarillos
AROMA Cera: 26.67% Madera: 73.33%
CONSISTENCIA Maleable: 60% Muy maleable: 33.33% | Poco rigido: 3.33% | Rigido: 3.33%
SABOR Insipido: 70% Amargo: 16.67% Dulce: 6.67% Picante: 6.67%
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En la Fig. 3.1 se muestran los resultados de la prueba heddnica; en la preferencia general
la caracteristica que mas agrado fue el aroma y la consistencia, mientras que para el color
fueron calificadas en un punto intermedio. La variable que menos agradoé a los jueces que
fue el sabor sin importar el afo. Por otro lado, los resultados muestran que no hay una
diferencia estadisticamente significativa (P>0.05) entre los afos, por cada variable
evaluada, por lo tanto, resulta factible el uso de propéleos recolectados en diferentes afios
siempre y cuando el producto se haya almacenado de manera correcta con las medidas
indicadas en la NOM-003-PROPOLEO-SAG/GAN-2017 (SAGARPA, 2017).

Prueba hedodnica

2022 2023 ==—2024

Color
4 (P>0.05)

Sabor
(P>0.05)

Consistencia
(P>0.05)

Aroma
(P>0.05)

Fig. 3.1 Resultados de prueba heddnica

Los presentes hallazgos, clasifican los propéleos en tonos marrones, los cuales son
consistentes con lo reportado por Rodriguez et al. (2020) y Moguel et al. (2023). Es
importante destacar que, esta similitud en la coloracidon se mantiene a pesar de que los
propéleos provienen de distintos géneros de abejas. Mientras que este estudio y el de
Rodriguez et al. (2020) se enfocaron en propdleos de Apis mellifera L., los resultados de
Moguel et al. (2023) corresponden a propoleos de meliponinos provenientes de diferentes

estados de la Republica Mexicana.
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Los resultados mostraron una clasificacion similar a la de Rodriguez et al. (2020) en cuanto
al aroma y consistencia de los propéleos provenientes del Estado de México y Guanajuato.
Por otro lado, se observé una diferencia significativa en el parametro de sabor: mientras
que el estudio de Rodriguez et al. (2020) reporté un sabor amargo, en las muestras
predominé un sabor insipido. Por otra parte, los hallazgos de Moguel et al. (2023) mostraron
que sus propdleos tenian un aroma predominantemente a cera balsamica. A diferencia de
lo anterior, el aroma amaderado resinoso fue el que sobresalié en los propéleos de

Querétaro.

Esta variabilidad puede explicarse por la influencia de factores como la especie de abeja,
floracién, ubicacion geografica y el clima. Por lo tanto, la diferencia en los parametros fisicos
de los propdleos puede estar relacionada con el origen geografico y el tipo de abeja como

factor clave de la composicion del propdleo.

ii. Pruebas cualitativas

Todos los extractos resultaron positivos en las pruebas cualitativas para la deteccion de
fenoles totales y flavonoides (Tabla 3.2). Los resultados de flavonoides coinciden con el
trabajo de Samara-Ortega et al., (2011) quienes trabajaron con propodleos provenientes del

municipio de Totoré y Buenos Aires en el Departamento del Cauca, Colombia.

Tabla 3.2 Resultados prueba cualitativa de fenoles totales, flavonoides e indice de

oxidacion
MUESTRA PRESENCIA PRESENCIA DE INDICE DE
FENOLES TOTALES FLAVONOIDES OXIDACION
(s)
VA2 POSITIVO POSITIVO 3
VA3 POSITIVO POSITIVO 2
VA4 POSITIVO POSITIVO 2
VU2 POSITIVO POSITIVO 2
VU3 POSITIVO POSITIVO 1
VU4 POSITIVO POSITIVO 1

Los resultados del indice de oxidacion de todos los extractos se muestran en la 3.2, estos
indican la presencia de fenoles totales (Fig. 3.2). A mayor concentracion de fenoles totales,
el tiempo de la reaccion es mas rapido. Los resultados de esta investigacion difieren con
los de Rodriguez et al., (2020), quienes reportaron un tiempo de hasta 70s del propdleo

proveniente de El Oro, Estado de México.
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Fig. 3.2 1zg. Prueba indice de oxidacion. Drcha. Prueba cualitativa de fenoles totales

41
e

A. Muestra con presencia del reactivo KMnO4. B. Muestra después de reaccionar con el reactivo.

C. Muestra de EEP sin el reactivo FeCI3- 6H20. D. Muestra después de reaccionar con el reactivo.

De acuerdo con los resultados obtenidos en la prueba indice de oxidacion se sugiere que
exista una asociacién entre los compuestos fendlicos presentes en los EEP (Tabla 3.2), ya
que estos compuestos son los principales agentes reductores, sugiriendo también que la
concentracién de estos componentes es alta; debido a que, a mayor concentracién de

fenoles totales, el tiempo de reaccién en la prueba es mas rapido.

iii. Pruebas cuantitativas

a. Determinacion polifenoles totales

El contenido de polifenoles totales fue mayor en los extractos obtenidos por el método VA
(P<0.05) con un valor promedio de 88.14+27.67 mg EAG/g comparado con el método VU,
que obtuvo un promedio de 54.57+32.45 mg EAG/g (Tabla 3.3).

Al comparar por métodos de extraccion (VAy VU) entre afios, en el método VA, la muestra
que presentd mayor contenido de polifenoles totales fue la del afo 2022 (P<0.05), y en el
caso del método VU, fue la muestra del 2023 (P<0.05); no obstante, la muestra que posee

mayor contenido de polifenoles totales de todas las muestras fue VA (Tabla 3.3).

En un estudio de propdéleos en donde utilizaron etanol al 80% para elaborar EEP mediante
agitacion constante por 48 h a 20°C diferentes regiones del estado de Guanajuato se
obtuvieron resultados de 68 a 500 mg EAG/g de propdleo de polifenoles totales, (Hernandez
et al., 2018). Por otro lado, en el estado de Jalisco evaluaron propdleos del Bosque La
Primavera, Zapopan y reportaron 260 mg EAG/g de propdleo de contenido de polifenoles
totales (Delgado et al. 2015); tales datos son similares en ambos métodos de extraccion
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evaluados en este trabajo, probablemente debido la posible floracion o clima similar al del

estado de Querétaro.

b. Determinacion de flavonoides

Respecto a lo reportado, se muestra una diferencia estadisticamente significativa entre
métodos de extraccion (P<0.05), el método VA mostré un valor promedio de 25.96+4.98 mg
ER/g, en comparativa con el método VU que resulté con un promedio mayor de 47.90£59.52

mg ER/g.

Al comparar por método de extraccion, se observaron los valores mas altos en la muestra
del afio 2024 (VU) y los valores mas bajos en 2022 (VA) (P<0.05); por otro lado, la muestra

que mostré un rendimiento superior es VU (P<0.05) (Tabla 3.3).

Es notable el valor atipico en la muestra VU4 en comparacion con los resultados de VA'y
VU reportados de flavonoides, ya que es veinte veces superior al valor mas bajo (VU3,
8.3311.06 mg ER/g de propoleo); el valor de VU4 podria considerarse similar a los valores
reportados por Delgado et al. (2015) en el estado de Jalisco en el Bosque La Primavera,

Zapopan, quienes reportaron 130 mg equivalentes de quercetina por gramo de EEP.

Mientras que en comparacion con las demas muestras estudiadas los resultados obtenidos
son similares a los reportados por Hernandez et al. (2018) en ambos métodos de extraccion
evaluados, ya que cuantificaron datos que oscilan de 13 a 379 mg EQ/g; lo cual sugiere
que el propodleo recolectado de la muestra VU4 poseia un perfil fitoquimico unico por lo
tanto, puede deberse a que la resina producida por la flora de la regién produjo una resina
bastante rica en un tipo especifico de flavonoide que se extrajo con eficiencia a través del
método de bafio ultrasénico o que la presencia de este compuesto estaba en altas
concentraciones posiblemente debido a la respuesta adaptativa de la vegetacion frente a
condiciones de estrés abidtico y bidtico prevalentes en el afio 2024; factores como una
mayor radiacion UV, estrés hidrico severo o presencia de herbivoros predisponen a que la

vegetacion sintetice resinas con mayor carga fitoquimica para su supervivencia.
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Tabla 3.3 Composicién bioactiva y actividad antioxidante de los Extractos Etandlicos de
Propdleo (EEP)

Polifenoles | Flavonoides | Actividad Actividad Actividad
Totales (mg | Totales (mg | DPPH (mg ABTS (mg FRAP (mg
Muestra EAG/g) ER/g) ET/g) ET/g) ET/g)

VA2 (109.88+0.272 [29.70+1.59°® |9.61+0.56% |51.05+4.05% 16.33+0.302
VA3 |52.73+0.60° [20.36+4.77* |3.89+0.59° |49.55+1.16° 20.72+3.162
VA4 (101.81+1.33% [27.83+1.06°> |10.33+0.46° |34.69+2.122° 15.35+1.282
VU2 [36.97+1.25¢ |10.68+1.00° |5.75+0.17° |17.68+4.37" 4.74+0.31°
VU3 [96.19+1.86° [8.33+1.06% |4.61+1.13° [14.24+3.66¢ 3.84+0.15°
VU4 |30.5624.77¢ |124.71+3.642 |3.87+0.31° |[16.28+5.40¢ 5.55+0.15°

Los valores representan la media * desviacion estandar (DE). EAG = Equivalentes de Acido Galico; ER=
Equivalentes de Rutina; ET = Equivalentes de Trolox. . a-d Diferentes literales por columna indican diferencias
significativas entre las muestras, (P<0.05)

iv. Actividad antioxidante

a. Ensayo DPPH

Los extractos obtenidos por el método de agitacion mostraron una actividad antioxidante
significativamente mayor (P<0.05), con un valor promedio de 7.95+3.18 mg ET/g, en
comparacion con el método de bafio ultrasénico que obtuvo un promedio de 4.74+1.0 mg
ET/g. Al comparar la concentracion de ET/g de las seis muestras de extractos se observa
que las muestras VA2 y VA4 presentan los valores con mayor concentraciéon de mg ET/g
(P<0.05) (Tabla 3.3).

En contraste con los resultados de los diferentes afos por cada método de extraccion no
se encontraron diferencias significativas (P>0.05) en la extraccién por el método de bano
ultrasénico entre los diferentes afos; sin embargo, para el método de agitacidon se
observaron diferencias significativas (P<0.05) siendo el afio 2023 en donde hay menor

concentracion de mg ET/g (Tabla 3.3).

Los resultados mas bajos obtenidos en esta investigacion son similares con lo reportado
por Palomino et al. (2009), quienes analizaron propéleos del Departamento de Antioquia,
Colombia de diferentes municipios, como Medellin; uno de sus propéleos recolectados en

el apiario de Lima obtuvo 33.919.7 umol ET/g de propdleo. Por el contrario, los valores de
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este trabajo resultaron inferiores a los hallados por Portela-Marquez et al. (2022) en Bacum,
Sonora (México). En dicho estudio, utilizaron EEP preparados mediante bafio ultrasénico
por 20 min, se registro una actividad antioxidante mayor, alcanzando los 295.855+£11.4 ymol
ET/g.

b. Ensayo ABTS

En la evaluacion de la actividad captadora del radical ABTS, se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (P<0.05) entre los métodos de extracciéon. El método de (VA)
presentd un promedio general de 45.1018.36 mg ET/g, mientras que el método (VU) mostro
un promedio de 16.06+3.84 mg ET/g (Tabla 3.3).

Al comparar los resultados de los diferentes afos por cada método de extraccion no se
encontraron diferencias significativas en VU (P>0.05), sin embargo, en el caso de VA se
observé diferencias significativas (P<0.05), siendo el afio 2024 en donde se presentan

menores concentraciones de mg ET/g

En comparacion con los resultados obtenidos en este estudio, el propdéleo recolectado en
el departamento del Atlantico, proveniente del municipio de Sabanalarga, Colombia
presentd valores de 739.74+14.51 ymol ET/g, en EEP al 96% obtenidos por agitacion
durante 48 h (Rodriguez et al., 2012); superando al valor mas alto obtenido en este trabajo;
al igual que con los propdleos recolectados en el municipio de Torredn, Coahuila, México,
pues reportaron que a la concentracion de 5000 a 320 pg/mL de propdleo en EEP
elaborados con etanol absoluto y una agitacién de 24 h (Martinez-Rojas et al., 2024); sus
valores reportados oscilaron entre 60.53 y 3.87 mg EAG/g de propdleo) , mientras que en

este estudio los valores de la muestra VU3, fueron los resultados mas bajos.

¢. Ensayo de poder de reduccién/antioxidante férrico (FRAP)

El método VA mostré un poder reductor promedio significativamente mayor (P<0.05), con
un valor de 17.47+2.98 mg ET/g, en comparacién con el método VU que obtuvo 4.71+0.79
mg ET/g. Ademas, no se presentaron diferencias significativas en el método de extraccion
por bafio ultrasénico (P>0.05); sin embargo, en los diferentes afos el método de agitacion
obtuvo diferencias significativas (P<0.05), siendo el afio 2023 el que presenté los valores

mas altos de concentracién de mg ET/g.

Los resultados obtenidos difieren con los reportados por Hernandez et al. (2018), quienes
registraron un rango de 32.0 a 1983.9 mg TEAC/g de propdleo en propdleos macerados

durante 24h en etanol al 80%.
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Este ensayo a diferencia de los ensayos de captacion de RL mide el poder reductor total de
una muestra, es decir, la capacidad de los compuestos presentes en la muestra para donar
un electron y reducir el complejo férrico (Huang et al., 2005). Es posible que los métodos
de extraccion hayan favorecido la extraccion de compuestos en especifico como de agentes
reductores bastante favorables. Cualquier molécula con potencial redox bajo podria ser

responsable de esta alta actividad en FRAP (Prior et al., 2005).

La evaluacion de los EEP mostré una variabilidad en la composicion bioactiva y la actividad
antioxidante, que se ve influenciada tanto por el método de extraccién (VA y VU) como por
el afio de recoleccion. A pesar de la falta de consistencia uniforme entre todas las pruebas,
se identificaron patrones claros relacionados con la eficiencia de extraccién y la respuesta

fitoquimica ante factores ambientales.

Se observé un comportamiento diferencial en la eficiencia de los métodos. El método VA
fue superior en la extraccion de polifenoles totales (88.14 mg EAG/g promedio), mientras
que el método VU resulté mas eficiente para la extraccion de flavonoides (47.90 mg ER/g

promedio).

La mayor concentracion de polifenoles totales y la superior actividad antioxidante (DPPH,
ABTS y FRAP) observada en los extractos obtenidos por agitacién (VA) sugieren que el
solvente (ET70%) y la matriz del propdleo estén en contacto un periodo mas prolongado
favorece la extraccion de componentes bioactivos complejos que no suelen liberarse
instantdneamente, como ciertos terpenoides, acidos aromaticos y resinas. Ademas, al ser
un meétodo menos agresivo que el bafio ultrasonico, se sugiere que la agitacion constante
protege a compuestos labiles (como vitaminas o ciertos terpenoides) de la degradacion

mecanica (Suran et al., 2021).

Por el contrario, la menor eficiencia del método de bafio ultrasénico (VU) contrasta con la
eficiencia reportada en matrices vegetales mas simples, como el salvado de trigo (Wang et
al., 2008). El propdleo, a diferencia de las fibras vegetales, posee una matriz compleja rica
en ceras y resinas; esta estructura puede actuar como una barrera fisica que dificulta la
penetracion del solvente. Por consiguiente, es probable que el tiempo de extracciéon del
método VU podria haber sido insuficiente para permear esta matriz o que la energia de

cavitacion indujo la degradacion de los compuestos fendlicos labiles.

Diferentes autores asocian la actividad antioxidante con el contenido de polifenoles totales)

(Bedascarrasbure et al., 2004); siendo mas eficiente las muestras del método VA. Sin
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embargo, la muestra VA3 presentd un comportamiento atipico, al mostrar la actividad FRAP
mas alta a pesar de tener el contenido de polifenoles mas bajo dentro de su grupo. Este
hallazgo concuerda con lo reportado por Hernandez et al. (2018), quienes evidenciaron que
una alta capacidad reductora no siempre depende de altos niveles de polifenoles. Se ha
reportado que diversos compuestos no fendlicos poseen actividad antioxidante,
responsables de la bioactividad, principalmente en propdleos no fenélicos como es el caso
de algunos propdleos brasilefios (Kasote et al., 2022); lo que sugiere que el extracto VA3
posee un perfil quimico unico, rico en agentes reductores no fendlicos. La capacidad
reductora medida por el ensayo FRAP puede estar influenciada por moléculas con bajo
potencial redox (Benzie & Strain, 1996), tales como terpenoides, vitaminas (como acido
ascorbico) o azucares reductores (Moniruzzaman et al., 2012). Es probable que el método
de extraccion VA haya favorecido la solubilizacién de estos compuestos especificos, los

cuales, en sinergia con los fenoles presentes, potenciaron la donacion de electrones.

No obstante, la variabilidad interanual en todos los EEP fue notable, destacando la muestra
VU4 que mostré un contenido de flavonoides muy alto. Este fendmeno podria explicarse
por la respuesta adaptativa de la vegetacion ante condiciones de estrés abidtico presentes
en el afio 2024. Factores como la precipitacion, la temperatura, presencia de plagas y
radiacion solar, influyen de manera directa en el metabolismo secundario de las plantas, lo
que tiene un efecto en la produccién y composicion quimica de las resinas que producen;
estos factores ambientales son condiciones de estrés para la planta por lo que existe una
mayor produccion de fitoquimicos en las resinas como mecanismo de defensa (Pereira &
Teixeira, 2009).

La especificidad del método VU para extraer estos compuestos sugiere que la resina de
ese afo era particularmente rica en un tipo de flavonoide que se libera eficientemente
mediante ultrasonido. Por lo tanto, la variabilidad presente en los resultados de este estudio
es caracteristica intrinseca del propéleo. La composicion del propdleo esta fuertemente
relacionada con las resinas vegetales que las abejas recolectan en campo que a su vez
esta vinculado a factores ambientales (Bankova et al., 2014). Por ende, la actividad de tipo
antioxidante se difiere con este trabajo por la variabilidad existente de factores ambientales,

principalmente el clima y la vegetacion circundante de la zona.

Los resultados obtenidos en esta investigacion validan que todos los EEP presentan
concentraciones cuantificables de polifenoles totales y flavonoides, ademas de actividad

antioxidante. Sin embargo, la eficiencia es variable; el método VU demostré ser mas
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consistente debido a que en las pruebas realizadas no presento diferencias
estadisticamente significativa en los afios (P>0.05), por lo tanto demostré ser mas constante
en comparacioén con el método VA que mostrd valores y diferencias estadisticamente
significativas entre los afos (P<0.05) para los valores reportados en la actividad
antioxidante; ademas, que el método VU revel6 un probable potencial para la extraccion de
marcadores de estrés que se manifiestan en condiciones climaticas adversas como los
flavonoides, de este modo los resultados indican que no existe un método de extraccion
superior, sino que la eleccion del método estaria fuertemente relacionado con el objetivo de

investigacion o el metabolito que se busque extraer.

v. Actividad antibacteriana

Se observo actividad antibacteriana unicamente contra las bacterias Gram (+)
Staphylococcus aureus ATCC BAA-976 y Enterococcus faecalis CDBB-B1533. Estos
resultados coinciden con los de Portela-Marquez et al. (2022), quienes trabajaron con EEP
del sur de Sonora, obtenidos mediante bafo ultrasénico, reportaron un efecto inhibitorio

contra bacterias Gram (+).

Los resultados reportados en este trabajo coinciden con los de Sanabria-Galindo et al.,
(2002) quienes utilizaron extracto etandlico de una muestra de propdleo comercial en
Colombia contra las bacterias Gram (-): E. coli, Salmonella typhi y Klebsiela pneumoniae, y
no observaron actividad de tipo antibacteriana. Ademas, coincide con lo reportado por
Kujumgiev et al. (1999) quienes analizaron muestras de propoleo de diferentes regiones
geograficas (zonas tropicales y templadas) contra Staphylococcus aureus y Escherichia
coli, y, aunque todas las muestras analizadas mostraron actividad contra S. aureus, ninguna

presentd actividad contra E. coll.

La mejor respuesta del propdleo hacia las bacterias Gram (+) puede deberse a las
diferencias en la composicion estructural de cada grupo de bacterias segun menciona
Madigan et al., (2003), ya que la pared celular en las bacterias Gram (-) estd compuesta
por una membrana externa adicional que la forman lipopolisacaridos, esta membrana
funciona como una barrera de permeabilidad selectiva y eficiente hidrofilica, que dificulta el
paso de los componentes bioactivos del propdleo, que en su mayoria son hidrofébicos

(flavonoides y ésteres fendlicos) (Madigan et al., 2021).

Mientras que las bacterias Gram (+) carecen de esta membrana externa, estan compuestas

por una gruesa capa de peptidoglicano expuesta directamente al medio, es mucho mas
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permeable, de este modo se facilita el acceso a los sitios diana en la membrana
citoplasmatica y el interior celular de los componentes bioactivos del propdleo (Dorr et al.,
2019). Y esta podria ser la razén por la que los efectos del propdleo sobre cepas
bacterianas estan mas estudiados en bacterias Gram (+), siendo el agente principal de
estudio Staphylococcus aureus; en cambio las bacterias Gram (-) presentan menor
inhibicion, siendo Escherichia coli una de las principales bacterias de estudio para este
grupo (Wagh, 2013).

Por otro lado, no se report6 diferencia estadisticamente significativa para S. aureus entre
métodos de extraccién, afos y diluciones (P>0.05) (Tabla 3.4). Mientras que en el caso de
Enterococcus faecalis se mostré una diferencia estadisticamente significativa entre método
de extraccion en la concentracion de EPP de 100% en el afio 2024, donde se observa el

método VU con mejor respuesta (P<0.05).

Tabla 3.4 Actividad antibacteriana de EEP

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA
MUESTRA Staphylococcus aureus Enterococcus faecalis
(diametro de inhibicién cm) (diametro de inhibicién cm)
CONCENTRACION CONCENTRACION
100 50 25 12.5 100 50 25 12.5
VA2 2.2+0.32 1.9+0.32 | 2.1+0.42 | 1.740.22 | 1.3+0.28 | 1.2+0.28 | 1.2+0.22 1.1+0.22
VA3 2.0+0.5% 1.6+£0.32 | 1.7+0.22 | 1.6+0.32 | 1.3+0.18 | 1.30.22 1.3+0.12 1.2+0.02

VA4 1.8+0.4% | 1.6+0.4* | 1.74+0.4% | 1.6+0.3% | 1.5¢0.12 | 1.5+0.22 | 1.5+0.1® | 1.3+0.0?
VU2 1.4+0.2% | 1.6+0.3* | 1.5+0.32 | 1.3+0.12 | 1.6+0.22 | 1.5+0.0% | 1.4+0.1® | 1.3+0.12
VU3 1.5+0.2% | 1.4+0.12 | 1.3+0.12 | 1.3+£0.12 | 1.6+0.12 | 1.4+0.12 | 1.4+0.32 | 1.3%0.12
Vu4 1.4+0.1° 1.4+0.22 | 1.3+0.0 | 1.4+0.0® | 1.2+0.0* | 1.3+0.22 | 1.3+0.1® | 1.1+0.12

Media £ DE. a-b Diferentes literales por columna indican diferencias significativas (P<0.05).

Los halos de inhibicion del crecimiento de S. aureus y E. faecalis que se observo en todos
los EEP es un hallazgo que se puede relacionar a la composicion fitoquimica esperada para
los propdleos de la region del Altiplano. De acuerdo a la clasificacién de Granados & Pérez
(2020), esta regidon normalmente produce propodleos del tipo "alamo", el cual se especifica
que la fuente botanica para este tipo de propdleo son las resinas de arboles Populus
aigeiros (alamos) y sus hibridos; cuya actividad antibacteriana se puede atribuir a un perfil
rico en flavonoides como por ejemplo la pinocembrina, la galangina y la crisina, asi como
también ésteres de acidos fendlicos como el éster fenetilico del 4cido cafeico por mencionar

algunos, la posible presencia de tales componentes bioactivos en los propdleos de
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Querétaro puede relacionarse con la actividad antibacteriana obtenida ya que estos
componentes son conocidos por su capacidad para dafar la membrana celular bacteriana
(Rivero-Cruz et al., 2020).

Es importante reconocer que la eficacia de la actividad antibacteriana de los EEP se debe
a la compleja interaccion sinérgica entre la variedad de componentes que poseen los EEP
analizados. (Fernandes et al., 2005). Ademas, existen estudios mexicanos que han
demostrado que la variabilidad biolégica que poseen los propodleos puede estar relacionada
a las diferentes concentraciones de los mismos compuestos bioactivos (Rodriguez, et al.,
2020).
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8. CONCLUSIONES

Con relacién al analisis de las caracteristicas fisicas, el uso de propdleos cosechados en
distintos afios no influye en la percepcién de los parametros sensoriales. Es por esto, que
puede ser una excelente area de oportunidad que beneficia a productores o
transformadores de productos de la colmena, ya que permitiria elaborar productos que
mantengan el mismo perfil sensorial con propdleos cosechados en diferentes afos

cosechados en la misma época.

Por otra parte, la metodologia de extraccién y el ano de cosecha influyen de manera directa
en la capacidad antioxidante de los extractos de propoleo, validando asi la hipotesis de esta
investigacion respecto a las caracteristicas quimicas. Mientras que el método de bafo
ultrasénico demostré ser mejor eleccién para una mayor extraccion de flavonoides, el
método de agitacion por 72 h resulté en una mayor extraccion de compuestos polifendlicos
en comparacion con el bafio ultrasénico por 20 min, sugiriendo que la energia ultrasénica
tal vez pudo haber inducido la degradacion de ciertos componentes sensibles o tal vez se

requeriria mas potencia y/o tiempo para la extraccion de estos compuestos.

Este alto contenido fendlico se ve respaldado por el corto tiempo de indice de oxidacién
reportado en todos los EEP, lo cual indica la calidad de la materia prima y abre un area de

oportunidad para los productores apicolas del estado de Querétaro.

Asimismo, la variacion en la respuesta de los ensayos que miden la actividad antioxidante
(DPPH, ABTS y FRAP) evidencia la naturaleza multifacética de la actividad biolégica del
propodleo; esto demuestra que la eficacia del extracto dependera del mecanismo de accion

antioxidante evaluado, mas que la selectividad hacia un compuesto en especifico.

Finalmente, todos los EEP demostraron poseer actividad antibacteriana contra bacterias
Gram (+) independientemente del método de extraccion. Sin embargo, la seleccion del
método es un factor critico por considerar en funcion de la actividad bioldgica deseada, ya
que la composicion quimica y la actividad bioldgica del propéleo estan fuertemente ligadas
a factores ambientales que varian anualmente, como la flora disponible y las condiciones

climaticas.
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10.ANEXOS

i.Anexo 1. Formato consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del proyecto de investigaciéon: “Analisis comparativo de especificaciones fisico-
quimicas de extractos etandlicos de propoleo de Apis mellifera L. de los afios 2022, 2023 y
2024 obtenidos por dos metodologias de extraccion; proveniente del campus Amazcala,
UAQ”

Director de Tesis: MVZ Carlos Alberto Robles Rios y Dra. Karla Itzel Alcala Escamilla

Tesista: Ana Valeria Medina Vega
Institucion:  Universidad Autbnoma de Querétaro

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO

Yo, identificado/a  como
participante voluntario numero , declaro que:

1. Entiendo que los datos recopilados podran ser analizados y presentados en
publicaciones académicas, garantizando la confidencialidad y anonimato de los
participantes, salvo que se acuerde lo contrario.

2. Comprendo que mi participacion es voluntaria y que puedo solicitar la exclusiéon de mis
datos en cualquier momento sin consecuencias adversas.

3. Autorizo el uso de la informacion proporcionada para los fines antes mencionados con la
seguridad de que sera tratada de acuerdo con las normativas éticas y de proteccion de
datos vigentes.

FIRMAS

Nombre del participante:
Edad: Fecha:
Firma:

Nombre del tesista: Ana Valeria Medina Vega
Firma:

Lugar: __ Campus Amazcala, Universidad Autbnoma de Querétaro/CENID FyMA
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ii.Anexo 2. Formato de evaluacion sensorial

EVALUACION SENSORIAL DEL PROPOLEO

Frente a usted se presenta una muestra de propoleo (medio gramo), por favor, observe,
califique y pruebe la muestra. Indique el grado en que le gusta o le disgusta cada atributo,
de acuerdo al puntaje/categoria, escribiendo el nimero en la linea de “PxC”. De manera
adicional, se le solicita marque con una “X” la clasificacién que mejor describa el parametro
evaluado. Para la determinacion del color se le facilitara la carta RAL de colores para que

anote la referencia mas cercana.

Puntaje Categoria
1 Me disgusta mucho
2 Me disgusta
3 Ni me gusta ni me disgusta
4 Me gusta
5 Me gusta mucho

¢ Conocia “fisicamente” el
prop6leo?

;De manera previa ha tenido
contacto o consumido productos
con propéleo? ¢cuales?

Picante tipo especia

Amargo como café sin endulzar

Para calificar el sabor mastique la muestra por un periodo de 30 a 60 seg.
Posterior al proceso de masticado calificar. (Se recomienda no tragarlo)

Parametro PxC Clasificacion
Color
Aroma Madera (resinoso)
Cera (balsamico)
Consistencia Muy maleable Poco rigida
Maleable Rigida
Sabor Dulce Picante
Amargo Insipido
Comentarios:
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iii.,Anexo 3. Tabla de colores RAL

RAL 1000

RaAL 1001

RAL 1002

RAL 1003

RaL 1004

RAL 1005

RAL 1006

RAL 1007

RAL 1011

RAL 1NZ

RAL 1N3

RAL 1074

RAL 115

RAL 116

RAL 1077

RAL 1NE

RAL 1N8

RaAL 1020

RAL 1021

RAL 1023

RAL 1024

RAL 1027

RAL 102B

RAL 1032

RAL 1033

RAL 1034

RAL 2000

RAL 2001

RAL 2002

RAL 2003

RaAL 2004

RAL 2008

RAL 2008

Tabla de colores RAL

RAL 4007

RAL 4004

RAL 40049

RAL 5000

RAL 5001

RAL 5002

RAL 5003

RAL 5004

RAL 5005

RAL 5007

RAL 5008

RAL 5009

RAL 5010

RAL 5011

RAL 5012

RAL 5013

RAL 5014

RAL 5015

RAL 5017

RAL 5018

RAL 5019

RAL 5020

RAL 5021

RAL 5022

RAL 5024

RAL G000

RAL 6001

RAL 5002

RAL 6003

RAL 6004

RAL G005

RAL 600G

RAL 6007

RAL 7008

RAL 7009

RAL 7010

RAL 7011

RAL 7012

RAL 7013

RAL 7015

RAL 7016

RAL 7021

RAL 7022

RAL 7023

RAL TO24

RAL 7026

RAL 7030

RAL 7031

RAL 7032

RAL 7033

RAL TO34

RAL 7035

RAL 7036

RAL 7037

RAL 7038

RAL 7039

RAL 7040

RAL 7042

RAL 7043

RAL 7044

RAL TD45

RAL 7046

RAL 7047

RAL 8000

RAL 8001

RAL BOOZ
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RAL 2010

RaL 2011

RAL 2012

Feal 3000

RaL 3007

RaL 3002

RAL 3003

RAL 3004

RAL 3005

RAL 3007

RAL 3008

RaL 3011

RAL 3012

RAL 3013

ReAlL 3014

RAL 315

RaAL 316

RAL 3017

RAL 301E

RAL 3020

RAlL 3022

RAL 3027

RAL 30317

RAL 4007

RAL 4002

ReAL 4003

FeAL 4004

RAL 4005

RAL 4006

RAL 6008

RAL 6004

RAL 6010

RAL 6011

RAL 6012

RAL 6013

RAL 6014

RAL 6015

RAL 6016

RAL 6017

RAL 6018

RAL 6019

RAL 60210

RAL 6021

RAL 6022

RAL 6024

RAL 6025

RAL BOZE

RAL BO2T

RAL 6028

RAL 6029

RAL 6032

RAL 700

RAL 7001

RAL 7002

RAL 7003

RAL 7004

RAL 7005

RAL 7006

RAL 8003

RAL 8004

RAL 007

RAL BO0E

RAL 8011

RAL 8012

RAL 8014

RAL 8015

RAL 8016

RAL 8017

RAL 8019

RAL 8022

RAL 8023

RAL 8024

RAL BO25

RAL 8028

RAL 901

RAL 9002

RAL 9003

RAL 9004

RAL 9005

RAL 9006

RAL 9007

RAL 9010

RAL 9011

RAL 9016

RAL 9017

RAL 9018
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