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Algunos de los resultados obtenidos de este proyecto fueron presentados en los siguientes

foros cientificos y de investigacion:

-1ler Congreso Internacional “La investigacion en el posgrado”. Cuantificacion de
flavonoides y acidos fenolicos de productos apiarios (miel, polen, jalea real y propoleo)
mediante HPLC. Celebrado del 13 al 15 de octubre del 2021, obteniendo reconocimiento a

mejor ponencia.

-12°Congreso Internacional “La investigacion en el posgrado”. Analisis multielemental de
minerales en miel, polen, jalea real y propdleo mediante espectrometria de emision Optica de
acoplamiento inductivo (ICP-OES) y su relacion con la salud humana. Celebrado del 12 al

14 de octubre del 2022, obteniendo reconocimiento a mejor ponencia.

-Conferencia en Foro cientifico de la Universidad Veracruzana. Productos apiarios y su

participacion en la salud humana. Celebrado el 18 de enero del 2023.

-ler Congreso Internacional multidisciplinario de la divulgacién cientifica. Efecto protector
de una formulacion a base de productos de la colmena, sobre los cambios histologicos en la
litasis, nefrotoxicidad y hepatotoxicidad inducida por etilenglicol, en ratas Wistar. 13 de

octubre del 2023.
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diverse food sources: functional and physicochemical properties. Appl. Sci., 11, 8156.
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Resumen

La urolitiasis se considera un trastorno complejo y multifactorial que deriva en la formacion
de un célculo en las vias urinarias, constituyendo una de las afecciones del tracto urinario
mas comun. Aproximadamente el 10 al 12% de la poblacion de los paises industrializados
cursan con esta enfermedad, ademas se ha establecido la relacion del calentamiento global
en su incidencia y se prevé que podria alcanzar un 56% para el afio 2050. Por su lado, los
productos de la colmena han evidenciado efectos benéficos como coadyuvante en el
tratamiento y control de la cristaluria en modelos animales. Por lo que, el objetivo del
presente proyecto fue realizar la caracterizacion fisica y quimica de un alimento de disefio a
partir de productos apiarios, asi como evaluar su efecto antilitidsico en ratas Wistar, para
determinar su utilizacion en la prevencion y tratamiento de esta patologia. Para ello, la
materia prima (miel, polen, jalea real y propoleo) se recolectd en un apiario de Tulancingo,
Hidalgo, de la empresa “ANIHU”. A cada uno de los productos apiarios se les realizd un
analisis quimico, el cual consistio en la determinacion de 4acidos fenolicos, flavonoides, acido
L-ascorbico, 4cido L-dehidroascorbico, perfil de minerales y de 4acidos grasos.
Posteriormente, se formuld el alimento de disefio, conteniendo miel (66%), polen (25%),
jalea real (2%), propdleo (0.1%), alcohol de cafia (2.55%), y el resto en otros componentes,
como agua, caramelo artificial y extracto de roble (4.35%). Se analiz6 la estabilidad del
producto durante 180 dias, considerando pardmetros fisicoquimicos, cinéticos, sensoriales,
contenido y capacidad antioxidante. A su vez, se estudio la bioaccesibilidad intestinal in vitro
de los compuestos antioxidantes y capacidad antioxidante durante el almacenamiento. En
una segunda fase, se evaluod la seguridad del producto mediante la DLso y el efecto
antilitidsico en un modelo de litiasis en ratas Wistar. De acuerdo con los resultados, el
propoleo y el polen proporcionan el mayor contenido de flavonoides, acido ferulico y acido
L-ascorbico y L-dehidroascorbico. En cuanto al perfil de minerales, la concentracion de
potasio y magnesio en el polen fue elevada, los cuales se caracterizan por el efecto inhibitorio
de la litiasis renal. En cuanto al perfil de 4cidos grasos, se identificé el &cido palmitico como

principal componente, presente en propoleo y polen.
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Por otro lado, se observo que, durante el almacenamiento del producto, sobre todo a 37°C,
se presentd un aumento del hidroximetilfurfural (HMF), lo que ocasiond cambios en los
parametros de color. El tiempo de vida media del producto fue de 29.81 a 4°C, 14.57 para
24°C y de 0.23 dias a 37°C. Con respecto al analisis sensorial, se encontrd que la aceptacion
general durante el almacenamiento mejor6 proporcionalmente al paso del tiempo,
presentando menor apreciacion de defectos gustativos, ademas, se identificaron como aromas
predominantes los afrutados, florales y caldo. En la capacidad antioxidante, hubo un aumento
en el ensayo DPPH™", 34.87% en ABTS'", 33.86% en FRAP y un decremento del 4% de la
actividad quelante, contrastando el dia 1 con el 180.

En la bioaccesibilidad in vitro, también se detecté un incremento en el contenido fendlico
total, capacidad antioxidante por ABTS™, FRAP y actividad quelante. En el modelo de
toxicidad (DLso), no se detectaron alteraciones en peso, muerte o dafio en organos en los
animales de experimentacion hasta una dosis maxima de 1000 mg/kg. Finalmente, al analizar
el efecto en el modelo de litiasis, la administracion del AD (alimento de disefio), disminuy6
significativamente los valores urinarios y séricos de acido Urico y urea, sin manifestar
incremento en los niveles de glucosa. Mediante la observacion histoldgica se demostrd que
el etilenglicol (EG) causaba dafio renal agudo y signos aparentes de depdsitos de oxalato de
calcio confirmados mediante luz polarizada y tincién con hematoxilina y eosina (H&E). El
AD fue eficaz para revertir la litiasis, degeneracion renal, inflamacion y necrosis, todo esto
contrastado mediante tincion, luz polarizada y a través de una escala patoldgica semi-
cuantitativa de las lesiones renales asociadas a litiasis. Los resultados evidencian que el
producto tiene potencial como coadyuvante en el tratamiento y control de la litiasis renal,
alto valor nutricional, seguridad al consumo y una moderada estabilidad en sus propiedades
antioxidantes y contenido de antioxidantes frente al almacenamiento; por lo que se propone
como una alternativa coadyuvante eficaz que permite disminuir las complicaciones en

pacientes con dicho padecimiento.

Palabras clave: nefrolitiasis, productos apiarios, efecto antilitidsico, alimento de disefo.
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Abstract

Urolithiasis is a complex and multifactorial disorder that leads to the formation of a stone in
the urinary tract, constituting one of the most common urinary disorders with a considerable
increase, especially in industrialized and developing countries. Approximately, 10 to 12% of
the population of industrialized countries will suffer from this disease, furthermore, the
relationship between global warming in its incidence has been established and it is expected
that it could reach 56% by the year 2050. On the other hand, the products of the beehive have
shown beneficial effects as an adjuvant in the treatment and control of crystalluria in animal
models. Therefore, the objective of this project was to carry out the physical and chemical
characterization of a designer food from apiary products, as well as to evaluate its antiurolytic
effect on a model of lithiasis in Wistar rats, to determine its use in the prevention and
treatment of this pathology. For this, the raw materials (honey, pollen, royal jelly and
propolis) were collected in an apiary in Tulancingo, Hidalgo, from the company “ANIHU”.
A chemical analysis was carried out on each of the apiary products, which consisted of the
determination of phenolic acids, flavonoids, L-ascorbic acid, L-dehydroascorbic acid,
mineral and fatty acid profile. Later, the product was formulated, containing honey (66%),
pollen (25%), royal jelly (2%), propolis (0.1%), cane alcohol (2.55%), and the rest in other
components, such as water, artificial caramel and oak extract (4.35%). The stability of the
product was analyzed considering physicochemical, kinetic, sensory, and antioxidant
parameters. In turn, the in vitro intestinal bioaccessibility of antioxidant compounds and
antioxidant activity during storage were studied. In the second phase, the safety of the product
was evaluated through LDso and the antiurolithic effect in a lithiasis model in Wistar rats.
According to the results, propolis and pollen provide the highest content of flavonoids, ferulic
acid and L-ascorbic and L-dehydroascorbic acid. Regarding the mineral profile, the
concentration of potassium and magnesium in the pollen was high. In relation to fatty acid
profile, palmitic acid was identified as the main one, present in propolis and pollen. On the
other hand, it was observed during storage of the design product, especially at 37°C, an
increase in hydroxymethylfurfural (HMF), caused an effect on the color. The half-life time
of the product was 29.81 days at 4°C, 14.57 for 24°C and 0.23 days at 37°C. With respect to
the sensory analysis, it was found that general acceptance during storage improved

proportionally with the passage of time, presenting less appreciation of taste defects. In
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addition, fruity, floral and brothy aromas were identified as predominant. In the antioxidant
capacity, there was an increase in the DPPH"" assay, 34.87% in ABTS"", 33.86% in FRAP
and a decrease of 4% in chelating activity, contrasting day 1 with day 180. Similar effect was
found in vitro bioaccessibility, in ABTS™ and FRAP assay and chelating activity. In the
toxicity model (LDso), no changes in weight, death, or organ damage were detected in
experimental animals up to a maximum dose of 1000 mg/kg. Finally, when analyzing the
effect in the lithiasis model, the administration of AD (designer food) significantly decreased
the urinary and serum values of uric acid and urea, without manifesting an increase in glucose
levels. Ethylene glycol (EG) was shown to cause acute renal damage by histological
observation and apparent signs of calcium oxalate deposits confirmed by polarized light and
with hematoxylin and eosin (H&E) staining. The AD was effective in reversing lithiasis,
renal degeneration, inflammation, and necrosis, all contrasted by staining, polarized light,
and through a semi-quantitative pathological scale of renal lesions associated with lithiasis.
The results show that the product has potential as an adjuvant in the treatment and control of
renal lithiasis, has high nutritional value, safety for consumption, and moderate stability in
its antioxidant properties and antioxidant content when stored; therefore, it is proposed as a

food that reduces complications in patients with said condition.

Keywords: nephrolithiasis, apiary products, antiurolithic effect, designer food.
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1. INTRODUCCION

Las lesiones renales agudas y crdonicas constituyen problemas de salud publica que conllevan
a altos costos de la atenciéon médica y a una calidad de vida disminuida en la poblacion que
lo padece (1,2). Los célculos renales se consideran el tercer trastorno mas comun dentro de
las enfermedades urinarias, con una tasa de recaida del 50% en 5 a 10 afios (3), ademas
aproximadamente el 10 al 12% de la poblacion de paises industrializados tendran al menos
un calculo en su vida (4). La literatura sugiere que la alimentacion y algunos factores
ambientales, estan asociados con el riesgo de calculos, entre ellos el sobrepeso, la obesidad
(5), la ingesta de liquidos insuficiente (6) y el estilo de alimentacidon (consumo poco frecuente
de verduras, frutas y lacteos bajos en grasa) (7). De este modo, se establece que una ingesta
regular de frutas y verduras (8,9), asi como un menor consumo de proteinas de origen animal
(10), favorece al aumento del pH, del volumen urinario y de los inhibidores como citrato,
potasio y magnesio, los cuales desempefian un papel importante en su prevencion (71).

Los productos apiarios son una alternativa para el abordaje de diversas alteraciones,
entre ellas las relacionadas a la salud renal al exhibir un efecto antiinflamatorio (12),
nefroprotector (713), eficacia en el tratamiento y prevencion de la cristaluria (74), aumento en
la produccioén de orina (15,16), entre otras. En respuesta a los efectos secundarios que traen
consigo el abordaje médico de esta enfermedad asociadas a las técnicas quirtirgicas invasivas
y las opciones limitadas de tratamiento, es necesario el establecimiento de alternativas
coadyuvantes. Por tanto, un alimento de disefio elaborado a partir de productos apiarios,
proporcionaria evidencia sobre nuevas terapias complementarias para su manejo, por lo que
el presente proyecto explorara el efecto nefroprotector y antilitidsico de un alimento de disefio

de productos de la colmena en un modelo in vivo.
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2. MARCO TEORICO

2.1. Apicultura y obtencion de los productos apiarios

La apicultura es una rama de la agricultura y actividad econémica, que se refiere a la
ciencia y arte de criar y cuidar a las abejas para explotar sus productos, ha sido practicada
desde el tiempo de civilizaciones antiguas (griegos y romanos), no obstante, sus procesos han
ido cambiando a lo largo del tiempo por medio de la implementacién de maquinas y utensilios
que han facilitado y hecho mas sencillo el proceso de obtencion de los subproductos de la
colmena (miel, polen, jalea real y propoleo) (17).

A continuacion, se describirdn los métodos de obtencion y la composicion, de los productos

apiarios, como constituyentes del alimento de disefio.

2.2. Miel

La miel es el principal alimento producido por las abejas, que deriva del proceso digestivo
del néctar de las flores (18). El proceso de obtencion implica una serie de pasos que tienen
como finalidad la eliminacion de las trazas de polen, cera y otros materiales indeseables. Las
dos etapas importantes del procesamiento son la filtracion y el calentamiento (79).

La filtracion implica precalentamiento a 40°C, colado, clarificacion y finalmente un
calentamiento indirecto a 60-65°C, por un tiempo de 25-30 minutos, seguido de un
enfriamiento rapido, permitiendo el mantenimiento de sus caracteristicas de color, sabor,
enzimas y otras sustancias biologicas (20). Por su parte, el calentamiento se considera un
método de purificacion, realizado con temperaturas controladas. Esta fase contribuye a la
disminucién de la humedad y a la destruccion de células de levaduras que pudieran estar
presentes e incluye un doble tratamiento térmico, uno por 24 h a 50°C, para fomentar la
destruccion de los cristales (se conoce también como pasteurizacion estandar) (21) y otro a
75°C, ello permite prevenir el deterioro de la calidad de la miel (22). Posteriormente, se enfria

y se envasa. La Figura 1, representa un resumen de las etapas del procesamiento de la miel.
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Filtracion y Enfriamiento

Miel cruda Precalentamiento .
calentamiento y envasado

Figura 1. Obtencion y procesamiento de la miel (extraccion hasta envasado).

2.3. Polen

El polen es la parte reproductora masculina de las plantas y es recolectado para las
abejas en crecimiento. Se considera un alimento natural completo, ya que contiene casi todos
los nutrientes necesarios para la abeja, con un alto contenido de fitoquimicos (23).

Su proceso inicia con la recoleccion de los granulos de las plantas (24), los cuales se
aglutinan en sus patas y se combinan con sus secreciones salivales formando un grano de un
tamafio de entre 1.4 a 4 mm (25). El apicultor finalmente lo recolecta con la ayuda de una
trampa fijada a la entrada de las colmenas o panales, en donde al momento de que ingresan

las abejas el polen cae de sus patas en una bandeja (26) (Figura 2).

Granulos
recolectados

Figura 2. Proceso de recoleccion, procesamiento y envasado del
polen. Paso: 1-4, recoleccion de los granulos de polen; 5-6,
aglutinacion de los granulos; 7-8, obtencion del polen por el
apicultor. Fuente: (26).
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2.4. Jalea real

La jalea real es una secrecion espesa y lechosa, producida por las mucosas glandulares
hipofaringeas y mandibulares de las abejas que sirve como alimento de las larvas (27). La
abeja reina es alimentada con ella durante todo su periodo larvario, de ahi su nombre de “jalea
real” (28).

Para su comercializacion y cosecha a gran escala, los apicultores transfieren o injertan
larvas jovenes de aproximadamente 1 dia de edad en celdas de abejas reinas artificiales, de
modo que se induce a que las abejas nodrizas puedan abastecer constantemente la celda con
este producto (29). El tiempo promedio para la cosecha es de 3 dias (72 h), no obstante,
actualmente los productores emplean modificaciones a este método en un tiempo reducido a
24-48 h, encontrando que se producen cantidades similares de jalea real, sin embargo, esta

modificacion en el proceso puede ocasionar cambios en los parametros fisicoquimicos (30).

2.5. Propoleo

El propoleo es una sustancia resinosa, compacta y moldeable recolectado por las abejas
forasteras (Apis mellifera L.) que deriva de brotes y tejidos de plantas, después de mezclarlos
con cera y polen (3/). Dentro del panal, las abejas lo emplean para sellar las grietas, mantener
la humedad y temperatura estable de la colmena (32).

El método de obtencion parte de la instalacion de pantallas o paneles con pequefios
agujeros que simulan grietas en las paredes de la colmena, de esta forma, por naturaleza las
abejas intentan sellar los agujeros y llenar la trampa con propdleo, una vez recolectado, se
retira de las trampas enfriando las laminas de plastico, finalmente se puede extraer doblando
o cepillando las ldminas (33).

Otra técnica la constituye la implementacion de un marco colector de madera, que se

coloca en la colmena para estimular a las abejas a cubrir esa “grieta” (34).

2.6. Produccion de miel

De la gran diversidad de los productos apiarios, solo se cuentan con datos estadisticas de
produccion de la miel en las diferentes escalas (mundial, nacional y estatal), las cuales se

describiran a continuacion.
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De acuerdo con Soto-Mucifio (35), se establece en el orden de 1.1 millones de toneladas,

donde los paises de China, Turquia, Estados Unidos, Argentina, Ucrania y Mé¢xico,

concentran la mayor produccién (Tabla 1).

Tabla 1. Produccion (ton/afo) de principales productores de miel a nivel mundial del 2000 al 2015

Afo China Turquia EUA Argentina Ucrania México
2010 409,149 81,115 80,042 59,000 70,873 55,684
2011 431,907 94,245 67,294 74,000 70,300 57,783
2012 436,000 88,162 66,720 75,500 70,134 58,602
2013 466,300 94,694 83,000 78,000 73,713 56,906
2014 468,000 102,486 84,500 79,500 74,000 60,624
2015 469,000 103,000 86,007 80,000 74,100 61,881

Fuente: (35)

En 2019, México produjo alrededor de 61,986 toneladas (36), hecho que lo posiciond

en noveno lugar a nivel mundial, ademas se tiene un registro de 43 mil productores que suman

aproximadamente 1.9 millones de colmenas (37).

El principal destino de la miel mexicana es la Union Europea (UE) y algunas

Naciones de Centro América (35) y estad representada por Campeche, Chiapas, Jalisco,

Veracruz, Oaxaca, Quintana Roo y Yucatan, siendo este ultimo el lider en produccion, cuyo

volumen promedio anual asciende a 9,810 toneladas (Tabla 2) (36).
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Tabla 2. Principales estados
productores a nivel nacional en 2019

Produccion por

Estado aflo
(toneladas)

Yucatan 9810
Campeche 7520
Jalisco 5948
Chiapas 5500
Veracruz 4798
Oaxaca 4668
Quintana Roo 3255
Puebla 2477
Michoacan 2037
Guerrero 2029
Zacatecas 2009
Morelos 1928
Hidalgo 1358
San Luis Potosi 1126

México 929

Tlaxcala 748

Fuente: (36)

En el estado de Hidalgo, la produccién de miel se encuentra en el rango de 1100-1200
toneladas de miel por afio, cantidad que representa el 1.4% de la produccion nacional. De
este total, la zona de la Huasteca es la region apicola mas importante (corresponde el 48% de
la produccién estatal), con 8343 colmenas que producen 370.7 toneladas/ano (38).
Tulancingo especialmente, de acuerdo con los datos referidos en el “Anuario Estadistico de
la Produccion, 2019 del SIAP, el municipio se situ6é en el lugar 12 de un total de 67
municipios productores (Tabla 3) (39).
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Tabla 3. Produccion de miel en Hidalgo

Produccién
Lugar  Municipio
(toneladas)

1 San Felipe Orizatlan 427
2 Huejutla de Reyes 229

Xochiatipan 164
4 Villa de Tezontepec 54
5 Atlapexco 51
6 Huehuetla 44
7 Huautla 43
8 Calnali 32
9 Tlanchinol 28
10 Jaltocan 28
11 Yahualica 20
12 Tulancingo 18
13 Tepehuacan 17
14 San Bartolo Tutotepec 15
15 Huazalingo 15
16 Tlahuiltepa 12
17 Huichapan 11
18 Lolotla 9
19 Atotonilco el Grande
20 El Oxochitlan 7
Total 1357

Fuente: modificado de SIAP (39).

2.7. Caracterizacion de los productos apiarios

Multiples investigaciones han dedicado esfuerzos al andlisis de las propiedades y
composicion de los productos apiarios, con la finalidad de conocer sus propiedades

fisicoquimicas y funcionales, pues se sabe que todo producto natural mas alld de su
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composicion nutrimental contiene compuestos bioactivos, que se asocian al mejoramiento
del estado de salud, debido a su actividad antiinflamatoria, antimicrobiana, antiproliferativa
y modulacion de la transduccion de sefiales que le confieren estos compuestos a los alimentos
(40-42).

Los productos apiarios se consideran una buena fuente de compuestos antioxidantes, los
cuales se han hecho notar en cuanto a su variabilidad e importancia desde el punto de vista
de la salud que, en conjunto con sus atributos nutrimentales, resultan ser una valiosa
alternativa como ingrediente en los alimentos de disefio. En la Tabla 4, se resumen las

principales caracteristicas de la miel, polen, jalea real y propdleo.

2.8. Nefrolitiasis o litiasis renal

La litiasis renal es una enfermedad frecuente cuya prevalencia ha aumentado en los

ultimos anos, relacionada a insuficiencia renal (2-3% insuficiencia renal terminal), obesidad,
hipertension arterial, hiperuricemia, hipercolesterolemia e hiperparatiroidismo primario
(43,44).
Entre los factores de riesgo no patologicos se encuentra: el clima, habiéndose puesto de
manifiesto una asociacion entre zonas geograficas con temperaturas elevadas, debido a un
mayor riesgo de deshidratacion con la consiguiente oliguria relativa, que conlleva
sobresaturacion urinaria y otras causas también son una dieta rica en grasas saturadas,
proteinas animales y sodio (45).

En general, se sugiere que las placas de Randall son el origen de esta enfermedad, ya
que actiian un centro de distribucion de los cristales de oxalato que se depositan en las
membranas basales del asa de Henle formada de una amplia matriz organica que conduce a
la formacion de los calculos (46). La calcificacion de la placa ocasiona la expresion de
moléculas en los tubulos renales que actian como sitios de union (por ejemplo,
fosfatidilserina y osteopontina) (47,48), ejerciendo el inicio de la produccion de oxalato de

calcio (CaOx) (49).
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Tabla 4. Caracteristicas nutricionales y quimicas de los productos apiarios

Componente Miel Polen Jalea real fresca Propoleo
Carbohidratos  80% (50) 64-81% (50) 7-18% (51) 26-64% (52)
Proteinas 0.1-1.15 (50) 5-60% (53) 9-18% (51) 2-3% (52)
Lipidos y *38.67-61.64% (52)

acidos grasos

NR

*4_7% (53)

*Acidos grasos: acido * 3-8% (51,55)

caprilico,  palmitico,
estearico, oleico,
linolénico, latrico,
miristico, araquidico,
pentadecaonico,
behenico,

heptadecanoico (54)

*Acidos grasos: 4cido
% A undecanoico;  palmitico,
elACIdOS gra;szo(;; hep’ta'ldecanoico, estea'lrr%co,
representa bu.tl,rl(fo’ .y capr,ll%co,
4cido graso: 10- m_1r1stlco,.a01do araqu1’d1co,
hidroxi-2- trldec.an01.co, 1aur}co,

palmitoleico; oleico,

decenoico (56)

linoleico, y-linolénico, o-
linolénico (57)

Minerales 0.04-2%, K y otros
minorifarios como - 1.5% (51), K, Ca, K, Mg, Al, Br, Cr, Fe,
el Ba, Sr, Cr, Ni, 1.5% (58), Ca, Mg, Fe, Na. Me. Zn. Fe. Mn.Ni. St. Zn. As. Cd v Pb
) ga na ea na 17 rn na Sa y
Cd, Sn, Sb, Tl, P, Zn, Cu (55) Cu. Mn (56) (59)
S, Ca, Mg, K, Na, ’
Zn, Cuy Mn (50)
Fibra NR 0.3-20% (53) NR NR
Acidos Glucénico o
. o s ... Acido
organicos (representa entre el Acido citrico, malico, siquimico )
64.6-99.8%), fumarico, malénico u rcg)iénicé) Acido benzoico y sus
también tartarico, otros  gluconico y i’lctli)co m’élico derivados (63)
malico y citrico lactico (61) maléni’co (62) ’
(60)
Fitoesteroles NR 1.1% (53) NR NR
Fosfolipidos 80-85% de los
lipidos (con los
NR 1.5% (53) acidos  grasos, NR
ceras y
esteroides)
(51,55)
Acidos
fenolicosy  *Apigenina, *Flavonoides *Apigening crisina
flavonoides  crisina, luteolina, representan (3-8% (53) kaelzn & ferol’ miricetina’
quercetina, * Acido protocatecuico, 4-10% (51) naringenina: ’
. . R , . , . . , . - () .
miricetina, dcido - dcido pafelco, ac1do. P~ % Ppinobanksina pinocembrina, quercetina
vanilico, acido cumarico, acido - ) L
rotocaldehido fertlico, isoharmetina, " de  los dcido  cafeico, ~ 4cido
pre ’, ’ .7 principales (66) ferulico, acido cinamico,
acido cafeico, kaempferol, luteolina, acido clorogénico v Acido
acido galico, apigenina, naringenina, & y

kaempferol (64,65)

acacetina, galangina y
quercetina (63)

vanilico (67)
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El mecanismo fisicoquimico también estd influenciado por la sobresaturacion y
cristalizacion urinaria (68), asi como en las modificaciones en la relacion entre receptores,
promotores y moléculas con accion inhibitoria (69). La sobresaturacién ocasiona que los
solutos precipiten en la orina conduciendo a la nucleacion y formacion de los cristales (70),
caracterizada por la aparicion de un nucleo que recibe el nombre de nidus (7/), durante este
proceso los iones comienzan a agruparse microscopicamente volviéndose insolubles (72),
dando lugar a varios centros de nucleacion (pueden ser células epiteliales, globulos rojos y
cilindros urinarios) (73). La siguiente etapa, se caracteriza por el crecimiento de los calculos
causado por la agregacion continua de los cristales preformados (74), que conllevan a un
aumento de la energia superficial (72). Después, comienza a formarse una masa dura, dando

como resultado una piedra o lito, este proceso recibe el nombre de “agregacion” (73).

La siguiente etapa, recibe el nombre de “retencion de cristales” o también llamada
“interaccion cristal-célula™ que consiste en la adhesion de los cristales con el revestimiento
del tubulo renal (75), dicho proceso ocasiona el movimiento de los cristales hasta la
membrana basal del rifidn (76), lesionando los tejidos y promoviendo que los macréfagos y
lisosomas trabajen constantemente para eliminar los cristales en la orina (77). En
consecuencia, se produce liberacion de protrombina renal y proteinas anionicas, induciendo
aglomeracion (78), en donde también se establece que las especies reactivas de oxigeno son
un factor implicado en este proceso (79). Finalmente, los depositos de cristales pueden
aumentar la sintesis y expresion de macromoléculas pro-inflamatorias, asi como retencion de
particulas en la superficie papilar renal (80). Este mecanismo previamente descrito, se

sintetiza en la Figura 3.

En cuanto a la epidemiologia, se estima una prevalencia en América de entre 2 'y 20%,
cuyo mayor intervalo de edad donde se presenta es en la tercera y sexta década de la vida
(81,82). Algunos estudios han reflejado la progresion de esta patologia, de los cuales uno de
los mas reconocidos es el que se llevo a cabo con la base de datos del National Health and
Nutrition Examination Survey (NHANES), donde se observd un incremento en la
prevalencia del 3.8% en el NHANES 1 (1976 a 1980) al 8.8% en el NHANES III (2007-2010)

(83).A su vez, un modelo predictivo abordan la relacion que pudiera tener el calentamiento
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global en la incidencia en paises desarrollados, previendo que esta enfermedad pudiera

alcanzar un 56 % para el afo 2050 (§4).
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Figura 3. Fases fisiopatologicas de la formacion de los calculos renales. La sobresaturacion
urinaria comienza debido al aumento de los promotores y decremento de los inhibidores,
generando sobresaturacion urinaria, esta modificacion promueve la precipitacion de los
promotores (iones calcio, entre otros), ocasionando la formacion de centros de nucleacion.
Posteriormente, el cristal de oxalato contintia creciendo con las subsecuentes agregaciones de los
cristales. Finalmente, la masa formada de un tamafio mayor, se adhiere al tubulo renal y los tejidos
se lesionan por el incremento en la sintesis de moléculas pro-inflamatorias.

En México, la informacion es escasa debido a la falta de registros en los centros de
salud y por la propia naturaleza de la enfermedad. La fuente més empleada son los ingresos
hospitalarios (82), ademds de que han sido pocos los estudios epidemiologicos sobre esta
enfermedad. En el afio 1984 el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), mediante una
encuesta nacional, reportdé una prevalencia de 2.4 casos por 10,000 derechohabientes,
encontrando la mayor cantidad de casos en los estados de Yucatan, Puebla y Quintana Roo,
este ultimo con 5.8 casos por cada 10,000 derechohabientes, sin embargo, se espera que con
base a esta falta de registro epidemioldgico, se carezca de una proyeccion real sobre el

numero de pacientes que la padecen (85).
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Por otro lado, en cuanto a la evaluacion clinica del paciente, junto con el analisis del
calculo, se realiza un estudio bioquimico que consiste en un examen sanguineo para
determinar los niveles de azoados (creatinina, acido urico, urea), calcio, glucosa, una
valoracion urinaria (orina de 24 horas), para conocer el volumen de diuresis, asi como la
presencia de algunos elementos como creatinina, urea, sodio, calcio, acido urico urinarios,
en algunos casos incluso se incluye una prueba de orina de la mafiana en donde se analiza el
pH, densidad urinaria y valoracion citobacteriologica (86), todo ello para revelar factores de

riesgo urinarios como la hipercalciuria, hiperuricosuria, entre otros (87).

Una vez establecido el diagnoéstico, el tratamiento consiste en la reduccion de los
indicadores alterados, con los consiguientes cambios en el estilo de vida, en el ambito
médico, uno de los farmacos empleados son las tiazidas, las cuales han demostrado su
efectividad en ensayos clinicos para contrarrestar los niveles altos de calcio (88), no obstante,
su consumo regular conduce a hipopotasemia, riesgo de hipotension, intolerancia a la glucosa
y en algunos casos disfuncion eréctil (87). Otro de los fdrmacos son los citratos,
administrados para limitar el crecimiento de los cristales, actiian principalmente sobre la
reduccion de la agregacion del mismo en los tubulos renales (§9), también genera un
decremento de la sobresaturacion de la orina, a través del secuestro de iones de calcio,
produciendo una modificacion del pH de la orina (siendo alrededor de 6.0) (90), sin embargo,
se ha establecido que su ingestion regular tiene efectos sobre los niveles séricos de potasio y

enzimas hepaticas (91).

Por otro lado, existe evidencia del empleo de alimentos funcionales o productos
naturales con efecto coadyuvante en el tratamiento de la nefrolitiasis, algunos de ellos, se

detallan enseguida.

2.9. Evaluacion de las propiedades funcionales y del efecto antilitidsico de alimentos

funcionales y productos de la colmena en modelos in vitro e in vivo.

La evaluacion in vitro de las condiciones fisiologicas de la digestion, por medio del
ensayo de bioaccesibilidad tiene buena correlacion con la eficacia de la absorcion de los
nutrientes ingeridos y su utilizacion metabodlica, se aplica a alimentos o aislados de

compuestos bioactivos, comprendiendo la determinacion del componente o dialisis de
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sustancias solubles, a través de una membrana semipermeable (método de dialisis) que se
complementa con modificaciones graduales en el pH y las enzimas, simulando asi mejor la
situaciéon real (método dindmico) (92), no obstante es necesario complementar este

acercamiento con metodologias in vivo (93).

Aun cuando los estudios de bioaccesibilidad en los productos de las abejas son limitados,
algunos de ellos han reportado un incremento de los compuestos fenolicos (94). Mientras que
en otro estudio demostrd que la capacidad antioxidante disminuye entre 12.39%-13.67% y

los compuestos fenolicos entre 1.5-3% aproximadamente (95).

En polen, se ha evidenciado una tendencia decreciente de los compuestos fendlicos
después de la digestion gastrointestinal in vitro, debido a las condiciones géstricas (96,97).
Ademas, se ha descrito que la forma de almacenamiento influye considerablemente, de modo
que una comparacion de polen envasado y no envasado arrojé resultados que indican que
aquellas que se protegian con un envase adecuado exhibieron cifras significativamente

mayores (98).

En propdleo, se ha reportado que existe una reduccioén considerable de los compuestos
fenolicos de hasta 91% post digestion gastrica in vitro (99). Otro estudio refiere que durante
la simulacion de digestion, se encontrdé un aumento en el contenido de flavonoides entre la
fase oral y la fase gastrica, con porcentajes de recuperacion de los compuestos de

aproximadamente del 13% (100).

Otra de las caracteristicas que debe valorarse es la seguridad de los alimentos, de modo
que, no sbélo contribuyan al mejoramiento de la salud, sino que ademds su consumo sea
seguro, por tanto, la evaluacion de la seguridad es una fase primordial en la caracterizacion

de cualquier producto o alimento, ello se abordara en el apartado siguiente.

Escasos estudios han informado sobre la toxicidad de algunos productos apiarios. Los
disponibles asientan que la jalea real es segura en dosis de hasta 5000 mg/kg/dia, al no
encontrar modificaciones orgdnicas o metabolicas después de su consumo (701). Por otro
lado, una formulacion que contenia como ingredientes principales propdleo, veneno de abeja

y jalea real en dosis unica de 2000 y 5000 mg/kg/dia evidencio hallazgos similares (702).

27



Finalmente, con respecto a la evaluacion del efecto antilitidsico, existe una amplia
variedad de estudios, no obstante, el modelo de induccidn in vivo en ratas es el mas comun,
mediante el empleo de etilenglicol al 0.75-1%, administrado diariamente en el agua de beber

(103—106) o bien en combinacién con cloruro de amonio (107-109).

En cuanto a los alimentos utilizados se encuentran los extractos acuosos y hojas de
preparaciones a base de plantas (103,104,106,108,110—115). También se ha probado el efecto
de algunas frutas, como la granada (//6), jugo de limén (117), cereza silvestre (118),

escaramujos (119) y algunas semillas (120-122).

Los productos apiarios también han sido motivo de andlisis para esta enfermedad
(litiasis), El-Menyiy et al. (123), identificaron el efecto protector del extracto de propdleo
sobre la nefrotoxicidad y la hepatotoxicidad inducida por etilenglicol en ratas, estableciendo
que la administracion en ambas dosificaciones (100 y 250 mg/kg/dia) produjeron

normalizacion de los niveles sanguineos de creatinina, sodio y potasio.

Asi mismo Aksoy (7124) en un modelo de dafio renal, también con exposicion a
etilenglicol con la administracion de jalea real durante 15 dias, fue capaz de reducir los
niveles del BUN, creatinina y una cantidad de eritrocitos malonaldehido menor al
contrastarlo con el grupo dafiado, ademéas de observar un mejoramiento de las catalasas en el
tejido renal y en plasma para los grupos tratados. Aslan y Aksoy (72), establecieron el efecto
antiinflamatorio de la administracion jalea real en un modelo de inflamacion en ratas con el
uso de etilenglicol, obteniendo como resultado una modificacion a beneficio de las IL-1p e
IL-18, tanto en plasma como en los tejidos renales de los animales, asi como mejoramiento

del Balance Urea Nitrogeno (BUN) y creatinina.

El-Guendouz et al. (15), evaluaron el efecto diurético y el mejoramiento de
electrolitos séricos en ratas con la administracién de miel durante 21 dias, obteniendo que la
miel y la miel con propoleo (1000 mg/kg y 100 mg/kg, respectivamente), generaba mayor
volumen urinario de 4.25 mL en el dia “cero” a 11.50 mL en el dia 21 para el primer caso y

de 6 mL (dia cero) a 8 mL (dia 21) en la administracién conjunta.
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Narter (14), identificé el efecto protector y terapéutico del propdleo en la
hiperoxaluria en un modelo de nefrolitiasis (con etilenglicol) y compard con verapamilo, a
dosis de 50 mg y 100 mg/kg para propoleo y 1 mg/kg del farmaco durante 28 dias, exhibiendo
que su administracion resultaba efectiva para la formacion de cristales de oxalato, siendo mas

eficaz que el medicamento en la prevencion de la lesion renal.

Igualmente, Imtara et al. (125), con objeto de examinar el efecto de la administracion
durante 3 dias de miel en ratones con 100 mg/kg, para el grupo intervenido con miel y 10
mg/kg de furosemida con una recoleccion urinaria (1, 2, 4, 6 y 24 horas después de la
administracion), con la determinacion de los niveles séricos de sodio, cloro, acido urico,
creatinina urinaria al dia 11. Este trabajo puso de manifiesto el mejoramiento en el volumen
urinario de 24 horas comparado con el agua y similar al de la furosemida, ademds de un
aumento en el aclaramiento de creatinina (filtracién glomerular), sodio y cloruro sin causar

hipocalcemia ni afectar el nivel de urea, acido Urico y creatinina en sangre.

Por otra parte, la evidencia sugiere que los productos apiarios contienen una amplia
gama de compuestos como el magnesio, vitamina C, &cido a-lipoico, 4cido cafeico y acido
ferulico, repercuten favorablemente en esta patologia (Figura 4). Los mecanismos de accion

de estos compuestos son los siguientes:

e Magnesio: En personas sanas, la absorcion intestinal de magnesio y la excrecion renal
esta mediada por la filtracion y reabsorcion (726). Este mineral se considera un agente
inhibidor de la nefrolitiasis al actuar disminuyendo la absorcion intestinal y excrecion
de oxalato (727), ademés se ha encontrado una asociacion entre la ingesta de
magnesio y un menor riesgo en la sobreproduccion y cristalizacion del oxalato,
impactando favorablemente para prevenir la formacion de célculos (723,128). Por lo
consiguiente, este mineral se constituye como una alternativa en el tratamiento y/o
prevencion de los calculos (7129). También se ha combinado con fitatos encontrando
un efecto sinérgico para retrasar la formacion excesiva de oxalato de calcio (130).

e Vitamina C. Manzoor et al. (13/) informaron su papel sobre la cristalizacion y
patogénesis en la formacion de cristales de estruvita, exhibiendo que esta vitamina

genera una disminucion del tamafo y peso del calculo, mismo que puede estar
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explicado a la naturaleza 4cida del micronutriente, retrasando la velocidad de
crecimiento del célculo, por ello, algunas frutas citricas con buen aporte han sido
sugeridas para generar un efecto inhibitorio de la nefrolitiasis.

Acido a-lipoico. Es ampliamente conocido por su capacidad para prevenir o
contrarrestar la produccion de especies reactivas de oxigeno, en especial el 6xido
nitrico, radicales hidroxilo y anioén superéxido (132,133). De acuerdo con algunas
investigaciones, ha demostrado tener efectos benéficos sobre un modelo de cistinuria
en ratones, en el mejoramiento del funcionamiento renal y los cambios
histopatologicos, sugiriendo pudiera estar relacionado con aumento en la eficacia de
la actividad de las enzimas antioxidantes (/34—137). Si bien, su mecanismo de accion
especifico permanece desconocido, se propone que la nefroproteccion estd mediada
por la inhibiciéon en la infiltracion de neutréfilos, regulando asi los factores
proinflamatorios y generando un equilibrio oxidante-antioxidante (738).

Acido cafeico. Varios autores han encontrado que este compuesto, esti presente
principalmente en el propdleo y en los productos de la colmena en general, suprime
la peroxidacion lipidica inducida por el dafio renal (139,740), previene la formacion
de célculos por su accion antiinflamatoria e inhibicion de la xantina oxidasa (74).
También estd relacionado con el mejoramiento del dafio renal, al bloquear la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (741). Finalmente, también han
descrito un impacto favorable en los niveles de 6xido nitrico, nitrogeno ureico y

creatinina (742).
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e Acido fertlico. Este compuesto fendlico ha exhibido efectos protectores en la
nefrotoxicidad inducida por cisplatino, mediante su actividad antiinflamatoria,
modulando la produccion de citoquinas proinflamatorias (IL6), suprimiendo la
sobreproduccion de COX-2 y mediando la produccion del factor nuclear kappa b (NF-
KPB) (143—145).
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Figura 4. Mecanismo de accion de compuestos con actividad antilitidsica presentes en los productos
apiarios. Magnesio; disminuye la absorcion intestinal y excrecion del oxalato. Vitamina C: reduce el
peso y tamafio de los cristales (principalmente los de estruvita. Acido alfalipoico: actia como
nefroprotector a través de la inhibicion de la infiltracion de neutrofilos y de especies reactivas de
oxigeno, mejoramiento de las enzimas antioxidantes, generando equilibrio en el sistema antioxidante.
Acido cafeico: suprime la peroxidacién lipidica y bloquea la produccién excesiva de ROS. Acido
fertlico: provee nefroproteccion mediante la modulacion de citoquinas proinflamatorias y otros
componentes.

En definitiva, los productos naturales entre ellos los productos de la colmena
constituyen una alternativa coadyuvante en las alteraciones renales, con fundamento en lo
anteriormente mencionado, en consecuencia, el disefio de un alimento a base de estos

ingredientes constituira una opcion interesante para la industria alimentaria.
2.10. Alimento de disefio y ejemplos

Debido a los cambiantes estilos de vida y necesidades de la poblacion, la industria
alimentaria dedica esfuerzos en la produccién de alimentos con multiples beneficios

fisiologicos que conllevan a un mejoramiento constante de la salud en general (7146,147). En
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este contexto, a lo largo del tiempo han aparecido gran variedad de vocablos que hacen
alusion a los efectos beneficiosos potenciales de los alimentos como coadyuvantes y uno de

los més actuales es el de “alimento de disefio”.

Los alimentos de disefio son definidos como ‘“alimentos tradicionales modificados que
aportan beneficios para la salud en comparacion con los productos no modificados, el cual
puede ser consumido como parte de una dieta diaria y presentado en apariencia similar al

alimento base” (148).

Actualmente, existen pocos ejemplos consolidados como alimentos de disefio, pero uno
de los mas estudiados, es el huevo en el cual se han realizado modificaciones en sus nutrientes
con la finalidad de mejorar la salud de los consumidores (7149). Esto se logra mediante
cambios en la alimentacion de las gallinas para dar lugar a huevos con menor contenido de

colesterol y una mayor proporcion de acidos grasos insaturados (7150).

En los cérnicos, la industria ha implementado estrategias para disefiar productos basados
en la utilizacidon de materias primas mas magras, reducir el aporte de lipidos y sustitutos de
grasa (151). A su vez, los avances genéticos han brindado nuevas posibilidades en la mejora
de las caracteristicas de las carnes, a través de la modificacion de aquellos genes que estan
relacionados con la modulacion del contenido de lipidos y de su perfil de acidos grasos (152).
Algunas proteinas de origen vegetal, han sido incorporados en sistemas carnicos con la
finalidad de equilibrar el contenido de lisina y arginina y por ende tener efectos beneficios
en la salud humana (753), por ejemplo, la soya, la cual ademas de proveer un perfil de

aminoacidos diverso, le confiere un menor contenido de colesterol (754).

En definitiva, la elaboracion y formulacion de nuevos productos es uno de alcances mas
prometedores de la industria alimentaria, todo ello en gran parte puede estar relacionado a la
presencia de ciertos compuestos bioactivos que han permitido no so6lo conocer las
propiedades de los alimentos sino, ademas, describir el proceso por el que origina dicho
beneficio en la salud humana. Por tanto, el aprovechamiento de las bondades de los productos
apiarios nos lleva a plantear el siguiente cuestionamiento: ;un alimento de disefio formulado
a base de miel, polen, jalea real y propoleo es una alternativa coadyuvante en la urolitiasis

calcica?

32



3. JUSTIFICACION

La nefrolitiasis o también llamada litiasis renal, es una de las afecciones mas frecuentes
que tiene que enfrentar el urélogo y el médico general, en especial en el servicio de urgencia,
si bien la medicina actual permite diagnosticarla en examenes de rutina de laboratorio y de
imagenologia, la persona que la padece puede estar expuesto durante su vida al dolor y a
complicaciones derivadas de la litiasis, ademds de su estrecha relacion con la hipertension,
diabetes, obesidad, insuficiencia renal terminal y dislipidemias, asi como una mayor
predisposicion en aquellos individuos que llevan una alimentacién desequilibrada, rica en
grasas saturadas, proteinas animales y sodio.

Los datos epidemioldgicos son escasos, no obstante, se estima una prevalencia del 20%
en América. Por otro lado, el empleo de los productos de las abejas, poseen atribuciones
ancestrales a la salud, las cuales han sido evidenciadas cientificamente como coadyuvante en
diversas afecciones (actividad antiinflamatoria, vasoprotectoras, antioxidantes,
anticancérigenas entre otras), no obstante, su consumo en México, ha disminuido a través del
tiempo, por lo que el revalorizarlo, junto con su practica, constituye una opcion interesante
para la elaboracion de nuevos alimentos, aunado a la necesidad de incrementar los
conocimientos sobre la eficacia de modelos animales de calculos renales y a que no existen
reportes que aborden el efecto benéfico en la salud de una mezcla (alimento de disefio), a
partir de productos apiarios el presente proyecto tiene como finalidad demostrar el efecto del

producto frente a un modelo in vivo de urolitiasis.

4. HIPOTESIS

El alimento de disefio formulado a base de miel, polen, jalea real y propdleo tiene efecto

antilitidsico en ratas Wistar.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Proponer un alimento de disefio formulado con productos apiarios, a partir de su
caracterizacion fisicoquimica, sensorial y funcional (in vitro e in vivo), para establecer su

potencial uso en la prevencién y como coadyuvante en el tratamiento de la litiasis renal.
5.2. Objetivos especificos

1) Determinar la composicién quimica de la miel, polen, jalea real y propoleo, a través
de la cuantificacion de flavonoides, 4acidos fenodlicos, acidos grasos, acido ascorbico y

minerales, de importancia en la salud humana.

2) Analizar la estabilidad del alimento de disefio considerando parametros de calidad (pH,
acidez, contenido de HMF y color), cada 15 dias durante 6 meses de almacenamiento
(4°C, 24°C y 37°C); aceptabilidad sensorial mensual del producto a 24°C (descriptivos);

y pardmetros cinéticos

3) Evaluar los cambios en la concentracion de antioxidantes (fenoles, acido ascorbico),
capacidad antioxidante (DPPH™", ABTS"", FRAP), asi como la actividad quelante del

alimento de disefio a 24°C, durante el almacenamiento de 6 meses.

4) Determinar la bioaccesibilidad intestinal in vitro de los compuestos antioxidantes
(fenoles, acido ascorbico) y capacidad antioxidante y quelante, al inicio y al final del

almacenamiento de la muestra a 24°C.

5) Establecer la toxicidad subaguda, mediante la dosis letal 50 (DLso) en un modelo in

Vivo.

6) Evaluar el efecto antilitidsico de la ingesta del alimento de disefio en un modelo in vivo
de induccién de litiasis, a partir de la determinacion de pardmetros bioquimicos (urea,
creatinina, acido urico, glucosa y proteinas totales) y en orina (urea, creatinina, acido

urico) y analisis histoldgico en drganos de ratas Wistar, durante 4 semanas.
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6. DISENO METODOLOGICO

En las Figuras 5 y 6, se presentan el esquema del disefio experimental y sus diferentes

fases, de acuerdo con los objetivos previamente planteados.

6.1. Diagrama del disefio experimental
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6.2. Obtencion de las muestras y preparacion del producto

Las muestras de miel, polen, jalea real y propoleo fueron proporcionadas por el apicultor
Hugo Narciso Ledn, productor apiario de la marca “ANIHU”, provenientes del municipio de

Tulancingo, Hidalgo, zona centro.

El propoleo se almacend en congelacion hasta su utilizacion. Durante su traslado, la jalea
real se mantuvo en hielo para evitar alteraciones en sus componentes, posteriormente se
congel6 a -30°C. Finalmente, la miel y el polen se conservaron a temperatura ambiente hasta

su utilizacion.

Una vez obtenidas las materias primas se procedid a la elaboracion del producto
denominado “alimento de disefio”, el cual contenia las proporciones que se muestran a

continuacion en la Tabla 5.

Tabla 5. Formulacion del alimento de disefio

Ingrediente/materia prima %
Miel 66
Polen 25
Jalea real 2
Propdleo 0.1
Alcohol de cafia 2.55

Otros componentes (agua, caramelo

artificial, extracto de roble) 4.35

7. METODOLOGIAS
7.1. Flavonoides y acidos fendlicos por HPLC

Para realizar estas determinaciones se recurrio a tres métodos de preparacion de muestras,

los cuales se describen a continuacion:

-Hidrolisis acida (HAE). Para determinar los acidos fendlicos presentes en polen y
propdleo, se mezclaron 100 mg de la muestra, con 1 mL de una solucion etanolica acuosa

al 50% (v/v) y se centrifugaron a 12000 rpm, durante 10 min (Allegra 25, Beckman
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Coulter, EUA), recogiendo los sobrenadantes (3 veces) y evaporando el solvente.
Posterior a ello se sometio a hidrolisis con 2 mL de HCl 2N, después se realizo la
extraccion con acetato de etilo (3 mL, 3 veces), se evapord el solvente y el extracto
resultante se diluyo en etanol al 50%. Para el analisis de la miel y jalea real, inicamente
se partido de 1 g de muestra y se procedio6 a la extraccion con acetato de etilo (3 mL, 3
veces) y se reconstituyo con etanol al 50%, para obtener un volumen de 1 mL (755).

Para los flavonoides, las muestras de polen y propoleo, 100 mg se sometieron a hidrdlisis
acida con HCI, después los compuestos se extrajeron con acetato de etilo (3 mL, 3 veces),
el disolvente se evapord a 45°C y el residuo se diluyd en etanol absoluto, mismo
procedimiento se llevé acabo en miel y jalea real, pero el peso inicial de la muestra fue

de 1 g (156).

-Hidrdlisis alcalina (HAAM). Consistid en pesar 100 mg de cada muestra (miel, jalea
real, polen y propdleo), con 2 mL de NaOH 2M, posteriormente se ajusto el pH a 2 con
HCI 3M, se procedi6 a afiadir 4 mL de éter dietilico; recogiendo la fase orgénica, el
disolvente se evapord a 40°C. Finalmente, el extracto se disolvido con una mezcla de

metanol: agua (50:50, v/v) (157).

-Extraccion etanolica (EES). Se pesaron 100 mg de la muestra (propéleo, polen de abeja)
o 1 g de jalea real y miel, por separado. Cada uno se mezcl6 con 10 mL de etanol: agua
(80:20, v/v), seguido de ello, las muestras se sonicaron durante 20 min a 40 kHz y a 25°C,
después las mezclas se llevaron a centrifugacion (Allegra 25, Beckman Coulter, EE. UU.)
durante 10 minutos (10,000 rpm). Finalmente, se recupero el sobrenadante, se filtré a
través de acrodiscos de 20 um (758). Los extractos resultantes, por los diferentes métodos

se almacenaron a -20°C hasta su analisis.

Los flavonoides y acidos fendlicos se cuantificaron por HPLC, empleando el método

reportado por Diaz-Batalla et al. (156), usando un detector con arreglo de diodos (Waters

2996, EUA) con automuestreador (Waters 717, EUA) y una columna Symmetry C18
(250mmx4.6mm, Sum, WATO054275, Waters, Irlanda). La fase movil (A) correspondio al

acetonitrilo (JT Baker, EUA) y la fase moévil (B) consistid en agua acidificada al 1% con
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acido acético (Sigma-Aldrich, EUA) a pH 2.8, con un volumen de inyeccion de 20 uL y un

flujo de 1 mL/min. El gradiente utilizado para cada procedimiento se detalla en las Tablas 6

y7.

Tabla 6. Condiciones de separacion de flavonoides por HPLC

Tiempo %Fase movil A %~Fase movil B

0 0 100

10 65 35

15 80 20

16 95 5

17 96 4

18 20 80

19 0 100

20 0 100

Se construyeron curvas de calibracion de los estdndares, midiendo cada uno de los
compuestos a diferentes longitudes de onda, como: miricetina (252 nm), quercetina (254 nm),
apigenina (266 nm) y kaempferol (265 nm). Para el caso particular de los acidos fenolicos:
acido galico (269 nm), cafeico (323 nm), vanilico (260 nm), cumarico (309 nm), feralico
(322 nm), protocatecuico (259 nm) y cindmico (274 nm). Los resultados se expresaron en

mg/100 g de muestra analizada.

Tabla 7. Condiciones de separacion para acidos

fendlicos por HPLC
Tiempo %Fase movil %Fase movil
A B
0 0 100
15 50 50
16 50 50
18 65 35
20 95 5
21 96 4
22 20 80
23 0 100
24 0 100
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7.2. Contenido de acido L-ascorbico y L-dehidroascérbico

Para la determinacion del contenido L-acido ascorbico en miel y jalea real, se pesaron
500 mg y se extrajo con 5 mL de dcido metafosforico al 5%, se sonicéd (bafio ultrasonico
Barnstead Lab Line 9302, EUA), durante 30 s y posteriormente se agitdé vigorosamente con
un vortex (Scientific Industries, Inc, Vortex-Genie 2, EUA), transcurrido este proceso se
centrifugd a 10,000 rpm a 4°C, durante 10 min (Allegra 25, Beckman Coulter, EUA), el

proceso se realizo 3 veces, colectando los sobrenadantes (759).

Para el propoleo y polen se tomaron 200 mg de la muestra adicionando 8 mL de acido
metafosforico al 5% (p/v), se sonicd (baio ultrasonico Barnstead Lab Line 9302, EUA)
durante 1 min, seguido de ello, se centrifugd a 10,000 rpm/10 min (Allegra 25, Beckman
Coulter, EUA), colectando los sobrenadantes en un matraz de 10 mL, se filtro a través de

acrodiscos de 0.22 um y finalmente se afor6 al volumen previamente descrito (760).

Para la conversion de 4cido L-ascorbico a L-dehidroascorbico se afiadio al extracto
resultante 2.5 mL de cisteina al 4% (p/v) a pH 7, ajustado con una solucion de KoHPOj al
20% (p/v), se reposd 5 minutos, transcurrido el tiempo se ajustd nuevamente a pH 3 con acido
fosforico al 20% (p/v). Finalmente se completd a un volumen final de 10 mL y se filtré en
una membrana PVDF (16/). Ambos se analizaron de inmediato y los resultados se

expresaron en mg/100 g de muestra.

Por ultimo, la identificacion y cuantificacion se realizd a través de un HPLC equipado
con un detector con arreglo de diodos (Waters 2996, EUA) con automuestreador (Waters
717, EUA) y una columna Symmetry C18 (250x4.6mm, Sum, WATO054275, Waters,
Irlanda). La fase moévil fue de H>SO4 1.8 mM (pH = 2.6), con un flyjo de 0.9 mL/min y un
volumen de inyeccion de 20 pL (161).

7.3. Acidos grasos

Este procedimiento se realizé de acuerdo con el método reportado por Afiorve-Morga et
al. (162) y Jarukas et al. (163), con algunas modificaciones. Se pesaron 0.5 g de muestra con
10 mL de una mezcla de cloroformo: metanol (1:1, J.T. Baker®, Espafia), dejando reposar

durante 48 horas. De cada muestra se tomé una alicuota de 500 pL de la fase lipidica
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resultante y se procedio a la metilacion para la obtencion de los ésteres metilicos. Para ello,
a cada alicuota se le adicion6 1 mL de BF3: MeOH (12.5:100; v/v, Merck®). Posteriormente
se sometieron a calentamiento en un bafio a 90°C durante 10 minutos. Seguido de ello, se
realizaron 2 lavados que consistieron en la adicion de 1 mL de hexano (J.T. Baker®, Espaiia)
y 1 mL de agua saturada de hexano, después, los tubos se agitaron con la ayuda de un vortex
(Scientific Industries, Inc, Vortex-Genie 2, EUA), durante 2 minutos, seguido de una
centrifugacion (Centurion Scientific Centrifuges® KD41; Reino Unido), a 4000 rpm, durante
10 min a 4°C. De esta manera se obtuvieron dos fases: una acuosa (inferior) que contenia las
impurezas y la lipidica (superior) que contenia los metil ésteres de acidos grasos, después se
lavaron con 2 mL de agua saturada de hexano para eliminar de manera los compuestos
hidrofilicos, nuevamente se desecho la fase acuosa y la fase lipidica resultante se mantuvo

en congelacion aproximadamente 5 horas.

El contenido resultante se transfiri6 a un vial de inyeccion de 2 mL con fondo V y se
concentrd con flujo de nitrogeno (N2) con el fin desplazar el oxigeno (O presente.
Finalmente, se aford cada vial a con diclorometano (CH.Cly; TEDIA®, EUA), para redisolver

los metil ésteres de acidos grasos y se inyectd un volumen de 1 mL

La identificacion y cuantificacion se llevdo a cabo en un cromatdgrafo de gases
(AutoSystem XL, Perkin Elmer, Australia), equipado con un detector de ionizacion de llama
(FID) y una columna capilar (75 m x 0.18 mm, 0.14 pm; TM-2560, Supelco® SP, EUA)
usando el modo de inyeccion spitless (1 uL). La temperatura inicial del inyector se fijo a
230°C y la del detector a 250°C, con un gradiente de temperatura inicial a 150°C, con
incremento de 4°C/min, a 214°C, manteniéndola durante 2 min, luego se increment6 2.5
°C/min a 244°C y se mantuvo 5 min, empleando nitrégeno como gas acarreador a un flujo
constante de 1 mL/min. Finalmente, la identificacion se realizdé comparando los tiempos de
retencion de una mezcla patron (FAME Mix C4-C24, Supelco®) con la ayuda de curvas de

calibrado a diferentes concentraciones y se expresaron en %.
7.4. Composicion mineral

Se determino el contenido de 32 minerales, mediante Emision Atomica con fuente de

plasma acoplado inductivamente (ICP-OES), utilizando un espectrémetro (Icap 6500 DUO,
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Thermo Fisher Scientific, EUA). La mineralizacion para polen, propoleo y jalea real consistio
en pesar 0.75 g de cada muestra, después se adicionaron 10 mL de acido nitrico al 65%,
seguido de calentamiento controlado a 180°C en un sistema de digestion (Gerhardt Tipo TR
modelo KBS, Alemania) (164). La preparacion de las muestras de miel se basé en la
metodologia referida por Lanjwani & Channa (165), el cual consistid en pesar 5g de la
muestra seguido de la adicion de 10 mL de 4cido nitrico y 3 mL de peroxido de hidrogeno,
luego se someti6 a calentamiento a 180°C en el sistema de digestion. Posterior a ello, todas
las muestras se enfriaron y se aforaron a 50 mL, una vez analizadas las muestras los

resultados se expresaron en mg/100 g.
7.5. Propiedades fisicoquimicas

Posterior a la elaboracion de un total de 3 lotes del alimento de disefio, se dividieron en
alicuotas para cada determinacion en recipientes de vidrio cerrados herméticamente y
protegidos de la luz, fijando su almacenaje a 3 diferentes temperaturas: 4, 24 y 37°C, con un

monitoreo constante de la temperatura durante seis meses.
7.5.1. Actividad de agua (aw)

La actividad del agua se midi6é con un equipo de ACQUA LAB (Decagon Devices, EE.
UU.). Se tomaron tres réplicas de la muestra, evaluandose en cada tiempo del muestreo

(quincenal) y al comienzo del almacenamiento (166).
7.5.2. pH

Se analiz¢ utilizando un potenciémetro (Hanna Instruments, 210, EUA), después de su
calibracién con soluciones buffer de pH 4.0 y 7.0 estandarizados, mezclando 1 g de la

muestra con 10 mL de agua desionizada (167).
7.5.3. Acidez

Se realiz6 de acuerdo con el método de la AOAC 942.15 (1999), con una soluciéon 0.1 N
de NaOH, registrando la cantidad de mL de NaOH utilizada para neutralizar el 4cido orgénico
mas representativo en cada una de las muestras, obteniendo los miligramos del acido

organico presente en la muestra (768). Los resultados se expresaron como mEq de acido/kg.
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7.5.4. Hidroximetilfurfural (HMF)

Se cuantificé mediante el método establecido por la NMX-F 036-1997, que consiste
en preparar una solucion de ferrocianuro de potasio (solucion de Carrez I) y otra de acetato
de zinc (solucion de Carrez II), a cada una se le afiade 0.5 mL de la muestra de miel diluida,
posteriormente se mide absorbancia a 284 nm y 336 nm a través de un lector de microplacas
(Power Wave XS 11 UV-Biotek, software KC Junior, EUA). El contenido se expres6 como
mg/kg (169).

7.5.5. Determinacion de color

Para la medicién de color se utilizd un colorimetro portatil (CM-608d, Minolta,
Japon), aplicando el iluminante D65 con un dngulo de observacion de 2°, obteniendo asi los
valores, segun la escala CIELab, de L, a, b, h y Croma, donde “L” corresponde a la
luminosidad con puntajes de 0 (negro) a 100 (blanco) y las coordenadas “a” (+rojo a -verde)
y “b” (-azul a +amarillo), “hue” hace referencia a la tonalidad o tono, la cual se obtuvo a
partir de la Ecuacion 1 y se mide de 0° a 360°, representando el tono rojo (0°), amarillo (90°),
verde (180°) y azul (270°). Croma se refiere a la saturacion o intensidad de color (770),
misma que se calculdé mediante la Ecuacion 2.

hg, = arctan (b) [1]

a
C =/ (a?+b) [2]
7.6. Parametros cinéticos

7.6.1. Orden de reaccion y constante de velocidad de deterioro

Se determinaron mediante la linealizacion de las ecuaciones de la velocidad de reaccion
del modelo cinético, a través de un analisis de regresion lineal simple de la concentracion de
pH, acidez, pardmetros de color e HMF versus el tiempo de almacenamiento (1, 30, 60, 90,
120 y 180 dias), obteniendo una linea de tendencia de la ecuacion y= mx + b y el coeficiente

de determinacion R? (171), posteriormente, se identificd que el HMF presentd mayor ajuste.
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Finalmente, se selecciond el orden de reaccion con mayor R?, considerando las

representaciones graficas (Tabla 8).

Tabla 8. Ecuaciones para determinar el orden de reaccion

Orden Ecuacion Ecuacion integrada Representacion Pendiente
diferencial grafica
0 v=k [A]=-kt+[A]o [Altvst -k
1 v=k[A] Ln[A]=-kt+Ln[A]o Ln[A]ivst -k
2 v=k[A]? 1/[A]=kt+1/[A]o 1/[A]ivst k

Donde [A]o es la concentracion inicial del reactivo o compuesto, ¢ es el tiempo (dias
de almacenamiento) y por ultimo se determind el valor &, que es la constante de

proporcionalidad denominada “constante de velocidad”(171,172).
7.6.2. Tiempo de vida media

Con base en los valores k obtenidos de cada temperatura, se estimd el tiempo de vida
media del producto segun el orden de reaccién con mayor ajuste (/73), considerando las

siguientes ecuaciones de la Tabla 9.

Tabla 9. Formulas para determinar tiempo de vida media

Orden de reaccion t1/2
0 [A]0/2k
1 0.693/k
2 1/k[A]0

7.6.3. Determinacion de la energia de activacion

Se determin6 con base al modelo de Arrhenius, el cual relaciona la velocidad de una

reaccion quimica a los cambios de temperatura (Ecuacion 3).

Ink = Ink, (_i_) [3]

T
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Donde: Ea: energia de activacion (kJ/mol™!); R: constante universal de los gases

(8.314472 J mol ™! « K!); T: temperatura absoluta (K).

Posteriormente se grafico el Ln (logaritmo natural) vs 1/T para obtener una ecuacion
lineal y la pendiente, por Gltimo, la energia de activacion (E.) se obtuvo mediante despeje de

la Ecuacion 3 (172).
7.7. Evaluacion sensorial

La prueba sensorial, se llev a cabo mediante la aplicacion de un cuestionario de nivel de
agrado del producto a 26 panelistas de 23 a 57 anos (40.88+12.03 afos), incluyendo a
profesores investigadores y alumnos de la Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo y
poblacion externa, a través de una escala descriptiva para diferentes atributos permitiendo asi
ordenar las muestras, de acuerdo con su magnitud en los diferentes tiempos del
almacenamiento (174—179). Se les proporciono a los participantes un recipiente que contenia
la muestra y se realizo el llenado del cuestionario, con intervalos de 1 mes entre cada una,
hasta un total de 6, la valoracion tuvo lugar entre las 10 y las 13 h. El cuestionario estuvo
conformado por varios apartados (Anexo 1-5) que se describen a continuacion:

1) Agrado del producto. A partir de una escala hedonica, donde 0 es el puntaje minimo

de agrado y 9 es el mayor valor que se le podia asignar, posterior a ello la suma de los

puntos correspondia al juicio general de aceptacion del producto, el cual puede ir desde

“excelente” a “no aceptable” (175).

2) Juicio de defectos. El panelista describi6 la percepcion de defectos visuales, olfativos,

gustativos y tactiles otorgando puntuacion desde el 1-9, donde los puntajes més bajos

indican la presencia de defectos graves y los mas altos corresponden a la ausencia de los

mismos (180).

3) Aroma de la miel. Con ayuda de una ficha impresa de “paleta de aromas de la miel”,

el evaluador indicaba los aromas percibidos predominantes y sus descriptores (179).
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7.8. Contenido de antioxidantes
7.8.1. Compuestos fenolicos totales

Se efectud seglin el método reportado por Stintzing et al. (/817), utilizando el reactivo
Folin Ciocalteu. Se preparé una solucién con 1 mL de Folin (Sigma-Aldrich®, EUA),
aforando a 10 mL con agua desionizada; solucion de carbonato de sodio (7.5 gen 100 mL de
agua); solucion de 4cido galico (15 mg en 50 mL de agua). Se construy6 una curva estandar
de acido gélico con concentraciones de 0,100,200 y 300 mg/L, posteriormente se tomaron
100 pL de muestra de cada una de las muestras, con la adicion de 500 ul de Folin y 400 uL
de carbonato de sodio (al 7.5%) en viales, se agitd y se reposd 30 minutos. La absorbancia
se midié en un lector de microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, software KC Junior,
EUA) a 765 nm. Los resultados se expresaron como miligramos de equivalentes de acido

galico en 100 gramos (mg EAG/100 g).
7.8.2. Acido L-ascorbico

Se realizo de acuerdo al método de Diiriist et al. (182), para lo cual se prepar6 una
solucién con 3 mg de 2,6-Diclorofenolindofenol (DCPI, Sigma-Aldrich®, Alemania), diluido
en 250 mL de agua desionizada; solucion de acido oxalico (1g) diluido a 250 mL de agua
desionizada; solucion de acido ascorbico con 100 mL de la solucion de acido oxalico y
finalmente una solucion amortiguadora (3 g de acetato de sodio aforado con 10 mL de 4cido

acético glacial y 7 mL de agua desionizada).

Se construyé una curva estindar de acido ascorbico (Meyer®, México) usando
concentraciones de 0-50 mg/L (4cido ascorbico/agua desionizada). La absorbancia se midio
a 520 nm en un lector de microplacas (Power Wave XS 11 UV-Biotek, software KC Junior,
EUA), los valores se expresaron como miligramos equivalentes de acido ascorbico en 100

gramos (mg EAA/100 g).
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7.9. Capacidad antioxidante
7.9.1. DPPH**

Se evalu6 segin la metodologia reportada por Morales y Jiménez-Pérez (183). De inicio,
se prepard una solucion con 7.4 mg de DPPH®* (Sigma-Aldrich®, EUA), aforando a 100 mL
con etanol, utilizando una curva estandar de Trolox en concentraciones de 0, 100, 200 y 300
umol ET/L, posteriormente se tomaron alicuotas de 100 uL de cada muestra y 500 pL de la
solucion de DPPH®", se agit6 en vortex y se dejo reposar una hora, después, la absorbancia
se determino en un lector de microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, software KC Junior,
EUA) a 520 nm. Los resultados se expresaron como micromol equivalentes de trolox en 100

gramos (pmol ET/100 g).
7.9.2. ABTS**

Se efectud de acuerdo con Kuskoski et al. (184), preparando una solucion de ABTS®"
a 7 mmol (76.8 mg de ABTS®' Sigma-Aldrich®, EUA), diluido en 20 mL de agua
desionizada), se afiadié persulfato de potasio al 2.45 mM, (6.6 mg en 10 mL de agua) y se
dejo reposar por 16 horas, transcurrido el tiempo se diluy6 en agua hasta obtener una lectura
de absorbancia 0.7+0.1 a 754 nm. Asi mismo, se prepard una curva estandar con acido
ascorbico. Enseguida se tomaron 20 uL de muestra y 980 uL de la dilucién de ABTS*", con
un tiempo de reposo de 7 min, tomando una lectura espectrofotométrica a 754 nm en un lector
de microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, software KC Junior, EUA. Las cifras obtenidas
se expresaron como miligramos equivalentes de acido ascorbico en 100 gramos (mg

EAA/100 g).

7.9.3. FRAP

Se determiné acorde a la metodologia de Pérez-Jiménez et al. (185). El cual inicia
con la preparacion del reactivo de FRAP en una concentracion 10:1:1 con 100 mL de un
amortiguador de acetato de sodio (0.3 M a pH 3.6, ajustado con acido acético glacial), 10 mL
de TPTZ (2,4,6-tripiridil-1,3,5-triazina, Sigma-Aldrich®, EUA) y 10 mL de FeCl; (Merck®,
Alemania), con una curva estandar de sulfato ferroso en concentraciones de 0, 20, 30, 40 y

50 uM Fe*?/L.
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Para ejecutar la técnica, se tomaron 30 uL de la muestra, 90 uL y 900 uL de FRAP,
la mezcla resultante se pasé por un vortex y se dejo en un bafio de agua durante 10 minutos,
finalmente, se tomo lectura espectrofotométrica a 593 nm, expresandose como micromoles

equivalentes de Fe™? por 100 gramos (umol Fe*%/100 g).
7.10. Actividad quelante

Se determind siguiendo el método propuesto por Giilcin et al. (186), partiendo de una
solucion de EDTA (Meyer®, México) a 0.1M y muestras control agua desionizada, colocando
100 pL de muestra, 50 pL una solucion de cloruro férrico (Merck®, Alemania) y 450 pL de
ferrozina (Sigma-Aldrich®, EUA). Posteriormente, la mezcla se homogeneizd y se mantuvo
en reposo durante 10 min para completar la reaccion durante 10 minutos. La absorbancia se

midié a 520 nm. Los resultados se expresaron en porcentaje (Ecuacion 4).

% Actividad quelante = (%

0

)* 100 [4]

Doénde: Ao, absorbancia de la muestra control; A, absorbancia de la muestra
7.11. Bioaccesibilidad intestinal in vitro

Se evaluo mediante un modelo de digestion in vitro (187,188). Para ello, se colocaron
500 mg de muestra en tubos de centrifuga de 50 mL, se agregaron 20 mL de agua desionizada
y se us6 HCI 6 M (Karal®, México), para ajustar el pH a 2, a continuacion, se adicionaron
120 pL de pepsina (40 mg pepsina; Sigma-Aldrich®, EUA, en 1 mL de HCI 0.1 M), para ser
incubada en agitacion (37°C, 60 rpm por 2 h) usando un baio de agitacion (LSI-3016,
LabTech, EUA). Seguido de ello, se agregaron 1.5 mL de una disolucidon de pancreatina,
colato de sodio y desoxicolato de sodio, en donde se pesaron 5 mg de pancreatina (P-1750
Sigma-Aldrich, EUA), 12.5 mg de colato de sodio hidratado (C6445, Sigma-Aldrich, EUA)
y 12.5 mg de desoxicolato de sodio (D6750, Sigma-Aldrich, EUA) por cada mL de
bicarbonato de sodio 0.1 M (J. T. Baker®, Espafia).

Las muestras digeridas por las enzimas se colocaron en una membrana de dialisis

(tamafio de corte 12 kDa, Sigma-Aldrich, EUA) para ser dializadas en una solucion de
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bicarbonato de sodio (0.1 M), apH 7.5, incubadas a 37°C, 60 rpm por 16 horas. Transcurrido
el tiempo, la fraccion dializada, es decir, aquella que traspasé la membrana de didlisis se
utilizd6 para determinar la cantidad de compuestos bioaccesibles (compuestos fenodlicos

totales, capacidad antioxidante) siguiendo las metodologias descritas con anterioridad.

La bioaccesibilidad se calculé como la diferencia de los parametros obtenidos antes
(muestra original) y después del tratamiento de digestion in vitro, los datos se emplearon
como indicador de la bioaccesibilidad en intestino delgado. Por otro lado, el contenido dentro
de la membrana de didlisis (fraccion no dializada y no digerible) se coloco en un tubo de
centrifuga (50 mL) y el precipitado obtenido considerado como la fraccidon indigestible solo

se almaceno (189). La bioaccesibilidad en intestino delgado (BI), se calcul6 mediante la

Ecuacion 5.
on) — Mg dializados en intestino delgado
Bl ( /0) mg fenoles en la muestra inicial * 100 [5]
7.12. Dosis letal 50 (DLso)

Para la evaluacion de la seguridad del producto, se llevé a cabo la determinacion de
la dosis letal 50 (DLso) de acuerdo con los criterios referido por la OECD (190), tomando en

cuenta los siguientes elementos:

Preparacion de las dosis. El agente de prueba se administré diariamente usando una
concentracion uniforme a una dosis determinada por via oral (2 mL) prefiriendo los roedores
de 5 a 7 semanas de edad con un peso promedio (790,191), ello se determind previamente

mediante pruebas de dilucion del agente.

Numero y sexo de los animales. Se usaron 4 animales en cada nivel de dosis (250,
500 y 1000 mg/kg/dia), con un grupo control para establecer la repetitividad, la persistencia

o la aparicion tardia de efectos toxicos, durante 14 dias (190).

Dosis. Se tuvieron 3 grupos de prueba (250, 500, 1000 mg) y un grupo de control.
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Posterior a ello, se realiz6 el sacrificio de los animales mediante una camara de CO
y se procedio a observar los efectos visibles en 6rganos contrastando el grupo control y la

dosis mas alta (1000 mg/kg), a través de un microscopio estereoscopico.

Evaluacion. Los datos obtenidos se utilizaron para establecer el grado o nivel de

toxicidad del producto.
7.13. Evaluacion del efecto antilitiasico
7.13.1. Diseiio experimental

El efecto antilitiasico se estudi6 empleando la metodologia reportada por Aksoy et al.
(124), con algunas modificaciones ya que se utilizé una solucion acuosa de etilenglicol (J. T.
Baker®, Espafia), al 0.75% en vez del 1%, teniendo una duracion de 4 semanas. Para la
conformacion de los grupos se hizo aleatoriamente, con un total de 30 ratas Wistar, (n=6), de

un peso aproximado de 200-250 g, organizados de la siguiente forma:

e Grupo control. Control dieta estandar ad libitum

e Grupo EG. Dieta estandar ad libitum + Induccién de litiasis con solucion de 0.75%
de etilenglicol.

e Grupo AD. Dieta estandar ad libitum + alimento de disefio (1000 mg/kg/dia).

e Grupo AD+EG. Dieta estandar ad libitum + alimento de disefio (1000 mg/kg/dia) +
induccion de litiasis con solucion de 0.75% de etilenglicol (oral).

e Grupo EG+AD. Dieta estandar ad libitum + Induccion de litiasis, con solucion de
0.75% de etilenglicol (oral), luego de 14 dias comenz6 la administracion del alimento

de disefio (1000 mg/kg/dia).

*El protocolo se sometio para su aprobacion por el Comité Institucional Etico para el
Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio, siguiendo las especificaciones técnicas, con

namero de folio CICUAL/004/2021.
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7.13.2. Examen quimico de la orina

Se llevo a cabo la recoleccion de orina mediante jaulas metabodlicas, posteriormente
se utilizaron tiras reactivas para uroanalisis aptas para el instrumento de medicion (Contec®,
Singapur). Los parametros que se midieron fueron: densidad urinaria, urobilindgeno,
bilirrubina, sangre, cetonas, glucosa, proteina y leucocitos (7192), a través del analizador
portétil de orina (BC401 Contec®, Singapur) . Los datos obtenidos se expresaron en mg/dL,

células/pL.
7.13.3. Analisis del sedimento urinario

Este procedimiento se realizo con la finalidad de observar la instauracion del dafio
(presencia de cristales que sugerian litiasis) y para obtener iméagenes de las diferencias entre
los grupos. Transcurridos 14 dias de la administracion, se tomé una alicuota de 1 mL (orina
de 24 h), se centrifug6 a 3000 rpm durante 3 min (Allegra 25, Beckman Coulter, EUA),
después se tomaron 950 pL del sobrenadante y se procedio a la observacion de alrededor 10
puL sobre el microscopio (LOMO-BIOLAM) (7193). Por ultimo, se tomaron evidencias

fotograficas de cada sedimento para observar las diferencias estructurales encontradas.
7.13.4. Ensayos bioquimicos plasmaticos

Se realizaron por medio de puncion de la vena para los analisis pre-administracion y
por puncién cardiaca para la fase post experimental, se recogieron en tubos capilares que
contenian heparina, todo ello para la determinacion de los niveles de glucosa, creatinina,

urea, acido Urico y proteinas totales en plasma, a través de kits comerciales.

Glucosa. Se realizé mediante el kit comercial “Glucosa LQ” (Spinreact S.A, Espafia),
basado en la oxidacion de la glucosa en presencia de glucosa peroxidasa. Siguiendo las
especificaciones del fabricante, se tomaron alicuotas de 10 pL y se afiadié 1 mL del reactivo
principal (TRIS pH 7.4, fenol, glucosa oxidasa, peroxidasa y 4-Aminofenazona), con una
lectura de absorbancia a 505 nm, posterior a una incubacion 10 minutos a 37°C. Los
resultados se expresaron como mg/dL, mediante un patréon primario acuoso de glucosa de
100 mg/dL. Con un rango de medida desde el limite de deteccion de 0.3709 mg/dL hasta el
limite de linealidad de 500 mg/dL.
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Creatinina. Se analizd usando el kit comercial “Creatinine —J” (Spinreact S.A,
Espafia), el cual se basa en una reaccion de la creatinina con picrato alcalino, siguiendo las
especificaciones del fabricante. Se tomd una alicuota de 100 pL, a la cual se le adicion6 una
mezcla de acido picrico e hidroxido de sodio. Luego se tomd lectura a 492 nm, a los 30 y 90
segundos. Los resultados se expresaron en mg/dL y para la orina fueron corregidos por el
factor de dilucion para expresarlos en mg/24h. Con un patrén primario acuoso de creatinina

de 2 mg/dL y con limite de deteccion de 0.09 mg/dL hasta el limite de linealidad de 15 mg/dL.

Acido urico. Se determind por el método de uricasa, con el kit comercial “Acido
Urico-LQ” (Spinreact S.A, Espaiia), tomando una alicuota de 25 pL de la muestra, con
adicion de una solucidon que contenia un tampon (fosfatos pH 7.4 y DCPS) y enzimas
(uricasa, POD, ascorbato oxidasa y 4-AF), posteriormente, se sometio6 a bafio a 37°C, durante
5 min y se leyo absorbancia a 520 nm. Lo obtenido se expres6 en mg/dL en plasma y en
mg/24h en muestras urinarias. Se determin6 en contraste de un patron primario acuoso de
acido urico de 6 mg/dL. Desde el limite de deteccion de 0.01647 hasta el limite de linealidad
de 40 mg/dL.

Urea. Se efectu6 mediante el kit comercial “Urea-37” (Spinreact S.A, Espana). Se
tomo una alicuota de 50 pL. de muestra y se mezcld con 1 mL de o-Ftalaldehido (4.8 mmol/L)
y 1 mL de solucién borato (87 mmol/L) y acido sulftrico (3 mol/L), se mezcld y enseguida
se incubd 15 min a 37°C. Los datos obtenidos se expresaron en mg/dL en plasma y en g/24
h en orina. Se calcularon en contraste a un patron primario acuoso de urea de 50 mg/dL.

Desde el limite de deteccion de 0.7 al limite de linealidad de 200 mg/dL.

Proteinas totales. Se analiz6 con el kit “Proteinas totales. Biuret” (Spinreact S.A,
Espaia), partiendo de una alicuota de 25 pL, a la que se le adicion6 1 mL del reactivo que
contenia tartrato mixto de sodio y potasio (15 mmol/L), yoduro sodio (100 mmol/L), yoduro
de potasio (5 mmol/L), sulfato de cobre (5 mmol/L) e hidréxido de sodio (1000 mmol/L),
enseguida se incub6 5 min a 37°C y se leyo absorbancia a 540 nm. Las cifras obtenidas se
reportaron en g/dL y se calcularon en contraste a un patrén primario acuoso de albumina

bovina de 7 g/dL con un limite de deteccion de 0.007 g/dL, al limite de linealidad de 14 g/dL.
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7.13.5. Recoleccion de orina de 24 horas

Los animales se alojaron en jaulas metabodlicas para la recoleccion de muestras de

orina de 24 horas, posteriormente se tomaron alicuotas manteniéndolas a -20°C (794).
7.13.6. Ensayos bioquimicos en orina

Las muestras se centrifugaron después de recoleccion a 3000 rpm por 10 minutos a
4°C. Se llevé a cabo con el método propuesto por El-Menyiy et al. (123) para la
cuantificacién de creatinina, acido urico y urea. Las metodologias utilizadas para cada

biomarcador se describieron en la seccion 7.13.4.

7.13.7. Método de analgesia y eutanasia

Previo a la extraccion de los 6rganos, los animales se anestesiaron siguiendo las
recomendaciones y especificaciones de la Federacion de Asociaciones Europeas para la
Ciencia de los Animales de Laboratorio (FELASA) y la Asociacion Americana de Médicos
Veterinarios, de acuerdo con el siguiente protocolo: empleo de una dosis de 0.025 mg/kg de
buprenorfina (PiSA-Farmaceutica, México) para analgesia preventiva y pentobarbital (Pet’s
Pharma, México), a dosis de 70 mg/kg (via intraperitoneal), con fines de anestesia quirurgica.
Una vez obtenidos los organos, el método de eutanasia fue mediante la administracion de
pentobarbital de sodio (Pet’s Pharma, México) administrando una dosis de 150-270 mg/kg,
via intraperitoneal (195-197).

7.13.8. Analisis histolégico

Este procedimiento se efectué para conocer los efectos del producto sobre la
deposicion de cristales y la calcificacion en los tiibulos renales, después de un ayuno de 12
h, después se procedid a la nefrectomia bilateral, luego fueron lavados con NaCl 0.9% (PiSA-
Farmaceutica, México) y conservados en una solucion tamponada de formol (J. T. Baker®,

Espaia) al 10% y se conservaron finalmente a -20°C hasta su analisis (102,198,199).

El andlisis histopatologico se realiz6 conforme la metodologia de Narter et al. (74),

con la observacion al microscopio de secciones del 6rgano, por medio de la inclusion en
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parafina y tincion con hematoxilina y eosina (H&E, Merck®, Alemania), asi como mediante

luz polarizada, ambos procesos en 10x y 40x.

Se analizaron un promedio de 10-20 campos de cada seccion de tejido, para después
construir una escala para categorizar el dafio o la intensidad de cada indicador (degeneracion
renal, necrosis, inflamacion, urolitiasis, fibrosis y dilatacion tubular proximal), de la siguiente

forma (200):

a) Menos del 20% de los campos, correspondia la categoria de “no detectable” (-)

b) Identificacion en el 20-30% de los campos analizados, obtenia la denominacion de
“lesiones leves” (+).

c¢) En mas del 30% y hasta el 60%, correspondia la denominacion de “lesiones
moderadas” (++)

d) Mas del 60 al 90% de los campos, corresponde a la categoria de “lesiones focales
severas” (+++)

e) >90%-100%, denominacion de “lesiones difusas severas” (++++).
7.14. Analisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron por triplicado, a través del programa SPSS®,
expresandolos como la media y desviacion estandar, también se elaboré un andlisis de
varianza a una via (ANOVA), aplicando una prueba Tukey a las diferencias entre las medias,
asi como T de Student para con un nivel de significancia de p<0.05. Los resultados de la
cuantificacion de 4acidos grasos se analizaron y obtuvieron mediante el software

Origin2022b®.

8. RESULTADOS Y DISCUSION
8.1. Caracterizacion del alimento de diseiio
8.1.1. Identificacion y cuantificacion de flavonoides y acidos fendlicos

Los acidos fenodlicos y flavonoides, se consideran compuestos que le confieren a los
alimentos la capacidad antioxidante (20/) y que a su vez estan implicados en el mejoramiento

de la salud humana (202).
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Los resultados obtenidos de flavonoides se muestran en la Tabla 10. El contenido de
miricetina se encontr6 en el rango de 8.22-22.16 mg/100 g, en quercetina fueron de 5.82-
221.51 mg/100 g, para apigenina 2.1-24.60 mg/100 g y kaempferol 0.87-52.26 mg/100 g.
Los resultados muestran la identificacion de miricetina y apigenina en miel con la extraccion
de hidrolisis acida-etanol (HAE), encontrando concentraciones mas altas que los reportados
por Perna et al., (203). Por otro lado, se ha evidenciado que el uso de acetato de etilo junto
con hidrdlisis acida mejora la eficiencia de la extraccion de compuestos antioxidantes (204),
lo cual puede justificar la identificacion de estos flavonoides en el presente estudio.

La extraccion HAE en polen, también mostrd mejor eficiencia en la identificacion de
flavonoides, al reportar miricetina, quercetina, apigenina y kaempferol, con valores de hasta
61.184+0.36 mg/100 g, no obstante, hubo menor diferencia (p<0.05) en el contenido de
quercetina en la extraccion HAE con 42.90 mg/100 g, en comparacion con la extraccion
etanolica + sonicacion (EES) (61.18 mg/100 g). Esto se debe a que la sonicacion induce un
colapso de las burbujas por cavitacion, resultando en la destruccion de la pared celular y
permitiendo asi una mejor interaccioén del solvente, mejorando la eficiencia de extraccion
para algunos compuestos (205).

Entre los principales flavonoides reportados en jalea real incluyen flavonoles como
la quercetina, galangina y kaempferol, asi como flavonas, tales como apigenina, acacetina,
crisina y luteolina (206). De acuerdo con lo presentado en la Tabla 10, se observo la presencia
de quercetina (5.82+0.20 mg/100 g) mediante la extraccion HAAM (hidrolisis alcalina y
acida metanol). Con respecto a la apigenina, se identifico en dos métodos: HAAM y EE,
mientras que con el proceso EE su cuantificacion fue menor (2.15 mg/100 g, p<0.05). Esto
puede tener su origen a que este procedimiento implico el empleo de NaOH 2M previo a
hidrolisis con HCI. En este sentido, Jusoh et al. (207) han reportado que una molaridad
superior a 1M, puede disminuir la eficiencia de extraccion de los polifenoles, generando una
reduccion de 32 a 53%.

Finalmente, el propoleo represento las cifras mas altas significativamente para 3 de
los 4 flavonoides analizados. El rendimiento en la extraccion e identificacion de quercetina
alcanz6 una maxima eficiencia en EES comparado con las demas. Esta diferencia se debio al
efecto mecanico que provoca la sonicacidon, generando una mayor superficie de contacto

entre el solvente (etanol) y la muestra (208).
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Cabe mencionar que la eficiencia de la extraccion para la identificacion de los
flavonoides en los alimentos, esté4 relacionada a diferentes factores como puede ser el tiempo
de extraccion, el tipo de solvente, asi como la polaridad del compuesto bioactivo, y el empleo
de soluciones de solventes orgédnicos (generalmente al 50%), tiene un rendimiento de
recuperacion mas alto en comparacion al etanol absoluto, acetonitrilo y metanol absoluto
(209).

Tabla 10. Perfil de flavonoides (mg/100 g) de miel, polen, jalea real y propdleo mediante extraccion con
hidrolisis acida, éter y etandlica

Muestra Extraccion Miricetina Quercetina Apigenina Kaempferol
HAE 8.22+0.07¢ <LOD 3.26+0.09¢ <LOD
Miel HAAM <LOD <LOD <LOD <LOD
EES <LOD <LOD <LOD <LOD
HAE 21.06+0.67° 42.90+3.97¢ 19.43+1.73¢ 52.26+4.392
Polen HAAM <LOD <LOD <LOD <LOD
EES <LOD 61.18+0.36° <LOD <LOD
HAE <LOD <LOD <LOD 0.87+0.02°¢
Jalea real HAAM <LOD 5.82+0.20¢ 2.15+0.04¢ <LOD
EES <LOD <LOD 4.73+0.08¢ 5.58+0.01°
HAE 22.16+0.552 40.79+0.12¢ 24.60+2.422 <LOD
Propodleo HAAM <LOD 24.5842.17¢ 21.4440.02° <LOD
EES <LOD 221.514+0.90* <LOD <LOD

a-d | etras superindice indica diferencias significativas entre las muestras (p<0.05). Promedio de tres réplicas
y desviacion estandar. <LOD (15.6 pg/g) = valores por debajo del indice de deteccion. HAE=Hidrdlisis
acida-etanol; HAAM= Hidrdlisis alcalina y dcida-metanol; EES= extraccion etandlica + sonicacion.

Los resultados del perfil de acidos fendlicos en las muestras se presentan en la Tabla
11. Los intervalos de concentracién que se encontraron fueron: acido cafeico (1.12-37.83
mg/100 g), vanilico (2.21-5.29 mg/100 g), cumaérico (0.39-31.45 mg), feralico (1.36-55.73
mg/100 g), cinamico (0.53-11.6 mg/100 g), protocatecuico (22.32-31.85 mg/100 g). El acido

galico solo se identifico en la muestra de miel, con un valor de 4.02+0.01 mg/100 g.

Se observa que en miel, para la extraccion HAE (hidrolisis acida-etanol), se identifico
el acido cafeico y fertlico, mientras que en EES (extraccion etandlica + sonicacion) fue
galico y vanilico, siendo el gélico el mas alto (4.02+0.01 mg/100 g). Biesaga y Pyrzynksa,
(210) compararon la aplicacion de bafio con sonicacion y extraccion asistida por microondas,

en muestras con diluidas con agua acidificada y metanol, encontrando que el bafio con
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sonicacion puede lograr recuperaciones alrededor del 90% de los compuestos fendlico en

miel, aun en tiempos tan cortos como 5 min, pudiendo explicar los resultados en EES.

En cuanto al polen, el 4cido fertlico se encontro en los 3 tipos de extraccion, las cifras
mas altas (p<0.05) correspondieron a la extraccion EES con 55.73 mg/100 g. Se ha
mencionado que la recuperacion de los flavonoides en forma de agliconas (compuestos de
bajo peso molecular) y los dcidos fendlicos, se lleva a cabo eficazmente con disolventes como
éter dietilico y acetato de etilo (2//), no obstante, se puede apreciar que aun con el uso de
acetato de etilo o éter dietilico, la sonicacion de la extraccion EES, fue mas eficaz para la

recuperacion del acido fertlico en comparacion a los otros métodos.

En jaleareal, solamente en HAE se identifico el 4cido p-cumaérico, cindmico, mientras
que acido protocatecuico en la HAAM (hidrdlisis alcalina y dcida-metanol). Finalmente, en
propoleo los datos indican la presencia de acido cafeico, vanilico, fertlico cumarico y
cinamico, siendo el primero el predominante con 37.83 mg/100 g. Las diferencias
encontradas se deben a que el método HAE incluy6 una hidrolisis con temperaturas altas y
la EES requeria ultrasonido, deduciendo que para la recuperacion del acido cafeico la
sonicacion fue mas eficiente que el resto de los procedimientos. Por otro lado, los resultados
para el acido cafeico son menores a los reportados en muestras de propodleo originario de

Espaiia (6-60 mg/g) (212).

Aarabi et al. (213) estandarizaron un procedimiento de extraccion y purificacion del
acido ferulico, indicando que las condiciones Optimas se obtienen mediante una extraccion
alcalina con NaOH 2M, 12 horas y 41°C, por tanto, en el presente estudio en la HAAM, al
tener condiciones muy similares en su procedimiento, ocasioné mayor contenido comparado

con HAE en propdleo, siendo hasta 6 veces mayor.

Se ha evidenciado que los fitoquimicos tienen efecto coadyuvante en algunas
enfermedades, entre ellas, la urolitiasis. La quercetina actiia como inhibidor de la formacion
de cristales de oxalato (27/4). El kaempferol por su parte, ha demostrado un efecto atenuante
de los depositos de oxalato de calcio y de la lesion renal causada por la litiasis (275). Por otro

lado, en estudios in vitro, se ha establecido que el 4cido galico puede inhibir hasta en 57% la
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formacion de cristales de oxalato de calcio (276). El 4cido cafeico, por ultimo, ha descrito

efectos similares en un modelo de litiasis en ratas (217).

Ademas de los 4acidos fendlicos y flavonoides, existen otros compuestos con
capacidad antioxidante con interesantes mecanismos benéficos en la salud humana, entre

ellos sobresale el acido ascorbico.

57



Tabla 11. Perfil de acidos fenolicos (mg/100 g) de miel, polen, jalea real y propoleo mediante extraccion con hidrdlisis acida, éter y etanolica

., Acido Acido o 1 Acido Acido Acido Acido
Muestra Extraccion (1 . Acido vanilico g Lo C . .

galico cafeico cumarico ferulico cinamico protocatecuico

HAE <LOD 1.13+£0.04° <LOD <LOD 1.36+0.00f <LOD <LOD

Miel HAAM <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

EES 4.02+0.012 <LOD 2.21£0.04° <LOD <LOD <LOD <LOD

HAE <LOD <LOD <LOD 7.02+0.78° 17.17£1.30° 11.0607? <LOD
Polen HAAM <LOD <LOD 5.29+0.26* 22.76+0.06° 10.20+0.02¢ <LOD 22.32+0.19°

EES <LOD <LOD <LOD <LOD 55.73+£2.092 <LOD <LOD

Talea HAE <LOD <LOD <LOD 0.39+0.00¢ <LOD 0.53+0.00° <LOD
real HAAM <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 31.85+0.09*

EES <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

HAE <LOD 4.94+0.04° 3.91+0.84° <LOD <LOD 10.82+0.19° <LOD

Propoleo HAAM <LOD <LOD <LOD 31.45+0.60? 21.72+0.11° <LOD <LOD

EES <LOD 37.83+0.94* <LOD <LOD 15.54+0.214 <LOD <LOD

- . . . . . .

“ Letras superindice indica diferencias significativas entre las muestras (p<0.05). Promedio de tres réplicas y desviacion estandar. <LOD
(8.9 pg/g) = valores por debajo del indice de deteccion. HAE=Hidrolisis acida-etanol; HAAM= Hidrolisis alcalina y acida-metanol; EES=
extraccion etanolica + sonicacion.
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8.1.2. Contenido de acido L-ascérbico y acido L-dehidroascorbico en miel,

polen y jalea real

El 4cido ascorbico estd presente en una gran variedad de alimentos de origen vegetal
y en forma de suplementos, ademas esta implicado en multiples efectos para la salud humana,
como la biosintesis de colageno, metabolismo de proteinas, sintesis de neurotransmisores
(218), mejoramiento del sistema inmunologico, de la salud cardiovascular, entre otras (219).
El requerimiento promedio de este micronutriente en adultos se establece en 70 mg/dia para
mujeres y 90 mg/dia en hombres (220), su absorcion es dependiente de la dosis, se estima en
aproximadamente 70 a 90%, sin embargo, en dosis superiores a 1 g/dia, este porcentaje

decrece hasta un 50% (219).

El acido ascorbico puede perderse durante el almacenamiento de los alimentos y
convertirse a dcido L-dehidroascorbico (DHA), debido a condiciones cambiantes de pH, luz
u oxigeno (221), ello a causa de la oxidaciéon y la posterior degradacion a &cido

dicetogluconico (222).

Anteriormente se pensaba que debido a la inestabilidad del acido dehidroascorbico y
a su vida media en el organismo, no tenia alguna funcion reguladora o metabdlica, no
obstante, en la actualidad se establece que este compuesto puede ser un regulador de la
viabilidad de las células tumorales (223). Por tanto, la cuantificacion e identificacion del
acido ascorbico y dehidroascorbico resulta de vital importancia para la caracterizacion de los

alimentos.

En la Tabla 12 se muestra el contenido de &cido L-ascorbico (AA) y L-
dehidroascorbico (DHA) en miel, polen y jalea real. Los valores mas altos (p<0.05) para
ambos componentes se observaron en el polen, con 52.54 mg/100 g y 10.11 mg/100 g,

respectivamente.
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Tabla 12. Contenido de acido L-ascorbico y acido L-
dehidroascorbico (mg/100 g) de productos apiarios

- L Acido L-
Muestra  Acido L- ascorbico dehidroascérbico
Miel 1.5340.05¢ 1.59+0.14°
Polen 52.54+0.142 10.11+£0.942
Jalea real 11.03+1.04° 2.90+0.25Y

** Indica diferencias significativas entre las muestras
(p<0.05)

Los resultados del presente estudio en polen son mds altos en comparacioén a lo

descrito en polen originario de China (31.3 mg/100 g de AA y 2 mg/100 g de DHA) (160).

El efecto del acido ascorbico en la nefrolitiasis es controversial, se establece que el
acido ascorbico en exceso (con un aporte mayor a 1g/dia), pudiera aumentar la predisposicion
a la formacion de célculos cuando se administra en cantidades mayores de 500 mg/dia
(224,225), este riesgo pudiera ser de hasta un 41% mayor, en comparacién a un aporte
promedio de 90 mg/dia (§). No obstante, el alimento de disefio aporta aproximadamente
18.45 mg/100 g, por lo que ajustando a la dosis sugerida de 20-25 g por dia como méximo,

el aporte de acido ascorbico no seria contraproducente.

Ademas, se ha informado que la vitamina C actiia como un acidificante urinario eficaz
con efecto inhibitorio in vitro para la formacion de los cristales de estruvita (un componente
que puede ocasionar un tipo de calculo renal), siendo un agente protector potencial para los

pacientes con urolitiasis recurrente (131).

En lo que respecta al 4cido L-dehidroascoérbico (la forma oxidada del acido
ascorbico), se ha identificado como un agente para revertir el dafo renal en ratones en

senescencia (226).
8.1.3. Acidos grasos

El contenido de acidos grasos es otra caracteristica relevante en la calidad de los
productos apiarios, que pueden repercutir favorablemente en la salud general y renal. La
variabilidad de los acidos grasos, al igual que otros atributos, es dependiente del origen

botanico y geografico y de las metodologias aplicadas para el aislamiento de los mismos

60



(227). Todos los acidos grasos identificados fueron corroborados por su tiempo de retencion,
mediante el cromatograma de los estdndares (Anexo 6-9), en donde se identificaron en total
8: acido palmitico, palmitoleico, esteérico, oleico, linoleico, linolénico, cis-11 eicosenoico y
cis-13,16-docosadienoico. El porcentaje de acidos grasos presentes en cada muestra se

enlistan en la Tabla 13.

El contenido de los 4cidos grasos oscild entre 2.65 y 57.56 ug/100 g, correspondiendo
el valor minimo al 4cido palmitoleico en jalea real y mayor al dcido palmitico en el propdleo.
En el polen, el 4cido palmitico representd el 99.99% del total de los acidos grasos (Tabla 13).
De forma semejante, Margaoan et al. (228), establecieron que el acido palmitico puede
representar una proporcion importante, no obstante estos autores reportaron que represento

aproximadamente 30.93% en muestras de polen de Rumania.

La concentracién de los acidos grasos en el polen de abeja difiere de acuerdo con a la
estacion del afio de donde provengan, pudiendo encontrar mayor concentracion de acido
linolénico (C18:3), 4cido linoleico (C18:2) en otofo, mientras que en verano tiene una
concentracion mayor de acido palmitico (C16:0) y oleico (C18:1) (229), mismo que

concuerda con lo reportado en este estudio que es de polen recolectado en verano.

Tabla 13. Contenido de acidos grasos de productos apiarios

Muestra Acido graso %
Palmitico 99.99+0.000
Oleico 0.000340.000
Polen Linoleico 0.00020.000
Acido cis-11-eicosenoico 0.006+0.000
Palmitoleico 40.35+0.100
Jalea real
Linolénico 59.64+0.102
Palmitico 99.53+0.005
Estearico 0.0003+0.000
Propoleo .
Oleico 0.46+0.003
Acido cis-13,16 docosadienoico 0.002+0.000
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Con relacion a la jalea real, se encontraron dos acidos grasos (Tabla 13),
correspondiendo los mas altos al acido linolénico (59.64%). La poca diversidad en este
producto apiario, puede estar justificada al hecho de que una de las caracteristicas distintivas
en ella, es que alrededor del 80-85% son 4cidos grasos libres y s6lo una pequefia proporcion
estan esterificados (230). Ademas, aproximadamente del 80-90% de sus acidos grasos tienen
estructura diferente como es el caso del acido 10-hidroxi-2-decenoico (10-HDA), el acido
10-hidroxidecenoico (10-HDDA) y el acido sebacico (SEA) (55). Estos compuestos
mencionados previamente representan hasta el 3.5% de la muestra y son considerados como

parametro de calidad estandar internacional (23/-233).

Con respecto al propoleo, se observaron cuatro acidos grasos, en donde el acido
palmitico representd el 99.53% (Tabla 13). Esto concuerda con lo reportado en muestras de
Jordania, en donde este representd alrededor del 44.6% del total, seguido del acido oleico

con 24.6% (234).

Nutricionalmente hablando, la recomendacion del consumo de proporciones adecuadas
de omega-3 y omega-6, se basa en que las dietas actuales representan un mayor consumo de
acidos grasos omega 6, alcanzando una relacion de hasta 1:20 (235). La relacion Optima
recomendada se fijaen 3:1 a4:1 (236). De esta manera, su consumo equilibrado se considera
un factor determinante para la disminucion y control de enfermedades de origen coronario,
hipertension, algunos tipos de cancer, diabetes, entre otras (237). Por tal razén, en especial
la jalea real por su contenido de acido linolénico (163), puede ser un agente prometedor en

el alimento de disefio para mejorar la relacion de los acidos grasos omega-3 en la dieta.

Dentro de la patogenia de la litiasis renal, los acidos grasos omega-3 pueden actuar
como sustratos competitivos para la serie n-6, y de esa forma reducir la excrecion urinaria de
calcio y de oxalato (238). Y en lo que respecta a la serie omega-9, se ha sugerido su efecto

modulador de procesos inflamatorios y potencial anticancerigeno (239).

Otros componentes de importancia en el funcionamiento renal en general y en la
litiasis son los minerales, los cuales desempenan funciones especificas en su prevencion o
tratamiento. Los productos de la colmena contienen una gran diversidad de ellos y se

describiran a continuacion.
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8.1.4. Contenido de minerales

La composicion mineral de los productos de la colmena es un reflejo de las
caracteristicas del entorno, de las plantas, rocas, suelo y las regiones que visitan las abejas

(240—242), también se considera un indicador de contaminacion del medio ambiente (243).

Desde el punto de vista de la salud, la importancia de determinar la concentracion de
minerales parte del hecho de que son esenciales para el buen funcionamiento del organismo
ya que cumplen con funciones vitales, como la regulacion de los liquidos corporales, salud
cardiovascular, coagulacion y salud renal, por lo tanto, deben ser aportados en los alimentos
como el zinc, calcio, potasio, fosforo, sodio, hierro y magnesio (244). En contraparte, la
presencia de plomo, cadmio, arsénico en los alimentos representan un riesgo para la salud
humana debido a sus efectos nocivos y acumulativos (245), ocasionando alteraciones
metabolicas, nduseas, dolores de cabeza (246), cancer y alteraciones en el sistema nervioso

central (247,248).

Los valores obtenidos se presentan en la Tabla 14, en la que se observa una
variabilidad de 19 minerales en las muestras. El conjunto de datos arroj6 concentraciones en
el intervalo de 0.001-367.09 mg/kg, correspondiendo el valor mas alto al Na en miel, seguido
de los valores de este mismo elemento en propoleo y lo més para Co identificado en miel y

polen.

Con respecto al contenido de Pb, los valores mas altos se identificaron en el propoleo
con 3.73 mg/kg, seguido de la miel (0.67 mg/kg). En la actualidad, los niveles maximos
permitidos no estan establecidos, sin embargo, la Union Europea determina un limite maximo
de residuo con fines de exportacion de la miel entre 0.1-1 mg/kg (249). Por tanto, la miel
utilizada en el presente estudio se encuentra dentro los intervalos permitidos. Se establece,
ademas, que su presencia puede explicarse por la incorporacion no intencionada de particulas
en el néctar de las abejas, derivadas del trafico vehicular (250). Su toxicidad depende de la
ruta de exposicion (257), sin embargo, el Codex Alimentarius establece un limite de
exposicion de 25 pg/kg de peso corporal (252). Por tanto, el producto aportaria un
aproximado de 0.55 pg en una porcion de 20 g, es decir que representaria un 0.44% de este

limite en un adulto promedio de 70 kg.
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Tabla 14. Contenido de minerales de los productos apiarios (mg/kg)

Mineral Miel Polen Jalea real Propodleo
Al 0.26+0.01¢ 0.5840.03b 0.21£0.00¢ 1.16+0.002
Ba 0.006+0.00° 0.005+0.00° 0.002+0.03¢ 0.04+0.002
Ca 3.2540.02¢ 4.27+0.092 2.0440.02¢ 3.69+0.01°
Co 0.001£0.002 0.001+0.00? ND 0.002+0.00?
Cu 0.010+0.004 0.02+0.002 0.012+0.00¢ 0.014+0.00°
Fe 2.57+0.01° 1.8540.03¢ 1.17+0.014 11.99+0.022
K 203.37+0.952 134.75+2.77° 97.6+0.334 102.64+0.21¢
Mg 4.23+0.034 13.75+0.32? 6.10+0.05¢ 7.16+0.03b
Mn 0.16+0.00¢ 0.21+0.00b 0.05+0.00¢ 0.39+0.002
Mo 0.03+0.00? 0.02+0.00? 0.01£0.002 0.02+0.002
Na 367.09+4.542 171.86+0.54¢ 125.47+0.274 210.55+0.46°
Ni 0.43+0.002 0.28+0.00° 0.21+0.004 0.2740.00¢

P 4.73+0.024 58.45+0.172 35.00+0.15° 11.83+£0.01°¢
Pb 0.67+0.01° 0.55+0.00¢ 0.41+0.004 3.73+0.002
Sn 0.21+0.002 ND ND 0.03+0.00°
Sr 0.13+0.00° 0.16+0.00* 0.08+0.00¢ 0.17+0.002
Ti 2.05+0.02b 1.0140.02¢ 0.53+.004 2.3140.022
\% ND ND ND 0.03+0.00

Zn 0.76+0.00¢ 0.85+0.00° 0.49+0.00¢ 1.01+£0.05*

ad Indica diferencias significativas entre las muestras (p<0.05). ND= No detectado.

Con respecto al polen, se establece que su recoleccion debe estar alejada al menos 3
km de zonas industriales o de areas agricolas manipuladas con pesticidas, para asegurar
cantidades de Pb menores de 0.5 mg/kg (253). No obstante, estos hallazgos superan
levemente el limite anteriormente mencionado, pero no se identificaron otros metales

pesados como cadmio y arsénico.

En el contenido de K en las muestras de polen, fueron menores a los identificados en
un estudio de Serbia, reportando una concentracion de hasta 4230 mg/kg, magnesio en un

intervalo de 503-964 mg/kg, ademas de otros componentes como Zn, Fe, Mn y Ca (254).

Con respecto al propdleo, el mineral predominante fue el Na, seguido por el K (102.64
mg/kg) y Fe (11.99 mg/kg), ademas se exhibe la presencia de V, clemento no encontrado en
el resto de las muestras. Estos resultados difieren con los presentados por Matuszewska et al.
(164), al reportar un menor contenido de Na y mayor concentracion de Fe, en comparacion
al propdleo analizado. El vanadio es un mineral de transicion que deriva de los combustibles

fosiles, el cual puede distribuirse en el ambiente cuando se combina con el oxigeno y
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contaminar las muestras de propoleo de las zonas donde las abejas llevan a cabo su

recoleccion (255).

La importancia de analizar el perfil de minerales en el alimento de disefio radica en
la relevancia clinica y nutricional que algunos de ellos pudieran tener como el Zn, el cual
puede actuar como un auxiliar en la prevencion y tratamiento de enfermedades virales, como
el COVID-19 (256) u otras afecciones como la diarrea (257) y la depresion (258). Del mismo
modo, se sabe que la deficiencia de Fe es el causante principal de anemia en el mundo (259).
Por ello, un adecuado consumo de los minerales, en especial de Zn, Fe, Ca, K y Mg,
contribuye positivamente a la salud humana, asi entonces, los datos previamente demostraron
que los productos de la colmena estudiados (miel, polen, jalea real y propodleo) como

ingredientes del alimento de disefio, son una fuente valiosa de micronutrientes.

Ademas, entre los minerales que han demostraron un efecto benéfico en el tratamiento
de la urolitiasis sobresale el Mg, ya que cuando existe una baja eliminacion urinaria de este
mineral se relaciona con la formacion de calculos renales, indicando que aquellos individuos
con un buen aporte y por ende una mayor eliminacion urinaria de Mg se asocia con menor
incidencia de la enfermedad (727), deducciones similares detallan Wu et al. (260) afiadiendo
que este mineral puede desempefar un papel relevante en la prevencion y tratamiento de los
calculos renales. El1 K administrado en citrato, por su parte, reduce la recurrencia de calculos

renales de oxalato de calcio, teniendo ademas un efecto benéfico para su expulsion (261).

Cabe mencionar, que derivado de este analisis fue posible establecer que el alimento
de disefio cubriria los siguientes % IDR en una porcion de 100 g, de los principales minerales
de relevancia: Ca 0.04-0.25%, Fe 1.3-2%, Mg 0.17-0.22%, Zn 0.45-0.55% y K 0.49-0.65%
(262,263).

8.2. Parametros fisicoquimicos durante el almacenamiento

Otras caracteristicas a evaluar en cualquier producto alimenticio, son sus cambios en
los parametros fisicoquimicos y su monitoreo a lo largo del tiempo, y en diversas condiciones
de temperatura contribuye al establecimiento de su inocuidad y cumplimiento de los atributos

necesarios que aseguren una buena calidad del mismo. Por lo que, en este apartado se
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presentan los principales hallazgos sobre los cambios del alimento disefio, frente al
almacenamiento, debido a que no existe evidencia un producto con las mismas materias
primas, se discutird comparando con estudios que involucren la combinacién de uno o dos
productos apiarios (miel-polen, miel-propdleo, etcétera), o bien con Unicamente con miel

puesto que es el ingrediente mayoritario, al representar 66%.
8.2.1. pH, acidez e HMF (hidroximetilfurfural)

Un almacenamiento adecuado se considera fundamental para preservar la calidad de
los alimentos, debido a que su composicion y caracteristicas se puede ver alterada por

reacciones de oxidacion y fermentacion (264).

En la Figura 7 se muestran los valores obtenidos de pH, para la muestra almacenada
a tres diferentes temperaturas (4, 24 y 37°C). El resultado fluctué entre 3.67-4.15. Las cifras
mas altas se ubicaron en el dia 1 para todas las temperaturas, esto puede ser atribuido a la
reduccion progresiva de la humedad frente al almacenamiento, generando asi una
concentracion de los componentes responsables de la acidez como los dcidos organicos,
dando como lugar pH mas bajos (265). No obstante, comparando con el dia 30, los datos
demuestran que este indicador tuvo diferencias estadisticamente significativas entre las
temperaturas analizadas, observando los mas bajos en 4°C y 24°C. Esto fue semejante a lo

mencionado por Monggudal et al. (266) en miel almacenada durante 6 meses (3.57-4.30).
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Figura 7. Cambios de pH del alimento de disefio durante el almacenamiento. A°B Indica diferencias
significativas entre las muestras por dia de almacenamiento (p<0.05). *¢ Indica diferencias significativas
entre la misma muestra a diferentes dias de almacenamiento (p<0.05).

La acidez oscild en el intervalo de 13.33-39.77 mg/kg, correspondiendo el mayor
valor al dia 1 del almacenamiento en 24°C, asi como el mas bajo en el dia 30 (Figura 8). En
la miel, este parametro se considera un indicador de deterioro frente a la fermentacion post
cosecha (267), relacionado con la pérdida de calidad del producto y la disminucion del pH
(268). Estos resultados, estuvieron por debajo del limite maximo establecido por el Codex
Alimentarius para la acidez en miel (<50 mEq/kg) (269), sugiriendo asi un almacenamiento

adecuado y sellado correcto de los recipientes (270).
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Figura 8. Acidez del alimento de disefio en el almacenamiento. A-B Indica diferencias significativas entre
las muestras por dia de almacenamiento (p<0.05) ¢ Indica diferencias significativas entre la misma
muestra a diferentes dias de almacenamiento (p<0.05).

La tendencia observada para este indicador (Figura 8) es debido al contenido de
acidos organicos, (especialmente el dcido gluconico) que, en equilibrio con ésteres y lactonas
ocasionan cambios en este parametro (277). A su vez, este mecanismo en conjunto con los
valores de pH refleja las modificaciones que el alimento presenta por la descomposicion de
proteinas, grasas y otros elementos, accion de enzimas, produciendo gases acidos y alcalinos
(272), los cuales son liberados a medida que transcurre el almacenamiento ocasionando
fluctuaciones (273). Finalmente, el comportamiento encontrado, fue semejante al reportado

por Da Silva en muestras de miel (274).

Por ultimo, el contenido de hidroximetilfurfural (HMF), fue dependiente de los dias
de almacenamiento y la temperatura, manifestando un aumento gradual en todas las
condiciones con cifras de hasta 1115.75 mg/kg (Tabla 15). Se puede observar que las cifras
finales fueron 3.88, 7.34 y 297 veces mayores (4°C, 24°C y 37°C, respectivamente), con el
dia 1.

68



La importancia de medir y establecer las mejores condiciones para la regulacion del
HMF, se debe a que el consumo de productos que lo contienen puede ocasionar efectos
negativos en la salud humana como genotoxicidad, carcinogenicidad (275) y citotoxicidad
(276). Se estima que su consumo en una dieta promedio es de 2.5mg/kg/dia (277), por lo que

un exceso en la ingesta de este puede repercutir desfavorablemente en la salud.

Por otro lado, el Codex Alimentarius establece un limite maximo en la miel de zona
no tropical de 40 mg/kg (278). Con base en ello, se observd que los valores en el producto
almacenado a 4°C y 24°C se mantuvieron dentro de lo establecido, no siendo asi en la muestra

a 37°C, la cual lo superd después del dia 30 de almacenamiento (Tabla 15).

Las concentraciones mas bajas de HMF se hallaron en la muestra almacenada a 4°C.
Este mecanismo se debe a que las bajas temperaturas retrasan la degradaciéon de los
alimentos, limitando las reacciones quimicas (279). Ademas, la produccion del HMF se ve
altamente favorecida por la presencia de otros compuestos como los oligosacaridos y
polisacaridos, que ocasionan la formacion de cetohexosas, por medio de la hidrolisis (280).
Por tanto, el contenido de HMF del producto, pudo haber sido influenciado por la temperatura

del almacenamiento y por el contenido de fructosa.

Tabla 15. HMF (mg/kg) del alimento de disefio durante el almacenamiento

Dia 4°C 24°C 37°C
1 2.20+0.09 Be 2.26+0.10 Bf 3.9540.25 Ad

30 3.52+0.08 Bd 3.80+0.21 Be 31.89+3.134d
60 5.53+0.40 Be 6.38+0.29 Bd 375.2743.12 A¢
90 5.76+0.03 Be 8.73+0.23 Be 670.10+£5.29 Ab
120 7.09+0.01 Bb 11.4140.40 B® 1115.75+69.07 As
150 8.2340.75 Ba 11.75+0.52 Bb 1104.78+74.79 As
180 8.55+0.29 Ba 16.61+0.20 B2 1175.24427.96 A

AB Indica diferencias significativas entre las muestras por dia de
almacenamiento (p<0.05). *¢ Indica diferencias significativas entre la misma
muestra a diferentes dias de almacenamiento (p<0.05).

El comportamiento de la muestra a 37°C, fue similar a un estudio de almacenamiento
de miel a 35°C durante 9 meses, alcanzando 353.09 mg/kg (281). Otro estudi6 también
analizo el efecto de la temperatura en miel almacenada 24 meses a 3 temperaturas (4°C, 25°C

y 35°C), encontrando mayores alteraciones en la temperatura mas alta (282), superando los
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limites establecidos por el Codex Alimentarius. Por otra parte, la incorporacion de los otros
constituyentes (productos apiarios), pudo haber incrementado el contenido de HMF per se.
Juszczak et al. (283), evaluaron el impacto de la incorporacion de polen, jalea real o propdleo
a muestras de miel sobre la concentracion de HMF e indicaron que estos generan influencia

en el siguiente orden polen>jalea real>propdleo.
8.2.2. Actividad de agua (aw)

El monitoreo de la ay en los alimentos contribuye a describir la influencia del agua
sobre reacciones que inducen deterioro fisico y quimico (284). La ayw en soluciones acuosas
de azucar (como la miel) se ve afectada por la concentracion e interacciones agua-agua,

azUcar-azUcar y agua-azucar, asi como la temperatura (285).

Las levaduras osmofilicas son las responsables de la fermentacion en la miel, las
cuales pueden crecer hasta en una ay de aproximadamente 0.6, por tanto, un valor cercano a
esta cifra indicaria la predisposicion para el crecimiento de levaduras y fermentacion (286).
Los resultados estuvieron en el rango de 0.593-0.683 (Tabla 16), encontrando que, en la
muestra almacenada a 4°C, fue la condicion donde exhibié una tendencia al aumento
conforme los dias de almacenamiento. Sin embargo, comparando por cada temperatura en el
inicio y final del almacenamiento, la ay fue mayor significativamente en el dia 120
(especialmente en la condicion de 4°C), esto indicaria que el incremento gradual estaria

relacionado con la cantidad de glucosa cristalizada (166).

Tabla 16. Resultados de ayw del alimento de disefio durante el almacenamiento

Dia 4°C 24°C 37°C

1 0.593+0.002 Ad 0.593+0.002 Af 0.593+0.002 Ad
30 0.666+0.003 A° 0.666+0.003 A° 0.666+0.003 A
60 0.679+0.001 A° 0.655+0.001 Bd 0.604+0.001 ¢
90 0.679+0.001 B° 0.683+0.002 A2 0.671+0.001 <°
120 0.681+0.001 A° 0.645+0.002 Be 0.677+0.002 A2
150 0.689+0.001 A2 0.667+0.002 B° 0.668+0.001 ¢©
180 0.678+0.001 A° 0.667+0.001 Bbe 0.668+0.001 Bb

A€ Indica diferencias significativas entre las muestras por dia de
almacenamiento (p<0.05).*° Indica diferencias significativas entre la misma
muestra a diferentes dias de almacenamiento (p<0.05).
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Este proceso de cristalizacion facilita la formacion de monohidrato de glucosa, dando
lugar a la liberacion del agua de hidratacion, resultando en una ganancia neta del agua activa
en la solucion (286,287), ello explicaria el comportamiento encontrado en la muestra frente

al almacenamiento.

Se ha evaluado este parametro en muestras de miel encontrando un valor de 0.470 a
0.589 (288), siendo similares con la muestra durante el primer dia de almacenaje. No
obstante, las variaciones y comportamiento observado, puede deberse a la adicion de las otras
materias primas. Por ejemplo, se ha descrito que el propodleo en extracto puede alcanzar una
aw de hasta 0.876 (289), por tanto al ser un componente del alimento de disefio pudo haber

modificado este indicador.
8.2.3. Evaluacion del color

Los resultados obtenidos del producto a lo largo del tiempo y a las diferentes
temperaturas se muestran en las Figuras 9-13. Se observa un patron cambiante para los
puntajes de luminosidad (L*), a lo largo del tiempo y por temperaturas, los mas bajos
significativamente, correspondieron al alimento de disefio almacenado a 37°C, mientras que
en el de 4°C fueron mayores. Las muestras durante el almacenamiento mantuvieron este
parametro de manera similar, con una ligera tendencia a disminuir en el ultimo dia. El
producto analizado (alimento de disefio, dia 1-120), exhibi6 cifras en el intervalo de 26.54-

50.36.

La mayor tasa de cambio de la luminosidad en la muestra a 37°C, pudo deberse al
efecto que ejercid la temperatura, en conjunto con algunos otros cambios como el contenido
de humedad o la oxidacion de los polifenoles (290), caramelizacion, reacciones de Maillard

(291) y la reduccion de los aztcares que influyen en esta reaccion (292).
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Por su lado, en la muestra a 24°C, las cifras se mantuvieron relativamente constantes,
con pocos cambios (Figura 9). Similar comportamiento fue descrito por Piotraszewska-Pajak
y Gliszczynska-Swiglo (293), los cuales almacenaron miel polaca a temperatura ambiente,

durante 9 meses y encontraron que esta condicion no alter6 la luminosidad.
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Figura 9. Luminosidad del alimento de disefio durante el almacenamiento. A€ Indica diferencias
significativas entre las muestras por dia de almacenamiento (p<0.05). ' Indica diferencias significativas
entre la misma muestra a diferentes dias de almacenamiento (p<0.05).

En lo que respecta a la coordenada a* (Figura 10). El alimento de disefio a 4°C y 24°C
exhibieron puntajes positivos (+a*), que indica coloracion roja. En contraparte, las cifras mas
bajas significativamente correspondieron a 37°C (-3.04), en donde ademas se puede apreciar
que a esta temperatura en los primeros 60 dias, se identificaron valores positivos y

posteriormente, se cambiaron a la tendencia verde.
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Figura 10. Valores de a* del alimento de disefio en el almacenamiento. A€ Indica diferencias significativas
entre las muestras por dia de almacenamiento (p<0.05). *¢ Indica diferencias significativas entre la misma
muestra a diferentes dias de almacenamiento (p<0.05).

Similar comportamiento tuvo la muestra a 37°C en la coordenada b* (Figura 11). Los
mas altos significativamente, se aprecian en la muestra a 4°C en todos los dias del
almacenamiento, mientras que los mas bajos corresponden al conservado a 37°C. Estas
diferencias se pueden deber a que las dos primeras temperaturas (4 y 24°C), presentaban
mayor cristalizacion, por ende, presentaban cambios en las propiedades Opticas del producto,

generando mayor presencia de cristales finos (292), dando como resultado cifras mas altas.

73



45

Aa
40 Ab N Ab
Ab p—— = T i
35 Wi
L b S
-  Ac Ac
30 L Aa I Ba o e - Ad
I T Bb ) T
* - 4 )
1 _ —e—4°C
ﬁ 25 Bb Bb .
'E Bb 24°C
S 20 T
3 Cb : Bc ——37°C
15 F———_
Ba
10 Cc
.
cd
5 cd Ce . Ce
e e o e — s — © 7 -
0
0 30 60 90 120 150 180

Dias

Figura 11. Valores de b* del alimento de disefio en el almacenamiento. A Indica diferencias
significativas entre las muestras por dia de almacenamiento (p<0.05). ¢ Indica diferencias significativas
entre la misma muestra a diferentes dias de almacenamiento (p<0.05).

Por otra parte, los valores de croma (C*) en las muestras (Figura 12), tuvieron una
tendencia variable en las diferentes temperaturas, manifestando que la muestra de 24°C y
37°C, fueron mas marcada hacia la disminucion, al comparar el dato inicial y transcurridos
los 180 dias, pasando de 35.05 a 21.84 y de 14.97 a4.27, respectivamente, indicando cambios
en la pureza del color. Por otro lado, el mantenimiento de estos en lo positivo, indica una
dispersion de la luz en el cuadrante I, correspondiendo a componentes amarillo y rojos
mayoritariamente (294). No obstante, se puede apreciar que, al aumentar la temperatura se
presentd un decremento del valor. Esto pudiera sugerir degradacion de algunos pigmentos

como el betacaroteno (295), aunado a la reduccion progresiva del puntaje de a* y b* (296).

El angulo hue (°h) oscil6 entre 62.58-135.46, correspondiendo el minimo y maximo
al producto a 37°C, al dia 60 y 120, respectivamente (Figura 13), ademéas al comparar por
dias de almacenamiento, las cifras mas altas siempre se identificaron en la muestra a 37°C.

En consecuencia, se deduce que aquellos con una cifra entre 10-80°, se ubicarian en el primer

74



cuadrante con tonalidad de naranja-rojizo a amarillo-anaranjado, indicando una saturacion
de media a baja (297), por ende, cuando esto se ve superado, las muestras estarian mas

saturadas (nivel de moderado a alto).
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Figura 12. Valores de Chroma del alimento de disefio durante el almacenamiento. A Indica diferencias
significativas entre las muestras por dia de almacenamiento (p<0.05). ** Indica diferencias significativas
entre la misma muestra a diferentes dias de almacenamiento (p<0.05).
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Figura 13. Valores de hue en el almacenamiento. A€ Indica diferencias significativas entre las
muestras por dia de almacenamiento (p<0.05). ¢ Indica diferencias significativas entre la misma
muestra a diferentes dias de almacenamiento (p<0.05).

8.2.4. Efecto de la temperatura sobre los parametros de calidad del producto

Los modelos cinéticos en alimentos, es un proceso que facilita el analisis de las
condiciones de procesamiento sobre parametros criticos de calidad, con el objetivo de
minimizar los efectos no deseados y optimizar su calidad (298). Para poder describir la
influencia de la temperatura sobre el deterioro de los alimentos, es necesario la determinacion
de la constante de reaccion y la energia de activacion, todo ello se obtiene mediante analisis

de regresion (299).

El modelamiento cinético se aplicd para todos los atributos que se evaluaron durante
el almacenamiento, sin embargo, solo para HMF (hidroximetilfurfural) se obtuvieron
coeficientes con mejor ajuste. Esto puede ser debido a que este componente ha sido
reconocido como un factor critico para evaluar el deterioro en algunos alimentos a causa del

calentamiento excesivo o durante condiciones de almacenamiento inadecuadas (300).
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En la tabla 17, se presenta el coeficiente de regresion para las diferentes temperaturas
y su ecuacion correspondiente obtenida mediante regresion lineal de HMF. Los mas altos
(R?) se obtuvieron para el orden cero con 0.9712, 0.9791 y 0.9418 para las muestras
almacenadas a 4, 24 y 37°C, respectivamente. Este mismo comportamiento ha sido
mencionado en otras investigaciones, manifestando que la cinética de formacién del HMF
corresponde a orden cero (30/—303), lo que indicaria que la formacion de este compuesto no

es dependiente de la concentracion inicial de algin componente del producto (304).

Tabla 17. Coeficientes de regresion lineal a diferentes temperaturas

Temperatura de almacenamiento

Orden de 4°C 24°C 37°C
reaccion
R R2 R
Cero 09712 0.9791 0.9418
Primer 0.9046 0.9479 0.8078
Segundo 0.8044 0.8182 0.4990

Mediante la linealizacion de los resultados (Anexo 10), se determiné la constante de
velocidad (k) (m=k), las cuales se muestran en la Tabla 18. Las mas bajas se identificaron en
el producto almacenado a 4°C, indicando que la formacion de HMF, se mantiene mas estable
en esta condicion respecto al resto de las temperaturas.

Para el tiempo de vida media (Tabla 18), la condicion de 4°C evidencio los valores mas altos,
mientras que a medida que la temperatura de almacenamiento fue mayor, el tiempo de vida
fue disminuyendo. Esto puede deberse a los cambios en los azucares reductores durante el
almacenamiento, por lo que estos componentes se acumulan mas rapido a temperaturas mas
altas, impactando en el tiempo de vida media (305). Ademads, cabe mencionar que este

mecanismo tiene su explicacion en la deshidratacion de los azucares (principalmente

fructosa) (306).

Tabla 18. Constantes de velocidad (k) y tiempo
de vida media (t1,2) del producto

Temperatura (°C) k ti/2 (dias)
4 3.69x10-2 29.81
24 7.55x10-2 14.57
37 7.5205 0.23

77



Tabla 19. Calculo para determinar el efecto de la temperatura en el HMF (con
ecuacion de Arrhenius)

T (K) T (°C) /T (1/K) k Lnk
277.15 g 3.6x10-3 3.69x10-2 -3.2995
297.15 24 3.3x10-3 7.55x10-2 -2.5836
310.15 37 3.2x10-3 7.5205 2.0176

Conociendo las constantes de velocidad de deterioro, se calculd el Ln £y 1/T (K)
(Tabla 19) y posteriormente se graficoé (Ln k versus 1/T), para conocer la energia de
activacion, obteniendo un valor de E, de 105246.92 kJ mol ' (1.0524692x 10° kJ mol ).
Este resultado fue menor a lo informado por Lopez-Rodriguez (307) y Lazcano et al. (308),
en miel originaria de Oaxaca y Puebla, México, respectivamente. Lo cual significa que la
reaccion del HMF se lleva a cabo con mayor rapidez en alimento de disefio comparado con
muestras de miel. Esto puede deberse a las diferencias del producto en el contenido de acido

ascorbico y de acidos organicos (309).
8.2.5. Evaluacion sensorial

Los atributos sensoriales se consideran elementos primordiales que el consumidor
aprecia y observa desde el primer contacto con los productos alimenticios, habitualmente las
evaluaciones sensoriales se categorizan a partir de diversos descriptores para identificar

caracteristicas mas especificas (310).

Por otro lado, el almacenamiento prolongado puede causar la aparicion de aromas y
sabores diferentes afectando su calidad sensorial (37/). Algunos aromas indeseables, estan
relacionados a reacciones de caramelizacion y de Maillard influenciadas por la temperatura
a la que se almacena (3/2). Este analisis se realizé con la finalidad de conocer y monitorear
los atributos sensoriales del alimento de disefio, durante un almacenamiento prolongado. El
promedio de edad de los panelistas se encontrd en el intervalo de 23 a 57 afios (media de

40.88+12.03 afios), de los cuales el 73.07% fueron mujeres y el 26.92% hombres.

En la Figura 15, se muestra el comparativo durante el almacenamiento de los

descriptores del examen visual, olfativo, gustativo y tactil del alimento de disefio (con un
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total de 9 atributos (color, fluidez, granulosidad, calidad e intensidad olfativa, calidad

gustativa, persistencia, estructura fisica y viscosidad).

En lo general, se aprecia que el nivel de aceptacion del producto fue menor en el dia
1 en comparacion al resto de los dias, ya que se identificaron valores mas bajos para 5 de 9
atributos (6.46+1.43 para color, 7.37+1.99 de calidad olfativa, 7.15+£1.80 en la intensidad
olfativa, calidad gustativa con 5.76+2.61 y persistencia (5.92+3.04)). En contraparte, se
obtuvieron cifras mas altas en 4 de 9 parametros en el dia 120, los que correspondieron a
fluidez, calidad olfativa, gustativa y viscosidad (7.80+1.44, 8.07+0.97, 7.92+1.19 y

7.73+1.97, respectivamente).

En lo que respecta al examen visual, se puede observar que los panelistas refirieron
puntajes similares en los diferentes dias de almacenamiento en la fluidez y color, encontrando
nivel de agrado mayor para la primera caracteristica en el dia 120 y en 180 para color, esto
pudiera indicar que una menor cristalizacion se relaciona con un color mas agradable. Esto

concuerda con lo reportado por Patrignani et al. (3/3), en mieles de Argentina

Por otra parte, la granulosidad hace referencia a la percepcion del tamafio de granulos
o cristales que se distinguen en el producto, mismo que repercute en la primera impresion
visual (3/4). En el presente estudio, en todos los periodos analizados se denotaron similares

cifras de nivel de agrado (exceptuando el dia 30 y 90).

Segtn Patrignani et al. (3/3), la granularidad esta correlacionada con el contenido de
HMEF. Esto coincide con lo obtenido en HMF en el presente estudio, ya que a medida que
incremento, la granularidad también lo hizo. A su vez, se ha informado, que una mezcla de
miel con 25% de polen, reduce la uniformidad y la claridad, asociada a un incremento de la

adhesividad y mayor arenosidad (375).
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Figura 14. Nivel de agrado del alimento de disefio durante el almacenamiento.

Para los atributos olfativos (calidad e intensidad olfativa), se encontraron ligeros
cambios positivos en los puntajes de calidad e intensidad del olor, con una tendencia poco
variable entre los diferentes dias a partir del dia 30, similar efecto se puede apreciar en el
examen gustativo, donde se observd un mejoramiento en la aceptacion del retrogusto,

indicando una menor percepcion de caracteristica por los panelistas.

Los puntajes del examen gustativo y tactil, fueron incrementando gradualmente su
nivel de aceptacion, sugiriendo asi, un potencial de compra por consumidores habituales de
miel. Esto se asocia con lo manifestado en un estudio sensorial, aplicado en muestras de miel
originarias de Eslovaquia, en donde menciona que el criterio mas importante para la decision

de compra, esta asociado a la consistencia, prefiriendo aquellas con mas fluidez (316).
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La aceptabilidad general de un producto, es dependiente de la sensacion que el
panelista experimenta al evaluar un alimento, la cual se ve influida por las condiciones
culturales y econdémicas (3/7), por esta razon se recomienda que las pruebas de nivel de
agrado se apliquen a consumidores para determinar el grado de afinidad del producto como
indicativo real de compra (3/8). La suma de puntaje del nivel de agrado de las diversas
categorias y atributos contribuy6 a la valoracion de la aceptacion general del alimento de
disefio, en caracteristicas que iban desde “no aceptable” (puntaje total <32) a “excelente”
(>78). Los cambios mas representativos (dia 1, 90 y 180), se muestran en la Figura 20 y el

resto de los periodos (30, 60, 120 y 150) analizados en el Anexo 11.

El puntaje general se categorizO como bueno, no obstante, algunos participantes
refirieron percibir un sabor amargo en el producto en especial en los primeros dias del
almacenamiento, esto podria estar influenciados por los fenoles, ya que ademas de ser un
causal de la percepcion de la astringencia, olor y sabor de los alimentos, también en el
amargor (319). Por otra parte, la incorporacion del propoleo le puede conferir a los alimentos
un sabor amargo y pungente, debido a un compuesto llamado artepillina C (320). Esto
concuerda con lo mencionado por Habryka et al. (321), al informar que la adicion de propoleo
a la miel, puede modificar la turbidez al mismo tiempo que ocasiona presencia de regusto,

disminucioén del sabor dulce, especialmente cuando se adiciona en proporciones superiores a

0.5%.

‘

Las categorias denominadas “insuficiente” y “no aceptable” se encontraron en 4%
al inicio del almacenamiento (dia 1), sin embargo, se enmascararon en el periodo intermedio
(dia 90) y final (dia 180). De forma semejante, la categoria de “no satisfactorio”, tuvo un
decremento al término del andlisis, cambiando de 11% a 8% (Figura 16), por tanto, lo anterior
sugiere que los puntajes de juicio mejoraron al finalizar el almacenamiento, causando un

incremento en la aceptacion.

En cuanto al juicio de defectos visuales, se observa en la tabla 20 que la categoria de
“ausentes” fluctuo en el intervalo de 57.7-88.46%, correspondiendo este valor mas alto a la
proporcion de panelistas que refirieron que la muestra no tenia estos defectos en el dia 120.
Por otra parte, 26.9% de los evaluadores encontraron al dia 1 defectos leves, siendo el

porcentaje mayor durante todos los dias del almacenamiento.
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Figura 15. Categorias generales de aceptacion. A: Dia 1. B: Dia 90. C: Dia 180.
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Tabla 20. Percepcion de juicio de defectos visuales.

DI Ausentes Apenas perceptibles Leves Presentes Graves
“ Frecuencia % Frecuencia % Frecuencia % Frecuencia % Frecuencia %
1 15 57.70 3 11.5 7 26.90 1 3.80 0 0
30 18 69.20 3 11.5 5 19.20 0 0.00 0 0
60 21 80.80 2 7.70 0 0.00 3 11.50 0 0
90 22 84.62 3 11.50 0 0.00 1 3.80 0 0
120 23 88.46 2 7.70 1 3.80 0 0.00 0 0
150 22 84.46 3 11.50 1 3.80 0 0.00 0 0
180 22 84.62 2 7.70 0 0.00 1 3.80 1 .80
Tabla 21. Percepcion de juicio de defectos olfativos.
Dia Ausentes Apenas perceptibles Leves Presentes Graves
Frecuencia % Frecuencia % Frecuencia % Frecuencia % Frecuencia %
1 19 73.08 4 15.40 1 3.80 2 7.70 0 0
30 16 61.54 5 19.20 3 11.50 2 7.70 0 0
60 21 80.77 2 7.70 3 11.50 0 0.00 0 0
90 21 80.77 4 15.40 0 0.00 1 3.80 0 0
120 23 88.46 2 7.70 1 3.80 0 0.00 0 0
150 23 88.46 2 7.70 1 3.80 0 0.00 0 0
180 22 84.62 2 7.70 0 0 1 3.80 1 3.80
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Respecto a los defectos olfativos, se observo una tendencia hacia el mejoramiento del
juicio ya que al final del almacenamiento la ausencia correspondi6 al 84.62% (exceptuando
el dia 30), mientras el porcentaje superior se percibio en los dias 30 y 60 para la categoria de
“leves”, no obstante, en el dia 180, el 3.8% de los panelistas refirid que tenia defectos

“graves” (Tabla 21).

Para los gustativos, se encontr6 que este indicador presentd defectos leves percibidos
en todos los dias de almacenamiento, correspondiendo la més alta proporcion en el dia 1
(Tabla 22). Sin embargo, se identifico una tendencia de desaparicion de los defectos ya que

su ausencia se percibio en un 30.76% mas al final del almacenamiento.

La Tabla 23, demuestra que los panelistas percibieron menos defectos tactiles
presentes en el dia 120, en cambio, en los dias 90, 150 y 180, 3.8% encontraron graves
imperfecciones en la muestra asociados a “pegajosidad excesiva no agradable”. En cuanto a

los defectos leves la mayor proporcidon de esta categoria correspondio al dia 30.
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Tabla 22. Percepcion de juicio de defectos gustativos.

Ausentes Apenas perceptibles Leves Presentes Graves
Dia
Frecuencia % Frecuencia % Frecuencia % Frecuencia % Frecuencia %
1 9 34.62 3 11.5 4 15.40 4 15.40 6 23.10
30 14 53.85 2 7.7 5 19.20 5 19.20 0 0
60 15 57.69 4 154 3 11.50 3 11.50 1 3.80
90 17 65.38 3 11.5 3 11.50 2 7.70 1 3.80
120 16 61.54 4 154 3 11.50 3 11.50 0 0
150 18 69.23 3 11.5 3 11.50 1 3.80 1 3.80
180 17 65.38 1 38 4 15.40 2 7.70 2 7.70
Tabla 23. Percepcion de juicio de defectos tactiles.
Ausentes Apenas perceptibles Leves Presentes Graves
Dia
Frecuencia % Frecuencia % Frecuencia % Frecuencia % Frecuencia %
1 16 61.54 5 19.20 4 15.40 1 3.80 0 0
30 15 57.69 5 19.20 6 23.10 0 0.00 0 0
60 20 76.92 3 11.50 2 7.70 1 3.80 0 0
90 20 76.92 2 7.70 2 7.70 1 3.80 1 3.80
120 21 80.77 2 7.70 1 3.80 2 7.70 0 0
150 18 69.23 5 19.20 1 3.80 1 3.80 1 3.80
180 20 76.92 2 7.70 2 7.70 1 3.80 1 3.80
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Con respecto a los aromas predominantes, se encontré que las categorias mas
comunes en todos los intervalos de evaluacion fueron las de caldo, floral/frutal, lefioso y
fresco (Tabla 24). La categoria de caldo se percibié como predominante en el dia 1, mientras
que el aroma de tipo floral/frutal se percibié como mayoritario en los dias 30, 120 y 180. En
cuanto al aroma fresco, este se percibio en los dias 90, 150 y 180, para el lefioso s6lo se
percibié como dominante en el dia 1. Estos hallazgos concuerdan con los descritos en mieles
de Argentina, al presentar caracteristicas aromaticas predominantes similares, incluyendo
aroma floral, frutal y melaza/caldo (322,323). Ademas, es importante sefialar que a lo largo
del mundo, la familia de aromas florales, frutales y frescas, son las mas apreciadas por los

consumidores (324).

Las notas quimicas, se percibieron en porcentajes de 7.69% en el dia 120 y 3.85 en el
dia 1 y 90. Finalmente, la categoria de petroquimico no fue referida en ningln intervalo de
valoracion. Con respecto a la categoria aromatica quimica, se ha manifestado que su
identificacion en muestras de miel, es atribuido a la incorporacién de polen (325), siendo el

posible origen de este descriptor en el alimento de disefio.

Se establece que el aroma de la miel depende de la concentracion de diversos acidos
organicos y aminoacidos (326). Ademas, Kortesniemi et al. (327), establecieron que dentro
de los elementos para la decision de compra de los productos de miel, se encuentran la
relacioén sabor/consistencia, influyendo en una proporcion del 76 y 65%, respectivamente.
Las variaciones de las subcategorias aromaticas predominantes en los diferentes intervalos
de evaluacion se presentan en la tabla 25. Las notas florales se encontraron en los dias 30 y
90. La percepcidn de aromas resinoso (propoleo/resina de pino) se present6d en el dia 1, 30 y
120, las notas frutales asociadas a la inclusioén de polen, correspondieron a los dias 60 y 120.
En cuanto a la subcategoria fresco (relacionado a notas de menta, eucalipto, anis) fue
predominante en los dias 30, 60 y 150, a su vez el descriptor aromatico citrico se percibio en

los dias 60 y 180.

Finalmente, cabe destacar que el descriptor picante fue mayormente referido en el dia
90 con una proporcion de 11.54%, mientras que la subcategoria de medicina se percibioé con

mayor puntaje en el 120 (Tabla 25).
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Tabla 24. Percepcion de aromas predominantes por categoria.

Aroma Dia 1 Dia 30 Dia 60 Dia 90 Dia 120 Dia 150 Dia 180

predominante Frecuencia % Frecuencia %  Frecuencia %  Frecuencia %  Frecuencia %  Frecuencia %  Frecuencia %
Caldo 6 23.08 3 11.54 6 23.1 2 7.69 4 15.38 6 23.08 3 11.54
Floéizgguta 5 19.23 8 30.77 23.1 7 26.92 7 26.92 7 26.92 7 26.92
Fresco 5 19.23 6 23.08 8 30.8 9 34.62 4 15.38 8 30.77 7 26.92
Lefoso 6 23.08 5 19.23 4 154 3 11.54 5 19.23 2 7.70 5 19.23
Vegetal 4 15.38 3 11.54 2 7.7 4 15.38 4 15.38 3 11.50 4 15.38

Quimico 0 0.00 1 3.85 0 0.00 1 3.85 2 7.69 0 0.00 0 0
Total 26 100.00 0 100 0 100 26 100 0 100 0 100 26 100
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Tabla 25. Percepcion de aromas predominantes por categoria secundaria.

c ) Dia 1 Dia 30 Dia 60 Dia 90 Dia 120 Dia 150 Dia 180
ategoria Subcategoria Frecuencia %  Frecuencia %  Frecuencia %  Frecuencia %  Frecuencia %  Frecuencia %  Frecuencia %
Quemado 1 3.85 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 3 11.54 1 3.85
Cald Fruta cocida 3 11.54 3 11.54 2 7.69 1 3.85 0 0.00 2 7.69 1 3.85
e Caramelizado 1 3.85 0 0.00 4 15.38 0 0.00 3 11.54 1 3.85 1 3.85
Sutil 1 3.85 0 0.00 0 0.00 1 3.85 1 3.85 0 0.00 0 0.00
Floral/fruta Floral 2 7.69 4 15.38 2 7.69 5 19.23 3 11.54 4 15.38 4 15.38
fresca Frutal 3 11.54 3 11.54 4 15.38 2 7.69 4 15.38 3 11.54 3 11.54
Fresco Fres.co 2 7.69 4 15.40 4 15.38 3 11.54 3 11.54 7 26.92 2 7.69
Citrico 3 11.54 3 11.54 4 15.38 5 19.23 1 3.85 1 3.85 5 19.23
Seco 0 0.00 0 0.00 1 3.85 0 0.00 0 0.00 2 7.69 1 3.85
Lefioso Resinoso 4 15.38 4 15.38 2 7.69 1 3.85 4 15.38 0 0.00 4 15.38
Picante 2 7.69 1 3.85 1 3.85 3 11.54 1 3.85 0 0.00 0 0.00
Vegetal Fresco 3 11.54 1 3.80 0 0.00 3 11.54 2 7.69 1 3.85 0 0.00
Seco 1 3.85 2 7.69 2 7.69 2 7.69 2 7.69 2 7.69 4 15.38
Quimico Medicina 0 0.00 1 3.85 0 0.00 0 0.00 2 7.69 0 0.00 0 0.00
Total 26 100 26 100 26 100 26 100 26 100 26 100 26 100
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8.3. Contenido, capacidad antioxidante y quelante del alimento de diseiio durante el

almacenamiento.

Los resultados del contenido de fenoles totales, acido ascérbico, capacidad
antioxidante y quelante del alimento de disefio durante el almacenamiento se muestran en la

Tabla 26.

El contenido de fenoles totales se mantuvo constante durante el primer y segundo
mes, con concentraciones en el intervalo de 173.56-185.83 mg EAG/100 g, se observa una
disminucion en los periodos evaluados (17%), entre el dia 60 y 90 y se mantuvo relativamente
constante hasta el término del almacenamiento con 157.29 mg EAG/100 g. Hubo una pérdida
de 12.85% entre el dia 1 y el 180. Esto se considera comparable a lo identificado por Zarei,
et al. (265), en donde reportaron un mantenimiento del contenido hasta el tercer mes de
almacenamiento de una miel multifloral, con una reduccion de hasta 30% durante 12 meses
A su vez, los datos encontrados fueron semejantes a los de una mezcla de miel con 0.3% de
propdleo (328) y mayores a los informados por Habryka et al. (329), en una miel enriquecida
con 1% de extracto de propdleo (133.60 = 0.55 mg EAG/100 g) (321) y por otros
investigadores en mieles turcas. Este decremento de los compuestos fendlicos pudiera

deberse a la degradacion mediada por la oxidacion e hidrélisis (330).

En el contenido de acido ascorbico, se muestra una tendencia al decremento con 44.15
a 28.34 mg EAA/100 g, no encontrando diferencias significativas del dia 1 hasta el 60,
correspondiendo el valor mas bajo al tercer mes. El almacenamiento tuvo un impacto
significativo sobre esta caracteristica, presentando reduccion del 32.83% entre el inicio y
final del almacenamiento. Uno de los factores que pudieran condicionar esta disminucion, es
la oxidacion originada por el peroxido de hidrégeno por accion de la glucosa-oxidasa y

catalasa (331).

Con respecto a la capacidad antioxidante, para el ensayo DPPH"" se aprecid un
comportamiento variable durante los intervalos de evaluacion, encontrando cifras mas altas
en el dia 30, 120 y 180 y los més bajos significativamente en el dia 150 (1264.44 pmol
ET/100 g). Ademas, al contrastar el dia 1 y el 180, se denota un incremento considerable de

2.19 veces al final del almacenamiento. De forma similar, Fauzi y Farid (332), encontraron
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un aumento de hasta del 70%, en muestras de miel almacenadas durante un ano. Kallithraka,
Salacha y Tzourou (333), descubrieron un comportamiento similar, en muestras de vino
blanco (almacenamiento 9 meses) y le atribuyeron este efecto a que los fenoles oxidados,
pueden dar lugar a la formacion de nuevos antioxidantes, entre ellos las quinonas, generadas
a partir de polifenoles, mediante oxidacion enzimdtica o autoxidacion, implicadas en el
pardeamiento, cambios en el aroma y deterioro nutricional en los alimentos, pero con

importancia farmacéutica, al actuar como agentes quimiopreventivos (334).

Los valores presentados a excepcion del dia 150, fueron mayores a los indicados en
muestras de miel enriquecida con 25% de polen de abeja (375). Similar efecto fue
demostrado, en una miel con 10% de propdleo y jalea real, manifestando que conduce a un
incremento de la capacidad antioxidante con valores de hasta 437 pmol ET/100 g (335), sin

embargo, fueron menores a los encontrados en este trabajo.

Tabla 26. Contenido y capacidad antioxidante del producto durante el almacenamiento (en 100 g de

muestra).

Dia Fenoles Ascorbico DPPH'* ABTS™ FRAP % Actividad

(EAG) (mg EAA) (umol ET) (mg EAA) (umol Fe*?) quelante
1 180.49+1.60° 44.57+0.50° 3643.33+0.00° 60.67+1.73P 18.75+0.158 44.10+0.77%°¢
15 185.83+7.28%  43.71+2.39° 3773.33+186.60° 56.23+4.40 19.86+0.30F 41.87+2.95%
30 184.49+6.15>> 45.15+1.32% 7486.66+351.10*° 53.83+1.31° 21.15+0.09¢ 43.21+1.17%¢
60 173.56+5.10°  43.27+0.25° 3271.11+110.90° 57.92+1.60° 21.47+0.01¢ 45.85+1.20%°
90 143.60+0.40¢  28.34+0.43° 3371.11+41.94°  77.47+3.73? 28.76%0.332 42.36+1.53P¢
120 140.58+3.02¢  34.14+0.25° 7531.11+19.24° 82.09+3.06° 25.99+0.59¢ 40.54+3.38¢
150 145.65+2.57¢ 28.63+0.25° 1264.44+203.60° 76.76+3.312 26.96+0.18° 41.74+0.13b¢
180 157.29+1.11¢  29.94+1.00° 7986.66+260.30° 81.83+0.47° 25.10+0.20¢ 40.87+0.99¢

*¢ Indica diferencias significativas entre la misma muestra a diferentes dias de almacenamiento (p<0.05).

La capacidad antioxidante determinada por el método de ABTS™ presentd un
incremento significativo a partir del tercer mes alcanzando el valor méximo en el cuarto mes
(82.09 mg EAA/100 g). El aumento de la capacidad antioxidante al final del almacenamiento
fue de 34.87%.

Por su parte, la capacidad antioxidante cuantificada por el método de FRAP revelo
una tendencia cambiante al transcurrir el almacenamiento, correspondiendo las cifras mas
altas y bajas en el tercer mes y en el primer dia, respectivamente. Los valores entre el inicio

final, se vio incremento de aproximadamente 33.86%. Estas cifras fueron menores a los
y 5
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reportados por Juszczak et al. (336), en donde observaron una capacidad antioxidante de
hasta 295.49.31 umol Fe*?/100 g, en una mezcla de miel con 0.5 a 0.8% de jalea real y los
obtenidos en una mezcla de miel con 25% de polen presentaban cifras de hasta 1328 pmol
Fe*?/100 g (315). Estos datos difieren de los reportados en una miel multifloral almacenada

12 meses, en donde se encontrd un decremento de hasta 55.01% (265).

En general, estas fluctuaciones en la capacidad antioxidante por los diversos métodos,
se pueden deber a la generacion de productos de la reaccion de Maillard, los cuales pueden

actuar como antioxidantes (337,338).

Por otro lado, los agentes quelantes de metales en los alimentos se consideran
antioxidantes secundarios con capacidad para disminuir el potencial redox y por ende
estabilizar los iones metalicos oxidados (339). Los valores encontrados estuvieron en el rango
de 40.54 a 45.85%, correspondiendo la més alta y mas baja al dia 120 y 60, respectivamente,
en donde al comparar los valores iniciales y finales, s6lo hubo una reduccion del 3.23%

(Tabla 26).
8.4. Bioaccesibilidad in vitro

La bioaccesibilidad de un alimento es definida como aquella fraccion que ha sido
liberada de la matriz alimentaria por la accion de enzimas mediante el proceso de la digestion
y que estd disponible para su absorciéon (340). Diversos compuestos sufren estas
modificaciones y pueden tener comportamientos variables frente a diferentes ensayos de
capacidad antioxidante (341).

Los compuestos fendlicos en los alimentos se encuentran principalmente
como ésteres, glucdsidos y polimeros, sin embargo, de esta forma no son absorbibles,
por lo que requieren ser hidrolizados (342). Se estima que el 48% de estos se digieren
en intestino delgado, 42% en intestino grueso y el 10% restante, se mantiene intacto
en la matriz alimentaria, exceptuando las agliconas, ya que estas si atraviesan las
membranas biologicas (343). En la Tabla 27, se presenta el comparativo del
contenido, capacidad antioxidante y actividad quelante de la muestra original (antes
del proceso de digestion) y posterior al proceso digestivo in vitro (fraccion

bioaccesible) y el comportamiento de la bioaccesibilidad de estos compuestos y
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capacidad antioxidante durante el almacenamiento.
Se presentd un aumento considerable en estos atributos (contenido de antioxidantes y
capacidad antioxidante), en todos los ensayos a excepcion del acido ascorbico y DPPH™, los

cuales no se detectaron.

Previamente, se ha informado la baja bioaccesibilidad de la vitamina C en los modelos
de digestion in vitro de mieles (344), debido a su inestabilidad y reactividad al oxigeno y pH
alcalino después de la digestion (345). Con respecto a DPPH™, la baja actividad, se ha
atribuido a los diversos comportamientos de los compuestos antioxidantes presentes en los
productos apiarios, sin embargo, la evidencia no profundiza especificamente sobre el tipo de

elementos responsables de este efecto (346).

Para la muestra no digerida, los fenoles totales fueron de 180.49 para el dia 1 y de
157.29 mg EAG/100 g, para el dia final del almacenamiento. En la fraccion bioaccesible
incrementaron los CFT en una proporcion de 7.69 veces en la muestra correspondiente al dia
1 y 8.77 veces para el dia 180, sin diferencias significativas entre los dos periodos de
almacenamiento. Esto concuerda con lo reportado por Alevia et al. (347), los cuales
identificaron un incremento después de la bioaccesibilidad, pero con concentraciones de

alrededor de 200 mg EAG/100 g en muestras de miel.

Otro estudio, también describi6 un efecto semejante en una miel enriquecida con alga
espirulina (Spirulina platensis), observando valores de 2263 mg EAG/100 g de contenido
fenolico total (94). En polen, por el contrario, se ha descrito un perfil decreciente después de
la fase intestinal, alcanzando un minimo de 80 mg EAG/100 g (96). Con respecto al propoéleo,
Ozdal, et al. (100) identificaron hasta 55526.70 mg EAG/100 g en la fase intestinal de
muestras originarias de Turquia, siendo mayor al obtenido en inicio y final del

almacenamiento del alimento de disefio.

De forma semejante, la capacidad antioxidante por ABTS’ aumento
significativamente en el dia 1 y 180 con 552.85 y 968.14 mg EAA/100 g (9.11 y 11.83 veces,
respectivamente mas, con respecto a la muestra original). En cuanto al ensayo de FRAP,

arrojo cifras de 18.64 y 25.10 pmol Fe™/100 g, para el inicio y final del almacenamiento,
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respectivamente. Sin embargo, los datos exhiben un aumento en ambos, después de la
bioaccesibilidad (63.45 y 42.58 umol Fe*?/100 g), siendo 3.40 y 1.69 veces mayor,

respectivamente.

O'Sullivan et al. (348) y Cianciosi et al. (349), observaron una disminucion de la
capacidad antioxidante en miel posterior a la digestion, no obstante, las cifras reportadas en
estos estudios, fueron superiores (110 y 136.84 umol Fe*?/100 g, respectivamente).
Comportamiento contrario fue identificado en propdleo turco, obteniendo una importante
reduccion de la capacidad antioxidante en la fase post digestion intestinal siendo hasta 59
veces menor con respecto a la muestra fresca (99). Finalmente, para la actividad quelante, se

observd un incremento con respecto a la muestra original, de 19.99% (dia 1) y 57.03% para
el dia 180.
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Tabla 27. Bioaccesibilidad in vitro del alimento de disefio al inicio y final del almacenamiento.

. Fenoles totales (mg EAG/100 g) ABTS(mg EAA/100 g) FRAP (umol Fe™%/100 g)
Dia p . p
Antes Después Antes Después Antes Después
1 180.49+1.602 1387.62£3.15%* 60.67+1.73° 552.85+12.07%* 18.64+0.18° 63.45+0.528*
180 157.29+1.11° 1379.66+17.76%* 81.82+0.402 968.14+10.77 ** 25.10+0.20? 42.58+0.850*

b Indica diferencias significativas entre el dia 1 y 180, antes y después de la bioaccesibilidad (p<0.05). *Indica diferencia entre el misrr



El mejoramiento de la capacidad antioxidante, posterior a la digestion intestinal
pudiera ser debido a que los cambios del pH durante el proceso, mejoran la estabilidad de
algunos polifenoles (350). Por ejemplo, el &cido cafeico, la quercetina, y el 4cido clorogénico,
son altamente estables a pH bajo (alrededor de 2, fase gastrica) (350,351). Por lo tanto, las
condiciones de las diferentes fases de la digestion contribuyen a la liberacion de los
componentes, los cuales interaccionan con otros como las proteinas y minerales (352,353),
resultando en un incremento de la bioaccesibilidad de los compuestos fendlicos y de la
capacidad antioxidante (354). No obstante, la presencia de azlcares reductores, pueden
ocasionar sobrestimacion del contenido fenolico total y la capacidad antioxidante (355,356),
por lo que en el alimento de disefio, este componente estimado en 42% , pudo influenciar

considerablemente.
8.5. Toxicidad oral aguda del producto (DLs5o)

La evaluacion de la toxicidad de un producto alimenticio, se considera necesario para
efectos regulatorios para estimar los peligros potenciales de los productos quimicos en los
seres humanos, como guia en la seleccion de las dosis para estudios de toxicidad a largo plazo

0 como una pauta de seguridad para estudios que involucran el uso de animales (357).

De acuerdo con lo observado mediante esta prueba, el alimento de disefio no ocasiond
mortalidad, cambios en el comportamiento o alteraciones fisicas en los animales de ningun
grupo experimental. Estas observaciones fueron similares a las reportadas por Burdock (358),

en muestras de propodleo, sugiriendo asi que el producto es seguro para su consumo.

A continuacidn, se detallaran los hallazgos identificados en el peso y el analisis macroscopico

de los 6rganos.
8.5.1. Monitoreo del peso

El registro de peso de los animales de experimentacion durante la prueba sub-aguda
del alimento de disefio se presenta en la Figura 16. En los niveles de dosis administrados
(250, 500, 1000 mg/kg/dia) del alimento de disefio, no manifestaron diferencias significativas
sobre el peso. Después del periodo de observacion, el menor peso se identifico en el grupo

administrado con la mayor dosis, con 267.5+5.25 g, mientras que el mayor peso, en el grupo
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administrado con 250 mg/kg (295.5£15.84 g). El peso al final del analisis (dia 15) fue
semejante entre los grupos, no obstante, la administraciéon de 1000 mg/kg, pudo tener un

efecto sobre el control del aumento de peso en los animales de experimentacion, aun no
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Figura 16. Monitoreo de peso durante la prueba de toxicidad en 3 niveles de dosis. ? Indica diferencia
significativa entre grupos (p>0.05).
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Un estudio revelo el efecto de la miel para el control del aumento de peso en ratas
Sprague-Dawley alimentadas con una dieta alta en grasas, mostré un mejoramiento del
metabolismo de los lipidos, evito el aumento de peso y redujo significativamente el peso de
los 6rganos (359). De forma semejante, se ha descrito que la administracion de miel a dosis
de 500, 750 o 1000 mg/kg, es un agente prometedor para la reduccion del Indice de Masa
Corporal (IMC), indice de adiposidad, peso relativo de los 6rganos de ratas y en el perfil de
lipidos (360). Otra investigacion manifiesta que el consumo de miel en dosis de 1g y 2 g/kg
en ratas, es seguro y protege el aumento de peso, mejora los niveles de triglicéridos e induce
un aumento del nivel de colesterol HDL (3617). El consumo de miel en adultos con obesidad

(70 g/dia), comparado con sucrosa, también ha exhibido un efecto benéfico en la reduccion
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del IMC, al mismo tiempo que generd un decremento significativo de los triglicéridos y

proteina C reactiva (362).
8.5.2. Analisis macroscopico de higado y rifion

El presente trabajo reveld que la administracion continua del producto no ocasiona
efectos adversos por la exposicion constante, al no observar cambios notables en la
coloracion, forma y disposicion de los 6rganos (higado, rifion derecho e izquierdo). La Figura
17, presenta a detalle la evidencia fotografica del estado de los 6rganos del grupo control y
el tratado con la dosis de 1000 mg/kg/dia. En el grupo control se aprecia un estado normal
de los o6rganos, color caracteristico, sin evidencia ni ninguna alteracion. De forma semejante
con la con la dosis més alta (1000 mg/kg/dia), se presenta morfologia normal en higado y
rifidn (derecho e izquierdo), presentando una coloracidn caracteristica, sin presencia de tejido

cicatrizado, manchas o abultamientos.

Rifiénizquierdo  Rifién derecho Higado Higado (acercamiento) Rifidn izquierdo Rifién derecho Higado  Higado (acercamiento)

Rifién izquierdo Rirénderecho Higado Higado (acercamiento) Rifién izquierdo Rifién derecho Higado Higado (acercamiento)

A. Grupo control B. Grupo 1000 mg/kg

Figura 17. Comparativo morfolégico de rifion e higado de ratas Wistar control y tratadas con 1000
mg/kg/dia del alimento de disefio.

Lo anterior concuerda con lo manifestado por Ponte et al. (363) en un extracto herbal
con propdleo y miel, al no reportar alteraciones anatomicas en los érganos, ni muerte, siendo
seguro hasta una dosis de 15 mL/kg. También, la valoracion de la toxicidad aguda y crénica
de una formulacién de jalea real, propdleo y veneno de abeja, manifestd que la dosis letal 50
(DLso) excedia los 5000 mg/kg, indicando que su consumo era seguro y confiable, puesto
que ademads no se presentaron alteraciones histoldgicas en los animales (/02). Hina Kausar

y Ram More (101), establecieron que el consumo de jalea real es seguro hasta una dosis de
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2000 mg/kg. Cabe mencionar que la jalea real en el producto representa el 2%, por lo que la
proporcion afiadida al alimento de disefio no superd la dosis evaluada en el estudio

mencionado previamente.

Por lo consiguiente, una vez que se estimoé y establecié la seguridad del alimento de
disefio se procedid a evaluar el efecto en la urolitiasis mediante un modelo animal en ratas

Wistar.
8.6. Efecto antilitiasico del producto

8.6.1. Analisis de peso, volumen urinario y pH de la orina de los grupos

experimentales (pre y post induccion)

La ingestion de etilenglicol (EG), es un precursor de oxalato que ocasiona lesion renal
aguda desde las 24 hasta las 72 horas posteriores a su administracion (364), resultando en
hiperoxaluria, cristaluria, sobresaturacion e inactivacion de agentes preventivos de la
formacion de caélculos renales (365). El pH normal de la orina en humanos es
aproximadamente 6 aunque puede fluctuar entre 4.5 hasta 8.3 (366). La evidencia sugiere
que el pH urinario interviene en la formacion de los calculos renales, desde la cristalizacion,
crecimiento y agregacion (367,368). En condiciones patologicas, el valor de pH refleja los
trastornos en el equilibrio acido-base, de modo que valores por debajo de 4.5 es el resultado
de procesos correctivos y de compensacion de la acidosis metabolica, mientras que cifras de
8 0 mas son indicativos de acidosis tubular renal, alcalosis metabolica y respiratoria, asi como

la presencia de infecciones bacterianas del tracto urinario (369).

En la Tabla 28, se muestran los anélisis de peso, volumen urinario y pH urinario de
los grupos experimentales. El peso promedio de los animales de experimentacion no se
increment6 de forma significativa en la fase pre-tratamiento ya que estuvo en el rango de
254.67 y 278.67 gy en la fase post de 354.46 a 367.46 g, sin diferencias significativas en
ambos periodos, ello indicaria que la ingesta regular del producto no impactdé en este

parametro en ninguna fase del analisis.

Ademas, los productos apiarios pueden tener efectos benéficos para el control del

peso. La miel consumida durante 4 semanas (1 o 2 g/kg), en ratas ha exhibido efecto protector
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sobre la ganancia de peso en ratas alimentadas con una dieta alta en grasas (370). En un
estudio clinico aleatorizado de pacientes con diabetes, demostrd que al consumirse en dosis
de 1000 mg/dia, durante 8 semanas, presentaron una disminucion significativa del peso (371).
En otro estudio se encontrd que el propoleo (extracto, 50 mg/kg), después de ser administrado
durante 30 dias, se establecié como coadyuvante en el tratamiento de la obesidad, al impactar
favorablemente en el peso de ratones (372). El volumen urinario basal fue homogéneo en los
grupos, sin diferencias significativas (p<(0.05) en la fase pre, encontrandose en el intervalo
de 13.4-18 mL/dia y 13.2 y 20.83 mL/dia en la post induccion, identificando las cifras mas
altas en los grupos EG y EG+AD. Este rango, fue similar al reportado en un estudio que
analiz6 el efecto antilitidsico del &cido fertilico (administracion de 40 y 80 mg/kg), al

describir un volumen entre 10.64 a 18.21 mg/dL (373).

Tabla 28. Peso y caracteristicas urinarias (pH y volumen) de los grupos experimentales.

Peso (g) Volumen urinario (mL) pH
Grupo

Pre Post Pre Post Pre Post

Control  269.41+10.07* 354.46+12.93%" 13.40+3.20°  13.20+2.71° 7.85+0.28* 8.51+0.50*"
EG 278.67+7.25* 359.57+11.68*" 18.00+2.09*°  21.33+7.68*  7.92+0.30* 8.13+0.45%"
AD 273.83+17.20° 359.20£19.30°" 14.16+4.91*  15.00+3.74*> 7.76+0.23* 7.76+0.38?
AD+EG 254.67£17.94* 359.36+25.44*" 16.60+£3.77*  20.83+£2.22* 7.73+£0.21*2 7.35+0.53¢
EG+AD 267.67£20.06* 367.46+22.36%" 15.00+£1.78* 18.83£1.722%* 7.76+0.40* 7.34+0.21°
¢ | etras superindices indican diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos experimentales. * Indica
diferencias significativas (p<0.05) entre el mismo grupo antes (Pre) y después de la administracion (Post).
Control= ad libitum; EG= etilenglicol al 0.75%; AD=alimento de disefio; AD+EG= alimento de disefio y
etilenglicol (preventivo); EG+AD= etilenglicol y transcurridos 14 dias, administracion del alimento de
disefio (correctivo/terapéutico).

Para el pH basal (pre), no se observaron diferencias estadisticamente significativas,
en cambio, en la fase post, se identificaron valores mas altos en los grupos control, EG y AD.
Se encontré un comportamiento similar por el consumo de una formulacion herbal
denominada “lithocare®”, al reportar un pH urinario mayor en el grupo de EG (9.48) contra
7.14 de la formulacion herbal (374).

Los resultados del presente estudio concuerdan con Abhirama y Shanmuga Sundaram
(375), informando cifras de pH en el intervalo de 6.80 a 8.2, correspondiendo las mas altas
al grupo tratado con etilenglicol y las mas bajas aquel tratado con un extracto de Biophytum

sensitivum, una planta originaria de la India.
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Por otra parte, de acuerdo a Elghouizi et al. (376), el polen de abeja es un producto
apicola eficaz para reducir la proteinuria, como ahorrador de potasio y por lo tanto pudiera
tener efecto en la elevacion del pH urinario durante la litiasis, ello puede estar explicando

parte del efecto encontrado en este indicador en el presente estudio.

8.6.2. Evaluacion clinica urinaria (prueba rapida) de los grupos experimentales

durante la administracion

En la Tabla 29, se puede observar que la cifra més baja corresponde a AD y AD+EG.
Esto indica que estos grupos, presentaron menor excrecion de componentes urinarios
(cristales de oxalato, 4cido turico, creatinina, etcétera), ya que la alta densidad urinaria es un
indicativo de la cantidad de componentes urinarios solubilizados y es inversamente

proporcional al volumen urinario (359).

Tabla 29. Test urinario general de los grupos experimentales

Urobilinégeno  Sangre Cetonas Proteina  Leucocitos

Grupo Densidad

mg/dL cel/uL

Control 1.015 0.20 --- 15.00 30.00 15.00

EG 1.015 0.20 --- 15.00 30.00 15.00
AD 1.010 0.20 --- --- 15.00 ---
AD+EG 1.010 0.20 --- --- --- ---
EG+AD 1.015 0.20 0.15 15.00 30.00 ---

Control= ad libitum; EG= etilenglicol al 0.75%; AD=alimento de disefio; AD+EG= alimento
de disefio y etilenglicol (preventivo); EG+AD= etilenglicol y transcurridos 14 dias,
administracion del alimento de disefio (correctivo/terapéutico).

El urobilinégeno es un componente que se origina por la conversion de la bilirrubina
en los intestinos, mediada por enzimas bacterianas, una pequefia parte se excreta en la orina
(377). Los datos observados evidenciaron cifras de normalidad, por lo que se deduce, lo que

indicaria correcta metabolizacion del mismo en los animales (entre 0.1 a 1 mg/dL) (378).

En cuanto a la hematuria, se identifico la presencia de trazas en el grupo EG+AD
(grupo 5). Esto puede deberse a los efectos toxicos del etilenglicol y a su capacidad para
irritar la mucosa géstrica, ocasionando hemorragias focales (379). Con respecto a la
proteinuria, éste se identificd en 30 mg/dL en todos los grupos experimentales excepto en el

grupo AD, este dato puede sugerir una disminuciéon de la funcion renal (380). No obstante,
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este parametro por si solo no es concluyente, pero si cuando se encuentran otros elementos

como hematuria, tal como se aprecia en EG+AD.

Finalmente, para el resto de los parametros urinarios evaluados mediante este

proceso, no se identifico bilirrubina, ni glucosa en ninguno de los grupos experimentales.
8.6.3. Examen microscopico del sedimento urinario

El andlisis macroscopico de la orina es un proceso relevante en la nefrologia para
obtener informacion detallada de los elementos presentes en ella, tanto para el diagnostico
como para el esclarecimiento de alteraciones renales junto con la exploracion fisica, pruebas

de suero y urinarias (381).

Los modelos animales de induccién de célculos comparados a los humanos se
consideran analogos en cuanto a estructura y composicion, por tanto, los modelos disponibles
son una herramienta experimental para describir la fisiopatologia. La administracion de
etilenglicol en animales de experimentacion, es uno de los mas utilizados en la investigacion
para inducir litiasis, por el dafio a las células epiteliales de las nefronas, con la posterior

nucleacion, agregacion de los cristales y necrosis celular (175,373).

La Figura 19, representa el andlisis microscopico del sedimento urinario, en los
diferentes grupos experimentales. En el grupo control, se observan pequefias estructuras
definidas como filamentos proteicos, que no son agrupamiento de cristales. Se observd una
alta concentracion de microcristales en EG, comprobando asi la instauracion del dafio,
mientras que el tratamiento combinado con la induccion de litiasis (AD+EG y EG+ AD),

presentaron menor presencia de ellos, especialmente en el grupo AD+EG.

La menor cristaluria en los grupos tratados (AD+EG y EG+AD), puede deberse a que
la inhibicién de la fase de agregacion de los célculos, facilita su excrecion y dilucion,

generando al mismo tiempo menor probabilidad de encontrarlos en el tejido renal (382).
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EG+AD

Figura 18. Analisis microscopico del sedimento urinario de los grupos experimentales en diferentes
campos. A y B: grupo control, sin presencia de cristales. C y D: EG, severa presencia de cristales. E y F:
Alimento de disefio, sin signos aparentes de cristales. Gy H: AD+EG. [ y J: EG+AD.

Estos hallazgos fueron semejantes a los descritos por Sharma et al. (//7), en un
extracto de Bergenia ligulata (planta floral originaria del Himalaya), al encontrar que los
grupos tratados presentaron cristales mas pequenos, casi disueltos y en menor cantidad,
También estuvieron en concordancia con los reportados en un extracto del tallo del arbol de
platano, al describir un comportamiento semejante asociado al nimero y tamano de los
cristales (383). Por ultimo, la administracion de propoleo en extracto (100 mg/kg), durante

30 dias, también manifestod el mismo efecto (123).

Cabe destacar, que el analisis del sedimento urinario requiere complementarse con la
evaluacion urinaria, para analizar integramente los mecanismos implicados en la litiasis

renal, los cuales se detallaran a continuacion.
8.6.4. Evaluacion urinaria

Las terapias integrales y correctivas actuales proporcionan beneficios a quien padece
de urolitiasis, sin embargo la generacion de nuevas lineas de conocimiento, debe proveer
enfoques profilacticos con menos recidiva, eficaces para proveer un efecto inhibitorio para

la formacion de nuevos céalculos renales (74).

El 4cido trico, es un componente que modifica la solubilidad del oxalato de calcio,

de modo que cuando se encuentra elevado beneficia la nucleacion y reduce la actividad
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inhibitoria de los glucosacaminoglucanos (384). Se observa en la Figura 19, que los valores
pre-experimentales fueron mayores a los post a excepcion del grupo EG, en el que se denota
un aumento de la excrecion debido a la induccion de la litiasis, mientras que la administracion
del alimento de disefio, ocasiond un decremento significativo (p<0.05) en estos dos periodos,
especialmente en EG+AD, lo que indica que el consumo del alimento de disefio pudo reducir

la excrecion de acido urico.

La administracion de un extracto de Macrotyloma uniflorum, conocido comunmente
como frijol verde, originario de Asia en dosis de 400 y 800 mg/kg presenta un efecto
semejante al ocasionar un decremento significativo de los valores de 4cido urico en orina, al
mismo tiempo que mejora de los cambios inducidos en el rifién (716). Por otro lado, el polen
(500 mg/kg), en un modelo de ratas, también ha evidenciado ser eficaz para reducir la
excrecion de acido urico hasta en un 29% (376). Esto puede ser debido al efecto inhibitorio
del polen sobre la enzima xantina oxidasa (385). La xantina oxidasa, es una enzima
implicada en el metabolismo de las purinas, que cataliza la oxidaciéon de hipoxantina a
xantina y luego a 4cido urico (375). En la practica clinica, el alopurinol es el tinico inhibidor
empleado para disminuir la hiperuricemia, sin embargo, presenta diversos efectos adversos
(376). Por tanto, los resultados infieren que el alimento de disefio, al contener polen, pudiera

ser una alternativa coadyuvante para controlar la excrecion de &cido urico en la litiasis.

La creatinina por su parte, es un pardmetro que se emplea para verificar que la
recoleccion de orina fue adecuada (386). En la fase pre-induccion este indicador no presento
diferencias estadisticas, mientras que en la fase post, el contenido fue mas bajo en el grupo
control, con 1.54 mg/24h y los mas altos correspondieron a EG+AD, con 6.86 mg/24 (Figura
20). Estos resultados estuvieron en concordancia con Tabas et al. (387), al identificar un
aumento significativo en los niveles de creatinina mediante la induccion de litiasis con EG
(1.08 mg/dL) y una disminucién significativa de este indicador (hasta de 0.76 mg/dL), al

administrar 300 mg/kg de un extracto de palma datillera (palmera).
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Figura 19. Acido trico en orina pre y post de los grupos experimentales. ° Letras superindices indican
diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos experimentales. *Indica diferencias significativas
(p<0.05) entre el mismo grupo antes (pre) y después de la administracion (post). Control= ad libitum; EG=
etilenglicol al 0.75%; AD=alimento de disefio; AD+EG= alimento de disefio y etilenglicol (preventivo);
EG+AD= etilenglicol y transcurridos 14 dias, administracion del alimento de disefio
(correctivo/terapéutico).
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Figura 20. Creatinina urinaria pre y post de los grupos experimentales. *° Letras superindices
indican diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos experimentales. *Indica diferencias
significativas (p<0.05) entre el mismo grupo antes (pre) y después de la administracion (post).
Control= ad libitum; EG= etilenglicol al 0.75%; AD=alimento de disefio; AD+EG= alimento
de disefio y etilenglicol (preventivo); EG+AD= etilenglicol y transcurridos 14 dias,
administracion del alimento de disefio (correctivo/terapéutico).

La urea en orina se considera el principal producto del metabolismo de las proteinas,
su excrecion esta determinada por la reabsorcion renal y la filtracién glomerular, en conjunto
con los demads indicadores, ejerce un papel clave en la saturacion de la orina (388). En la fase
pre, la urea se cuantificd en intervalos de 0.09 a 0.11 g/24 h (Figura 21), sin diferencias entre
grupos, mientras que transcurrido el tiempo de intervencion la administracion del AD
protegid contra la elevacion de la urea a nivel urinario en AD+EG, exhibiendo valores
similares al grupo control. En cambio, los mas altos corresponden al grupo EG, con cifras

promedio de 0.12 g/24 h.
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Figura 21. Urea en orina pre y post de los grupos experimentales. *° Letras superindices indican
diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos experimentales. *Indica diferencias significativas
(p<0.05) entre el mismo grupo antes (pre) y después de la administracion (post). Control= ad libitum;
EG= etilenglicol al 0.75%; AD=alimento de disefio; AD+EG= alimento de disefio y etilenglicol
(preventivo); EG+AD= etilenglicol y transcurridos 14 dias, administracion del alimento de disefio
(correctivo/terapéutico).

En general, se deduce que la excesiva acumulacion de promotores urinarios de
calculos renales (elevacion de urea, creatinina y acido urico), origina efectos toxicos en las
células epiteliales renales, alterando la integridad de la membrana y generando
sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno y agotamiento de las enzimas

antioxidantes (389).

Esta desregulacion conduce a la produccion de varios moduladores de cristalizacion
(390), y estimula la produccion de moléculas proinflamatorias a nivel celular y alteraciones
osteogénicas (391). Por tanto, la profilaxis enfocada al mejoramiento de los indicadores
urinarios, sustentan que los antioxidantes en los alimentos muestran alta capacidad para
reducir los efectos renales perjudiciales y la hiperoxaluria (392), hecho que puede justificar
el efecto observado en el presente estudio, debido a la diversidad de compuestos

antioxidantes que conforman el alimento de disefio, a partir de la mezcla con sus diferentes
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productos apiarios, ocasionando proteccion contra la elevacion de los niveles de urea y acido

urico en el grupo preventivo (AD+EG) y correctivo (EG+AD)
8.6.5. Analisis bioquimico sérico

La evaluacion sérica (glucosa, proteinas, acido urico, urea y creatinina), se presenta
en la Tabla 30, sefializando las diferencias en las fases pre y post induccion de litiasis. En el
presente estudio, se evaluaron los niveles de glucosa para establecer si estos no se veian

alterados con la induccion de la litiasis y/o el consumo continuo del AD.

La concentracion de glucosa no present6 diferencias en la fase pre, sin embargo, en
la fase post se incrementaron, a excepcion del grupo control, fluctuando en el rango de 73.89
a 90.35 mg/dL. Previamente, un estudio describio cifras similares de glicemia en el grupo
control y ademés manifestd que la administracion de miel (1, 2 y 3 g/kg), durante 3 semanas
en ratas con diabetes inducida, mejora los niveles de glucosa (presentando concentraciones

35% menores, comparado con el grupo con diabetes (393).

El estudio de las proteinas séricas totales, toman relevancia debido a que algunas
proteinas como la albumina y globulina, tienen afinidad al calcio frente a la administracion
o ingestion de etilenglicol, favoreciendo la nucleacion del CaOx (394), de modo que un valor
incrementado por arriba de lo reportado en ratas sin litiasis, pudiera indicar mayor
predisposicion a la presencia de célculos renales. Sin embargo, de acuerdo con lo presentado
en la Tabla 30, todos los grupos los menores valores correspondieron a la fase post, a
excepcion del grupo EG+AD (6.26+0.77 g/dL). No obstante, estos fueron similares a los
reportados por Asuk et al. (395), en ratas Wistar sin litiasis, los cuales manifestaron una
concentracion en el intervalo de 6.50-6.79 g/dL, por lo que datos obtenidos en este grupo, no

se consideran anormales aun cuando fueron mas altos.
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Tabla 30. Evaluacion bioquimica de los grupos experimentales

Glucosa Proteinas totales Acido urico Urea Creatinina
Grupo mg/dL g/dL mg/dL mg/dL mg/dL
Pre Post Pre Post Pre Post Pre Post Pre Post
Control  71.33+6.502 73.89+6.11° 6.65+0.312b" 4.82+0.46° 11.97+0.272b 14.64+0.8720* 52.99+3.72b 58.44+9.92? 0.85+0.06*  0.60+0.10°"
EG 63.31+0.98a  87.58+5.63*" 6.11+0.352" 4.66+0.51b 13.07+£0.502 15.59+0.47%* 37.03+0.88°¢ 51.70+6.632* 0.70+£0.10*  0.67+0.10?
AD 66.43+3.462 82.85+5.542" 6.19+0.542b" 5.18+0.26° 12.16£1.17% 13.17+1.63b 52.06+5.17°" 32.6042.77° 0.77+£0.14*  0.65+0.14°
AD+EG  62.82+0.81% 88.96+2.19*" 7.03£0.62" 4.77+0.18° 10.06+0.65° 11.12+0.45¢ 34.47+0.98¢ 26.56+7.61° 0.84+0.07¢  0.70+0.09*"
EG+AD  67.15+0.90* 90.35+3.30*" 5.63%0.46° 6.26+0.772 11.31£1.04%" 4.46+0.244 70.72+6.112* 37.1244.55b 0.65+0.022  0.66+0.16*

a¢ Letras superindices indican diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos experimentales. *Indica diferencias significativas (p<0.05) entre el mismo grupo antes (pre) y
después de la administracion (post). Control= ad libitum; EG= etilenglicol al 0.75%; AD=alimento de disefio; AD+EG= alimento de disefio y etilenglicol (preventivo); EG+AD=

etilenglicol y transcurridos 14 dias, administracion del alimento de disefio (correctivo/terapéutico).
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Por otra parte, se sugiere que la administracion del alimento de disefio, protegio contra
la elevacion de los niveles de acido trico en la fase experimental (post) con 4.46 mg/dL en
el grupo EG+AD vs 15.59 mg/dL del grupo EG. De forma semejante, se ha informado que
la administracion de propoéleo en dosis de 250, 350 y 500 mg/kg en un modelo de litiasis en
ratas, previene el incremento de los niveles de acido urico, al mismo tiempo que mejora las

enzimas hepaticas y densidad urinaria (396).

Con respecto a los niveles de urea, se identificaron diferencias en los grupos
experimentales en la fase post, observando que el alimento de disefio redujo
significativamente los valores comparados con el control. El grupo EG+AD, presento la
concentracion mas baja con 26.56 mg/dL. Esta cifra, fue menor a la descrita por la
administracién de cystone (5 mL/kg) y de un extracto herbaceo de Pascopyrum smithii

durante 10 dias, en ratas Wistar, al reportar 41.99 y 39.28 mg/dL, respectivamente (397).

Por ultimo, en la creatinina, no hubo diferencias entre los grupos experimentales en
la fase pre y post. Esto difiere de lo reportado por Mahmud et al. (398), el cual concluy6 que
la administracion de un extracto de Allium siculum, (planta herbacea, conocida como ajo de

miel), disminuye los niveles de creatinina en un modelo de litiasis en ratas Wistar.

Es sabido que gran parte de los efectos terapéuticos o coadyuvantes de los productos
naturales se debe a la presencia de fitoquimicos, con dianas muy especificas de caracter
celular que ejercen un efecto sinérgico con otros componentes de las matrices alimentarias,
potenciando la accion de los compuestos bioactivos (399). No obstante, aun cuando no se
conoce en su totalidad el mecanismo de accion de estos compuestos, una gama
moderadamente amplia demuestra, impedir la cristalizacion del oxalato de calcio, debido a
sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y diuréticas (400). Entre ellos el acido

cafeico (217), catequina (401), quercetina (2/4) y diosmina (402).
8.6.6. Analisis histolégico

El andlisis se llevd a cabo con la finalidad de evaluar la presencia de depodsitos de
oxalato de calcio, mediante la observacion de la birrefringencia con luz polarizada y los

cambios ocasionados debido a la induccidén de la litiasis, a través de la tincidon con
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hematoxilina y eosina (H&E). En las Figura 22 a-e, se muestran las imagenes obtenidas con
luz polarizada, para todos los grupos experimentales a 40x. observando material con

birrefringente de origen mineral en EG y EG+AD (Figura 22 b y e).

En cuanto a la tincion con hematoxilina y eosina, los principales hallazgos se exhiben
en la Figura 22 f-j. El grupo control, manifestd una arquitectura normal, sin indicios de
litiasis, infiltrado eritroleucocitario o necrosis (Figura 22-f). El etilenglicol, como inductor
de urolitiasis, ocasion6 deposicion de cristales en los tubulos distales, dilatacion tubular
distal, datos sugerentes de pérdida de funcionalidad (asociado a un decremento en el nimero
de nefronas), alteracion en la morfologia, asi como importante infiltrado eritroleucocitario
(dato sugerente de inflamacion aguda) (Figura 22-g). El grupo AD, por su parte, no presentd
anomalias glomerulares y tubulares, ni signos de litiasis (Figura 22-h). El grupo AD+EG,
evidencio disminucion de la dilatacion tubular, decremento de los célculos renales y de las
lesiones asociadas a la litiasis y mejor funcionalidad, asociada a mayor presencia de nefronas
(Figura 22-i). Finalmente, en el grupo EG+AD, se observé que el tratamiento con el alimento
de disefio, corrigié moderadamente el dafio tisular en las estructuras renales, al mismo tiempo

que mejord los signos aparentes de inflamacion (Figura 22-j).

De forma semejante, Sharma et al. (1/1), establecieron que un extracto de Bergenia
ligulata (185 mg/kg, durante 4 semanas), presentaba una reduccion de los efectos toxicos del
etilenglicol en la histologia, a través del mejoramiento de la dilatacion tubular renal y la
infiltracion de células inflamatorias. Otro extracto de que ha sido reconocido por sus efectos
antilitiasicos, es el de la palma datilera (Phoenix dactylifera L.), en dosis de 300 mg/kg,
durante 3 semanas, tiene actividad en la reduccion del nlimero y tamaiio de los depdsitos de
oxalato en los tubulos renales (387). También, la administracién en dosis de 500 mg/kg de
un extracto de menta negra (Mentha piperita), en ratas Wistar, al exhibir un mejoramiento
de la membrana renal y la lesion epitelial inducida por los cristales de oxalato (403),

ocasionando efectos similares a los descritos en el presente estudio.
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Existe escasa evidencia del efecto de productos de la colmena en modelos de litiasis,
no obstante, Elghouizi et al. (376), describe los efectos del polen, indicando que su consumo
a dosis de 500 mg/kg en ratas impide considerablemente la inflamacion, necrosis, dilatacion
y congestion tisular, a la misma intensidad incluso que la cystone (una formulacion herbal
reconocida ampliamente para tratar la urolitiasis). Otro estudio sustenta que el propoleo en
extracto a dosis de 250 mg/kg es seguro y efectivo para contrarrestar los efectos toxicos del
etilenglicol, al mismo tiempo que presenta un efecto diurético mayor comparado con la

furosemida en ratas Wistar (396).

Control

Figura 22. Analisis histopatologico renal de los grupos experimentales. Control= ad [libitum; EG=
etilenglicol al 0.75%; AD=alimento de disefio; AD+EG= alimento de disefo y etilenglicol (preventivo);
EG+AD= etilenglicol y transcurridos 14 dias, administracion del alimento de disefio
(correctivo/terapéutico); GLO= glomérulo; TD= tibulo renal distal; TP= tabulo renal proximal; # =
sugiere birrefringencia con luz polarizada de depésitos minerales:# = indica presencia de microcristales
en tincion con H&E; ¥ = indica infiltracion eritroleucocitaria;Oseﬁaliza nefronas; t sefializa dilatacion
tubular distal

Mediante lo encontrado a través del andlisis histologico, se pudo construir una escala
semi-cuantitativa de las lesiones renales observadas (Tabla 31). La degeneracion renal, se
observo con mayor intensidad en el grupo EG, categorizdndola como lesiones difusas, lo que
puede sugerir pérdida de la funcionalidad renal, en respuesta la toxicidad que ocasiona el
etilenglicol. Con respecto a la necrosis, se identificé que la ingestion del alimento de disefio
en AD, mejora las lesiones causadas por la litiasis cambiando de “severas a leves”. Por otro

lado, la inflamacidn se encontré en todos los grupos experimentales, siendo mas evidente en
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el grupo EG, en su categoria severa, misma que fue revertida en el grupo EG+AD, obteniendo
el mismo puntaje que el control. Para la urolitiasis, la administracion del alimento de disefio
revirtio la formacion de cristales de oxalato en EG+AD, ya que no se apreciaron depositos
francos. Sin embargo, en el grupo AD+EG se vio disminuida, cambiando de moderada a leve

después del periodo de intervencion.

En relacion a la fibrosis, no se previno en el grupo AD+EG, pero si se corrigid en el
grupo EG+ED, lo que indica que el alimento de disefio, puede ser un agente prometedor para
contrarrestar el efecto fibrotico de la hiperoxaluria como correctivo. Finalmente, la dilatacion
tubular proximal, se presentd en ambos grupos de tratamiento (AD+EG y EG+AD),
indicando que ello surgié como mecanismo compensatorio de la ingestion del etilenglicol y

de la litiasis en si.

Tabla 31. Evaluacion semi-cuantitativa de las lesiones renales asociadas a litiasis

Degeneracion  Necrosis . . L Dilatacion
Grupo Inflamacién Urolitiasis  Fibrosis tubular
Renal Renal .
proximal

Control - - + - - _
EG -+ +++ -+ ++ ++ .
AD ] ) N ] ] ]

AD+EG + N o N o o

EG+AD ++ + + 3 + -

(-) lesiones no detectables; (+) lesiones leves; (++) lesiones moderadas; (+++) lesiones focales severas;

++++); lesiones difusas severas. Control= ad /libitum (grupo 1); EG= etilenglicol al 0.75% (grupo 2);
AD=alimento de disefio (grupo 3), AD+EG= alimento de disefio y etilenglicol (grupo 4; preventivo);
EG+AD= etilenglicol y transcurridos 14 dias, administracion del alimento de disefio (grupo 5
correctivo/terapéutico).

Parte de los efectos observados en el presente estudio, se justifican porque algunos
compuestos bioactivos (flavonoides, 4acidos fendlicos y  saponinas) modulan la
sobreproduccion de cristales de oxalato, previenen la nucleacion y agregacion y por lo
consiguiente limitan la formacion de “litos” y las modificaciones tisulares (404,405).

Estos hallazgos concuerdan con los reportados por El-Ashmawy et al. (406), en donde
se describen los efectos antilitiasicos de cystone y de candesartan como agentes protectores
de la inflamacion, degeneracion renal y fibrosis.

El efecto protector y coadyuvante del alimento de disefio se sustentaria con algunos

reportes enfocados en esclarecer los posibles mecanismos de accion. Uno de ellos es el efecto
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diurético que pueden ejercer los flavonoides, mismos que mejoran la fibrosis y la inflamacion
(407,408). Los alcaloides, también se han descrito como posibles coadyuvantes en el control
y tratamiento de la litiasis (409). Por su lado, la capacidad de algunos fitoquimicos, para
formar quelatos con hierro y cobre, conduce a una disminucién de la peroxidacion lipidica,
la cual juega un papel importante en la producciéon de ROS (4/0) y por ende modulan la
inflamacion causada por litiasis, entre ellos el acido gélico (411), acido protocatecuico (412),
cafeico, clorogénico y ferulico (410). Otro factor implicado en la prevencion de los depodsitos
de oxalato, es la inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina, proceso por el que se
regula la produccion de radicales libres, desempefiando al mismo tiempo funcién preventiva
contra el dafo tisular y la inflamacién renal, algunos de estos efectos los presentan el acido
cafeico, acido clorogénico, quercetina (4/3), apigenina, kaempferol y luteolina (4/4). Por
ultimo, se ha establecido que el kaempferol y el acido vanilico, presentan potencial
preventivo de la sobreproduccion de las moléculas proinflamatorias, mediante la inhibicion

de vias del 6xido nitrico, activacion de NF-kB (415,416).
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9. CONCLUSIONES

*El alimento de disefio a partir de productos apiarios proporciona propiedades fisicoquimicas
relevantes, permaneciendo su estabilidad, con nivel de agrado aceptable, elevada

bioaccesibilidad de antioxidantes y con efecto preventivo y coadyuvante en la litiasis renal.

*Los productos apiarios presentaron compuestos nutricionales significativos en la salud
humana como el magnesio, potasio, acidos grasos, acido L-ascorbico acido L-

dehidroascorbico, acido ferulico y acido cafeico.

*Los parametros de calidad (luminosidad, pH, acidez ¢ HMF) se vieron afectados por la
temperatura y el tiempo de almacenamiento, siendo el contenido de HMF el valor critico para

establecer su estabilidad.

*Con respecto a la evaluacion sensorial durante el almacenamiento, mostrd mayor aceptacion
general a causa del decremento en la percepcion de los defectos, ademas de presentar aromas

predominantes similares a los reportados para miel.

*La conservacion del alimento de disefio a temperaturas de 24°C y 37°C, propicidé un
decremento en el tiempo de vida media comparado con el almacenamiento en refrigeracion,

lo cual sugiere, que para controlar este mecanismo es necesario conservar el producto a 4°C.

*El contenido y capacidad antioxidante durante el almacenamiento, present6 una ligera
tendencia a la disminucion del contenido fendlico total, cambiante para los ensayos de

capacidad antioxidante y manteniendo una actividad quelante alrededor del 40%.

*Durante el almacenamiento, la bioaccesibilidad in vitro del contenido fendlico total y la

capacidad antioxidante aument6 considerablemente, a excepcion del ensayo DPPH".

*El producto se considerd seguro hasta la dosis de 1000 mg/kg/dia, sin ocasionar muerte,

perjudicar el peso ni dafio en 6rganos en los animales de experimentacion.

*El alimento de disefio manifestd un impacto positivo sobre los niveles de urea y acido urico

en suero y orina, sin ocasionar cambios en la glicemia y el peso de los animales de
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experimentacion, ademas de mostrar a través de la histologia, una atenuacion de las lesiones

asociadas a la litiasis renal.
10. RECOMENDACIONES

Un analisis mas profundo sobre las propiedades del alimento de disefio, en su fase clinica y
preclinica, permitira ampliar las deducciones establecidas, por tanto, se propone considerar

los siguientes andlisis como perspectivas futuras:
-Estudios moleculares, para dilucidar mecanismos de accion del alimento de disefo.
-Estudio gendémico del efecto regulador del producto, sobre genes asociados a la litiasis renal.

-Analisis del efecto de su consumo en pacientes sanos, como una fase previa a evaluar su

potencial en pacientes con la patologia.

-Comparar los efectos observados con algiin farmaco o producto funcional disponible en el

mercado, que se utilice actualmente para el tratamiento y control de la enfermedad.
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12. ANEXOS

Anexo 1. Formato de evaluacion sensorial, parte 1.

L'A H UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE HIDALGO
b y ,E w . Doctorado en Ciencia de los Alimentos y Salud Humana
Evaluacién sensorial descriptiva del producto
Nombre: Fecha:

Numero de participante: Edad:

Parte 1. Nivel de agrado descriptivo categorizado. A continuacion, se presenta una
tabla con subcategorias para el examen visual, olfativo, gustativo y tactil, lea
cuidadosamente cada apartado y asigne un puntaje para cada uno de acuerdo a su
percepcion y anételo en la columna del extremo derecho.

Tabla1. Formato perfil sensorial para la evaluacioén del producto a base de miel

Color |og 1 2 3 4 s 6 71 8 9

Examen| pyg: |0 1 2 3 4 s 6 7 8 9

visual
S |
Granulosidad | o 1 2 3 4 5 3 7 8 9
- | | | | | | |
{ | i I I I | | | |
Calidad 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Examen
olfativo

Intensidad | 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
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Anexo 2. Formato de evaluacion sensorial —parte 2

Lm H UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE HIDALGO
-ws ;~.5~, Doctorado en Ciencia de los Alimentos y Salud Humana
o | SR
Calidsd o5 3 2 3 4 s 6 7 8 9
Examen
SRR posstonets | F—1—1 : e
IRetrogusto 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
fisica 0 1 2 3 4 S5 6 7 8 9
Examen
tactil ‘
Viscosidad/ | |t} e
consistencia | o 1 2 3 4 ) 6 7 8 9
Total
Modificado de (1).
Comentarios (opcional):
Escala de valoracion (total)
Puntaje Juicio
>78 Excelente
69-77 Optimo
60-68 Bueno
51-59 Suficiente
42-50 No satisfactorio
33-41 Insuficiente
<32 No aceptable
Juicio

Elaborado por: M en C. Gloria Isabel Camacho Bernal
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Anexo 3. Formato de evaluacion sensorial, parte 3.

L'A H UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE HIDALGO
t a] Doctorado en Ciencia de los Alimentos y Salud Humana

ot b werva e b wah) e )

Parte 2. Juicio de defectos. Describe la presencia de defectos en cada uno de los
atributos de calidad olifativa, visual, gustativa y tactil, segin corresponda, basandose
en los criterios de la Tabla 2.

Tabla 2. Juicio de calidad (criterios para establecer defectos en los atributos).

Defectos objetivos
Defecto Puntuacién
Defectos ausentes 98,7
Defectos apenas 6
perceptibles
Defectos leves 5
Defectos presentes 4
Defectos graves 3.21
Criterio Puntuacién
Defectos visuales (poca
homogeneidad,
separacion de

componentes, fluidez
excesiva, turbidez)
Defectos olfativos (olor
desagradable, atipicos,
olor de fermentacion,
extrafio)
Defectos gustativos
(retrogusto, notas
excesivas, sabor
atipico)
Defectos tactiles

(pegajosidad excesiva
no agradable)

Fuente (2)

Parte 3. Evaluacion de color (visual). En este apartado tendras que especificar de
acuerdo a lo percibido, que color consideras que describe mejor la muestra, marcando
con una “X" aquel que consideres el mas adecuado.

NOTA: Deberas de basarte en las tarjetas que el investigador te proporcione.

Blancoagua________ Extrablanco Blanco
Ambarextraclaro______ Ambar claro Ambar
Ambar oscuro

Fuente: (3)
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Anexo 4. Formato de evaluacion sensorial, parte 4.

L'A tH UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE HIDALGO
ui Doctorado en Ciencia de los Alimentos y Salud Humana

L T Il

Parte 4. Con ayuda de la figura 1, elige 2 aromas predominantes de la muestra
de la categoria 1 y después para cada uno de ellos un descriptor de la categoria

2(4,5).
Figura 1. Paleta de aromas de la miel
Categoria 1
. Categoria 2
?;/
P
/ o
. &\ =
PO Lol Ko —
2z \ 2
P / [ ‘ \
PR
2 ) ! g
A
.48\
; ;f i
Modificado de (6).
Categoria 1. Aroma predominante 1. subcategoria
Categoria 1. Aroma predominante 2. subcategoria

155



Anexo 5. Formato de evaluacion sensorial, parte 5.

L m H UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE HIDALGO
t o Doctorado en Ciencia de los Alimentos y Salud Humana

ro i S b v Sl wad) o )

Parte 5. Evaluaciéon descriptiva del sabor. En esta Ultima seccion deberas
describir la intensidad de cada categoria de sabor, colocando una “x" en la
intensidad que la percibas, basandote en los criterios de referencia de la Tabla

4.

Tabla 3. Evaluaciéon descriptiva de la intensidad del sabor.

Intensidad del descriptor

Descriptor e

Débil

Intermedio Fuerte

Dulzura

Acidez

Salinidad

Amargo

Frescura

Fuente: (4,5)

Tabla 4. Criterios de referencia para la descripcion del sabor en miel

Atributo

Referencia

Dulzura

Sensacioén de dulzor producido por
productos que contienen azucares
(azucar de mesa y/o fructosa).

Acidez

Sabor producido por soluciones con
sustancias acidas por ejemplo los
citricos.

Salinidad

Sensacioén producida por productos
que contienen sales por ejemplo la
sal comun.

Amargo

Percepcion similar al café o que
productos que lo contienen.

Frescura

Sensacion de frescor en la boca

(similar a la que produce la menta)

Fuente: modificado de (4,5)
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Anexo 6. Cromatograma de los estandares de los acidos grasos
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1. C16:0-4cido palmitico; 2. C16:1-4cido palmitoleico; 3. C18:0-acido estearico; 4. C18:1 n-
9 4cido oleico. 5. C18:2 n-6 acido linoleico; 6. C18:3 n-3 acido linolénico; 7. C20:1- acido

cis-11 eicosenoico; 8. C22:2- acido cis-13,16 docosadienoico
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Anexo 7. Cromatograma de los acidos grasos en polen
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Acido palmitico; 2. Acido oleico; 3. Acido linoleico; 4. Acido 11- eicosenoico.

Anexo 8. Cromatograma de los acidos grasos en jalea real
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Acido 10-hidroxidecenoico; 2. Acido palmitoleico; 3. Acido linolénico.
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mV

Anexo. 9. Cromatograma de los 4acidos grasos en propoleo
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1. Acido palmitico; 2. Estearico; 3. Acido oleico; 4. Acido cis-13,16 docosadienoico
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HMF (mg/kg)
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Anexo 10. Linealizacion del contenido de HMF del alimento de disefio durante el

100
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almacenamiento a 4°C, 24°C y 37°C.
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Anexo 11. Representacion grafica del juicio general del producto dias 30,60, 120 y 150

B Bueno W Bueno
m Excelente
m Excelente
m Optimo
m Suficiente m Optimo
M Suficiente
M Bueno
W Bueno
I Excelente
I Excelente

» Insuficiente M No satisfactorio

m Optimo .
W Optimo
m Suficiente
M Suficiente

Figura 23. Categorias generales de aceptacion (dia 30,60,120 y 150). A: Dia 30. B: Dia
60. C: Dia 120. D: Dia 150
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