UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE HIDALGO

INSTITUTO DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
MAESTRIA EN CIENCIA DE LOS ALIMENTOS

TESIS

COMPUESTOS BIOACTIVOS, ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y
ANTIDIABETICA DE EXTRACTOS DE PROPOLEO OBTENIDOS POR
ULTRASONIDO EN CONDICIONES DE DIGESTION SIMULADA

Para obtener el grado de maestria

PRESENTA

BQ. Javier Alonso Hernandez Martinez

Director

Dr. Rafael German Campos Montiel

Codirector

Dra. Gabriela Medina Pérez

Comité tutorial:

Dra. Abigail Reyes Munguia

Dra. Alma Delia Hernandez Fuentes

Tulancingo de Bravo, Hgo., México., agosto 2023



Javier Alonso Hernandez Martinez UAEH-ICAP

& UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE HIDALGO
Instituto de Ciencias Agropecuarias

Maestria en Ciericia'de los Alimentos

COORDINACION DE INVESTIGACION Y POSGRADO DEL ICAP
Actas da la reunién del Comité de Tesis de Maestria en Ciencia de los Alimentos
Apertura:

La reunién ordinaria para evaluar los avances de la tesis intitulada: “Compuestos bioactivos, actividad
antioxidante y antidiabética de extractos de propoleo obtenidos por ultrasonido en condicicnes de
digestion simulada”. que desarolio el estudiante Javier Alonso Hemandez Martinez

Asistentes:

Dr. Rafael German Campos Montiel
Dra. Gabriela Medina Pérez
Dra. Abigail Reyes Munguia
Dra. Aima Delia Herndndez Fuentes

A. Revision de Trabajo de Tesis .

Observaciones:

El comité revisd con antelacion el trabajo de tesis en extenso propuesto por la estudiante, comunicando a la
estudiante, Javier Alonso Hernandez Martinez, oportunamente las correcciones, adiciones y/o modificaciones
que deberia considerar para mejorar su trabajo y poder continuar con ef procesc de obtencion de grado. La
estudiante atendid de forma conveniente las sugerencias del comité.

B. Acuerdos

En esta facha, se comunica atentamente que el comité conformado por los profesores firmantes, otorgamos
nuestra autorizacién para que el estudiante imprima su trabajo final de tesis, y continie con los tramites
necesarios para la obtencién del grado de maestria respectivo

ATENTAMENTE
"AMOR ORDEN Y PROGRESO"

Dra. Gabrela Medina Pérez

Dra. Abigail Reyes Munguia

i
COMPUESTOS BIOACTIVOS, ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y ANTIDIABETICA DE EXTRACTOS DE PROPOLEO
OBTENIDOS POR ULTRASONIDO EN CONDICIONES DE DIGESTION SIMULADA



Javier Alonso Hernandez Martinez UAEH-ICAP

W%WW&W@WWWWMWW

W@MWWWW@W@MM@
También, extienda mi agradecimiento a mi suegha y a la familia de
conaceinad, biempre estar a mi lado dwwante mi estancia en (a
el desariollo de lab técnicas de laboratoric.

aééﬂu&magﬁad%caeéapogadeéﬂ@&/npa&ééeﬁygﬁﬁmm
’ oibn de acl wdas g est lente. del material que hact

“Dlunca cansideres el estudio
penethar en el bello y
marawillobo munde. del sabek

i
COMPUESTOS BIOACTIVOS, ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y ANTIDIABETICA DE EXTRACTOS DE PROPOLEO
OBTENIDOS POR ULTRASONIDO EN CONDICIONES DE DIGESTION SIMULADA



Javier Alonso Hernandez Martinez UAEH-ICAP

Agradecimiento

Al Consejo Nacional de Humanidades, Ciencias y Tecnologias (Conahcyt) por la beca
otorgada al alumno Javier Alonso Hernandez Martinez (No. De CVU: 1147416) para la
realizacion del proyecto “Compuestos bioactivos, actividad antioxidante y antidiabética de

extractos de propdleo obtenidos por ultrasonido en condiciones de digestion simulada”.

CONAHCYT

. __________________________________________________________________________________________________|

il

COMPUESTOS BIOACTIVOS, ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y ANTIDIABETICA DE EXTRACTOS DE PROPOLEO
OBTENIDOS POR ULTRASONIDO EN CONDICIONES DE DIGESTION SIMULADA



Javier Alonso Hernandez Martinez UAEH-ICAP
'

Indice General

L INdiCe de IMAZENES ...t vii
I Indice de tablas ...........co.vveveeveeeeeeee e viii
III. RESUIMEI. ...ttt ettt ettt et st e bt e et e bt e st e e s aaeenbeenee 1
IV ADSIACE ..ttt ettt et ettt et e nneas X
I TNEOAUCCION ...ttt ettt ettt e et e sae e st esateeabeesneas 1
2 MATCO tROTICO . .eeuueeeetienteeiiesteete ettt et e e et e st et eat et e bt eatesae e beeneesbe e bt entesaeenbeenseeneenes 3
2.1 PIrOPOLEO ...ttt et e enne 3
2.1.1  MeEtodos de eXIraCCION ....c.uevueetieiiriieiieie ettt 4

2.2 ComPUESLOS DIOACTIVOS ....vveeuiieeiiieiie ettt ettt ettt ettt 7
2.2.1 Clasificacion de los compuestos bioactivos..........ceeveereeerieeiiieniienieenieeieans 8
2.2.2  Compuestos bioactivos del propoleo ...........ccceeveeveerieneinienicneencnieneeens 13

2.3 Propiedades de 10S COMPUESLOS ......eveeeevieeiiieeiiieeiieeciee e e 16
2.3.1 Actividad Antioxidante del propoleo.........ccccuveevieeriiiieriiieeriieeee e, 17

2.4 Diabetes MEIIITUS ......oovuiiiiieiieie e e 18
2.4.1 Actividad antidiabética del propoleo ........c.cceceeveevierienieiiiniiniccecees 20

3 Definicion de problema ...........cociieiieiiiiiiieiieeieee e 22
4 JUSHHFICACTON ...ttt ettt ettt sttt e sae e et 23
I 0 o) 151 5 14 TP 24
5.1 ODbJetiVo ZENETAl ....oeiiiiiiieiiiecee et e 24

[

v

COMPUESTOS BIOACTIVOS, ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y ANTIDIABETICA DE EXTRACTOS DE PROPOLEO
OBTENIDOS POR ULTRASONIDO EN CONDICIONES DE DIGESTION SIMULADA



Javier Alonso Hernandez Martinez UAEH-ICAP
'

5.2 ODbjetiVOs ESPECITICOS ...vviiririiiiiiieciie ettt ettt e e sve e e sebeeenaeeens 24

6  Materiales Y MELOAOS .....uviiiiiiieiieeciie ettt e 25
6.1 Obtencion de 1a MUESIIA ........covuiiiiiiiiieieeee e 25
6.2 Extraccion asistida por ultrasonido...........ccceeeveeeieeniienieeniieeieeieeee e 25
6.3 Determinacion de compuestos DI0ACtIVOS ......ccveeevierieeriierieeiiienieeieesie e 26
6.3.1 Determinacion de fenoles totales.........cccoeveriereriiinienenienieeeeseeeee 26
6.3.2 Determinacion de flavonoides totales...........ccceeveiiiiieniieiiiniiiniienieeeeee, 27

6.4 Determinacion de capacidad antioXidante...........ccceeevveeeecvieeerieenieeesiee e 28
6.4.1 Inhibicion de radical DPPHe..........ccoiiiiiiiiiieeee e, 28
6.4.2  Inhibicion de radical ABTSe" ........c.coiiviieieieieeieeeeee e, 28

6.5 Indicadores de la actividad antidiab@tica...........ccceevverieniniiiniininiiieeee 29
6.5.1 Ensayo in vitro de a-amilasa.............cceocueeeiiieeiiieeiiieeeeee e 29
6.5.2  Ensayo in vitro a-glucosidasa..........cccceeervieriininiiniiniiece 30

6.6 Digestion SIMUlada ........coeevviriiiiiiiiiic e 31
6.7 ANALISIS €STAAISTICO c..veeuiieiiiieiieeieeee ettt 32

7 Resultados ¥ dISCUSION .....eevuiiiiiiieiiieeeiee ettt e et e e erae e e e ebeeeeseeeeaeeennes 33
7.1 Porcentaje de rendimiento ..........cccveeeiieeiiieeiiie et 33
7.2 Determinacion de compuestos bioactiVos ........eeecveeeeruieeeiiieeniiieeniee e 34
7.2.1 Determinacion de fenoles totales.........coceveriiniriiiniineniicnieeceeceee 35
7.2.2  Determinacion de flavonoides totales..........ceveevierieneniienienienienecienne 36

COMPUESTOS BIOACTIVOS, ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y ANTIDIABETICA DE EXTRACTOS DE PROPOLEO
OBTENIDOS POR ULTRASONIDO EN CONDICIONES DE DIGESTION SIMULADA



Javier Alonso Hernandez Martinez UAEH-ICAP
'

7.3 Determinacion de capacidad antioXidante...........ccceeevveeeecieeeiieencieeesiee e 37
7.4 Determinacion de capacidad antidiab@tica ..........ccceecvveeiieenciieencieeciee e, 39
7.4.1 Ensayo in vitro de a-amilasa...........c.ccccvueeeiiieeiiieeieeeie e e 39

7.5 Digestion SIMUlada .........cccuievuiiiiiiiieeiieeeeee e 41
7.5.1 Evaluacién de los compuestos bioactivos durante la digestion .................. 41
7.5.2  Determinacion de actividad antioxidante durante la digestion................... 43
7.5.3 Determinacion de actividad antidiabética durante la digestion .................. 44

8 CONCIUSIONES. ...ttt ettt et ettt e et esbte et e e st e snbeesateenbeesneas 46
O Aplicaciones @ fULUIO........ccocuiiieiiieciie ettt e e e eaaeeeees 47
1O RETETENCIAS. ... eeutieiiieiieieee ettt sttt ettt e 48
L1 ADEXOS teiieiiteeitee et et ettt ettt et st 67
11.1  Anexo 1. Curva de calibracion de fenoles totales ..........ccccceveeeieinieniieennenne 67
11.2 Anexo 2. Curva patron de flavonoide totales ..........ccceceeveriieneenenicnicnennne 68
11.3  Anexo 3. Curva patron de ABTSe" ..o 69
11.4  Anexo 4. Curvapatron de DPPHe ..........cccoooiiiiiiee e 70

[

vi

COMPUESTOS BIOACTIVOS, ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y ANTIDIABETICA DE EXTRACTOS DE PROPOLEO
OBTENIDOS POR ULTRASONIDO EN CONDICIONES DE DIGESTION SIMULADA



Javier Alonso Hernandez Martinez UAEH-ICAP
'

I. Indice de imagenes
Figura 1. YEmas ¥ NOJas. ...ccccuiiuiiiiieiiecieeieett ettt ettt ennees 3

Figura 2. Clasificacion de los polifenoles (Gasaly ef al., 2020). .......ccceevveeeiieneeerienreenen. 9

Figura 3. Estructuras bésicas de flavonoides y 4cidos fendlicos con ejemplos

(Tatipamula y Kukavica, 2021).....cccieiieiiieiieeieeieeie ettt 10
Figura 4. Estructura del isopreno (NIH, 2022). .....cccoeiieiiieiieniieieeeieeeeee e 13
Figura 5. Prevalencia de diabetes mellitus en el 2018 (INEGI, 2021)......ccccceeevveenrrannnnee. 20
Figura 6. Contenido de fenoles totales. .........cooouirieiirierieiiiierieeceeee e 35
Figura 7. Contenido de flavonoides totales. ..........ceceeeerierierieriiniieiereeie e 36
Figura 8. Contenido de ABTS<" (A) y DPPH- (B) de los extractos de propdleo.............. 38

Figura 9. Inhibicion de la a-amilasa (A) y a-glucosidasa (B) de extractos de propoéleo .. 39

Figura 10. Inhibicidon enzimatica durante la digestion simulada. (A) inhibicion de la a-

amilasa, (B) inhibicion de la a-glucosidasa.........cccoeeveeeeiieniiieniiiieieceee e 44
Figura 11. Curva patron de fenoles totales.........ocoovieiiiiniiiiiiniiiiiieceee 67
Figura 12. Curva patron de flavonoides totales .........cocccovieiiiiniiiiiiniiiniinieneeeeeeee 68
Figura 13. Curva patron de ABTSe ..o 69
Figura 14. Curva patron de DPPHe ... 70

[

vii

COMPUESTOS BIOACTIVOS, ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y ANTIDIABETICA DE EXTRACTOS DE PROPOLEO
OBTENIDOS POR ULTRASONIDO EN CONDICIONES DE DIGESTION SIMULADA



Javier Alonso Hernandez Martinez UAEH-ICAP
'

II. lindice de tablas

Tabla 1. Propiedades y compuestos quimicos del propoleo (Sanchez Elizalde y
Marquéz Hernandez, 2017). ....ccuveeiiioiiieiieiieeieeiee ettt es 15
Tabla 2. Composicion quimica del propdleo irani (Ahangari et al., 2018)....................... 15

Tabla 3. Enfermedades degenerativas causadas por radicales libres (Osorio y

Salamanca, 2017). .....ooouiiieiie e et earee s 18
Tabla 3. porcentaje de rendimiento de 1os Propoleos..........cccvvevvirciierieeciienieeieeeeeereene 33
Tabla 4. Contenido de fenoles y flavonoides en la digestion simulada. ........................... 41
Tabla 5. Capacidad antioxidante durante la digestion simulada. ............c.coeveeeiveniennnennne. 43

. __________________________________________________________________________________________________|

viii

COMPUESTOS BIOACTIVOS, ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y ANTIDIABETICA DE EXTRACTOS DE PROPOLEO
OBTENIDOS POR ULTRASONIDO EN CONDICIONES DE DIGESTION SIMULADA



Javier Alonso Hernandez Martinez UAEH-ICAP
'

III. Resumen

Habitualmente el propdleo es utilizado en diversas partes del mundo como tratamiento
tradicional en algunas enfermedades. Se han identificado mas 500 compuestos quimicos en
el propdleo en distintas partes del mundo. Estudios recientes han relacionado los compuestos
fenolicos en la inhibicién de enzimas digestivas, Alaribe et al. (2021), reportaron resultados
positivos en la actividad antioxidante y antidiabética utilizado propoleo nigeriano. Debido a
su gran diversidad en compuestos es una excelente fuente natural para su estudio. Esta
investigacion tiene como objetivo evaluar la bioaccesibilidad de los compuestos bioactivos
de los propdleos con actividad antioxidante y antidiabética extraidos por ultrasonido después
de una digestion in vitro. Se utilizaron 4 muestras provenientes de diferentes municipios del
estado de Oaxaca: Propoleo de Eloxochistlan (PE), Propoleo de Teotitlan (PT), Propdleo de
San Pedro (PSP) y Propdleo de San Jerénimo (PSJ), se realizaron extracciones etandlicas por
ultrasonido, donde se observo que el PSP y PE obtuvieron mejores rendimientos, el extracto
con mayor contenido de fenoles fue PE con 15,362.4 + 225 mg GAE/100 g de muestra,
mientras que en flavonoides fue PT con 8,084.6 = 19 mg QE/100 g de muestra. En la
actividad antioxidante se evaluaron los radicales ABTS<" y DPPHe donde el extracto con
mejor inhibicion fue PE con 33,307.1 + 567 mg ET/100 g de muestray PT con 3,611.4 + 17
mg ET/100 g de muestra, en la digestion simulada tanto los compuestos quimicos y actividad
antioxidante tuvieron una disminucion de su contenido hasta de 96 %, mientras en la
actividad antidiabética cuantificada como la inhibicién de a-amilasa y a-glucosidasa que
mostr6 una disminucion promedio del 50 % hasta la fase intestinal. Por lo tanto, se concluye
que los extractos propoleo podrian ser una alternativa natural para el tratamiento de la
diabetes y es necesario en un futuro proteger sus compuestos quimicos e incorporarlos en

alimentos.

Palabras claves: a-amilasa; a-glucosidasa; ABTS*"; DPPH?*; in-vitro
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IV. Abstract

Propolis is commonly used in various parts of the world as a traditional treatment for some
diseases. More than 500 chemical compounds have been identified in propolis in different
parts of the world. Recent studies have associated phenolic compounds with inhibiting
digestive enzymes, Alaribe et al. (2021) reported positive results in antioxidant and
antidiabetic activity using Nigerian propolis. Due to its great diversity in compounds, it is an
excellent natural source for study. This research aims to evaluate the bioaccessibility of
propolis bioactive compounds with antioxidant and antidiabetic activity extracted by
ultrasound after in vitro digestion. Four samples were used from different municipalities of
the state of Oaxaca were used: Propolis from Eloxochistlan (PE), Propolis from Teotitlan
(PT), Propolis from San Pedro (PSP), and Propolis from San Jeronimo (PSJ), ethanolic
extractions were performed by ultrasound, where it was observed that PSP and PE obtained
better yields, the extract with higher phenol content was PE with 15,362. 4 + 225 mg
GAE/100 g of sample, while in flavonoids, it was PT with §,084.6 £ 19 mg QE/100 g of
sample. In antioxidant activity, ABTS-+ and DPPH- radicals were evaluated, where the
extract with the best inhibition was PE with 33,307.1 = 567 mg ET/100 g of sample and PT
with 3,611. 4 + 17 mg ET/100 g sample, in the simulated digestion of both chemical
compounds and antioxidant activity, had a decrease in their content up to 96 %, while in the
antidiabetic activity quantified as the inhibition of a-amylase and a-glucosidase which
showed an average reduction of 50 % up to the intestinal phase. Therefore, it is concluded
that propolis extracts could be a natural alternative for treating diabetes, and it is necessary

in the future to protect its chemical compounds and incorporate them into food.

Keywords: a-amylase; a-glucosidase; ABTS**; DPPH>; in-vitro
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1 Introduccion

El propdleo es una sustancia que es procesada por las abejas, se han investigado sus
compuestos quimicos ya que al ser una concentracion de diferentes resinas y exudados de
plantas que estan alrededor de la colmena, esta adquiere una gran variedad de compuestos
que le dan propiedades bioactivas como son antibacteriana, antiviral, antifingica,
antitumoral, antiséptico, antioxidante y antidiabético. La propiedad antioxidante esta
fuertemente ligada a la proporcion de compuestos fenolicos en el propdleo, los cuales ejercen
su mecanismo principalmente en la inhibicion de radicales libres. Los radicales libres se
encuentran fuertemente relacionados con muchas enfermedades degenerativas, provocadas
por estrés oxidativo (Sénchez Elizalde y Marquéz Hernandez, 2017). Los flavonoides
presentan una gran capacidad para neutralizar los radicales libres y ademads evita la formacion
de las especies reactivas de oxigeno por que presentan el grupo fenélico en su estructura. Sin
embargo, dependiendo la estructura que presenten los flavonoides es su capacidad de

antioxidante (Zavaleta et al., 2005).

Una de las enfermedades que actualmente es muy comtiin en México es la diabetes, la cual
se caracteriza por un mal metabolismo de los carbohidratos y niveles elevados de glucosa en
sangre. La hiperglucemia provoca a largo plazo problemas cardiovasculares, pérdida de la
vista, dafio renal entre otras. Por qué se han investigado alternativas para su tratamiento o

prevencion (Sapra 'y Bhandari, 2021).

Las investigaciones del propdleo se enfocan en su actividad antioxidante ya que brinda
muchos Beneficios a la salud, sin embargo, en la actividad antidiabética las investigaciones

se centran en la disminucion de glucosa en sangre y los mecanismos de mejoramiento de la

_____________________________________________________________________________________________|
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insulina, realizando estudios en ratones. Dado que se han reportado que en diferentes plantas
la actividad antidiabética se da por la inhibicion de enzimas digestivas como son la a-amilasa
y a-glucosidasa, encargadas de la degradacion de carbohidratos, para que la glucosa esté
disponible y sea absorbida por el intestino, se intuye que el propoleo tiene estas propiedades
dado que es un concentrado de la flora a su alrededor (Medina et al., 2019; Osorio y

Salamanca, 2017).

Tomando en cuenta que el propdleo tiene gran variedad de compuestos fenolicos, en este
protocolo se propondra la metodologia que se utilizard para comprobar si los propoleos de
tres diferentes municipios de Oaxaca tienen un efecto inhibitorio en las enzimas a-amilasa y
a-glucosidasa, asi como evaluar su actividad antioxidante. Esto con el fin de contribuir en las

alternativas del tratamiento o prevencion de la diabetes.
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2 Marco teorico

2.1 Propodleo

El propoleo se origina cuando las abejas mezclan con cera las resinas excretadas en yemas
(Figura 1), hojas y exudados de plantas cercanas de la colmena (Robleda ef al., 2019). La
palabra propdleo se deriva del griego pro (en defensa de) y polis (la ciudad); esta sustancia
es utilizada por las abejas para recubrir la colmena, sellar grietas, aislante térmico y de
fortaleza en la construccion del panal. Ademas, sus caracteristicas organolépticas son: sabor
amargo, olor dulce y el color puede ser verde oscuro o amarillo verdoso. Estas caracteristicas

dependen del origen geografico (Sosa et al., 2017; Viloria et al., 2012).

Figura 1. Yemas y hojas.

La composicion del propoleo es de ceras 20-30%, resinas y balsamos 40-50%, aceites
etéreos o esenciales 5-10% y polen 4-5% (Sanchez Elizalde y Marquéz Hernandez, 2017).
Desde la antigiiedad se le atribuyen propiedades antibacterianas, sin embargo, actualmente

se ha logrado comprobar mediante diversos estudios su actividad antimicrobiana,

antifingica, antiviral, antiprotozoaria, antiinflamatoria, anticariogénica, ademas accion

_____________________________________________________________________________________________|
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inmunoestimulante, asi como agente cicatrizante y agente recuperador de tejido (Osorio y

Salamanca, 2017).

2.1.1 Métodos de extraccion

Los métodos de extraccion se pueden clasificar en dos grupos:

e Los métodos convencionales como: maceracion, extraccion por destilacion,
hidrodestilacion, por arrastre con vapor, extraccion soxhlet, lixiviacion, infusion y
extraccion con solvente organico (Melo et al., 2020; Stashenko et al., 2014).

e Los métodos no convencionales o emergentes: microondas, extraccion por altas

presiones, extraccion por ultrasonido y sistemas de puntos criticos.

En la extraccion con técnicas convencionales, los compuestos bioactivos se degradan y
pierden su funcionalidad, por factores como: temperatura elevada y el tiempo de extraccion.
En estos métodos los solventes mas utilizados son compuestos orgéanicos volatiles toxicos,
que presentan un impacto en la salud, la seguridad y el medio ambiente. Por lo que se busca
que las tecnologias sean verdes y sustentables para la extraccion de compuestos bioactivos

(Arana, 2021; Yara et al., 2017).

Existen diferentes métodos de extraccion, el tradicional es la maceracion la cual consiste
en dejar en reposo la muestra durante un tiempo que puede abarcar de 24 horas a semanas,
para aumentar la interaccion entre el solvente y la muestra se aplica agitacion constante, sin
embargo, con el surgimiento de nuevas tecnologias como la asistida por microondas,
ultrasonido y fluidos supercriticos las cuales se han explorado para mejorar el modo de

extraccion (Yildirim, 2022).

-
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2.1.1.1 Ultrasonido

El ultrasonido consiste en ondas sonicas, el rango para el procesamiento de alimentos se
encuentra entre 20 y 100 Hz. La extraccion asistida por ultrasonido utiliza estas ondas
sonicas, el fundamento de esta tecnologia esta basado en la transmision de dichas ondas en
un medio liquido, creando ciclos alternos de compresion y rarefaccion, en los cuales, se forma
una presion negativa que rompe el liquido para establecer vacio y posteriormente burbujas o
cavidades. En las células, las ondas ultrasénicas causan la ruptura de su pared liberando sus

componentes (Fernandez y Proafio, 2021; Robles-Ozuna y Ochoa-Martinez, 2012).

El estudio de la extraccion por ultrasonido ha tomado relevancia en las ultimas dos
décadas, se ha demostrado que es un método eficaz, limpio, sencillo, rapido y verde. El
ultrasonido destaca en comparacion de los métodos convencionales por ser de baja inversion,
tiempos de extraccidon mas cortos, aumento en rendimiento, capacidad en la extraccion
compuestos bioactivos, sustancias de bajo peso molecular y otros metabolitos de las plantas

(Rojas et al., 2019).

2.1.1.2 Microondas

Los microondas son campos electromagnéticos situados en un rango de 300 MHz a 300
GHz o entre la longitud de onda de 1 cm y 1m del espectro electromagnético. Las ondas estan
formadas por dos campos: campo eléctrico y campo magnético. La extraccion asistida por

microondas utiliza estos campos electrostaticos. Este método se fundamenta en aplicar

_____________________________________________________________________________________________|
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directamente las ondas en un material que puede absorber parte de la energia electrostatica 'y
transformarla en calor. La energia del microondas interactua con los componentes polares
que estan presentes en el solvente para generar calor, por lo que, es importante los pardmetros
de constante dieléctrico y el factor de disipacion. Los instrumentos de microondas
usualmente utilizan una frecuencia de 2450 MHz, el cual, produce una energia entre 600 a

700 vatios (Bagade y Patil, 2021; Cahuana, 2020; Pimentel et al., 2018).

La extraccion por microondas tiene varias ventajas en comparacion con los métodos
convencionales como son: tiempos mas cortos de extraccion, mayor rendimiento, utilizacion
de menor cantidad de reactivos, una mayor selectividad de compuestos y un mayor nivel de

automatizacion (Amarante et al., 2020; Avila et al., 2019).

2.1.1.3 Fluidos supercriticos

La extraccion con fluidos supercriticos se caracteriza por utilizar solventes inertes y son
considerados disolventes ecoldgicos “verdes”, como son el CO,. El CO; es uno de los mas
utilizados por sus caracteristicas solvatantes, econdmicas y ecoldgicas, sin mencionar su

accesibilidad y alta efectividad (Bankova et al., 2021; Barriga et al., 2018).

El diéxido de carbono supercritico (CO2) se utiliza para obtener los componentes de una
matriz, esto gracias a sus condiciones del cambio de fase a supercritico (37 °C y baja presion),
su afinidad con componentes polares como biomoléculas (proteinas, cadena de
polisacaridos), los cuales se protegen de la desnaturalizacion durante el proceso de

extraccion. Las moléculas en condiciones CO; supercritico se comportan simultdneamente
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con una solubilidad de soluto similar al liquido y capacidad de difusion similar al gas, lo que

facilita la penetracion en estructuras y solubilidad en moléculas no polares (Kim et al., 2021).

2.2 Compuestos bioactivos

Los compuestos bioactivos son estructuras quimicas que aportan un beneficio al ser
humano, las cuales se pueden agrupar en compuestos fenodlicos, terpénicos, azufrados,
nitrogenados y péptidos bioactivos. los compuestos bioactivos pueden se pueden obtener de

manera sintética o natural, de forma natural (Espinoza, 2021; Moréan et al., 2021).

Los compuestos bioactivos se obtienen principalmente de las plantas ya sea en partes de
esta como tallo, hojas, flor y raices, asi como en verduras, cereales, frutos secos y aceites. A
estos compuestos también se les 1lama fitoquimicos son metabolitos secundarios producidos
por las plantas al estar en estrés, el cual puede ser bidtico, abidtico, como infecciones,
depredadores, radiacion ultravioleta, estrés hidrico o sales. Una gran parte de los fitoquimicos
corresponde a darle color y sabor tanto a plantas y frutas (Gamez, 2020; Garcia ef al., 2022;

Gasaly et al., 2020).

Los primarios se utilizan para las funciones de la planta, mientras que los metabolitos
secundarios no tienen funcidon directa en las funciones como la fotosintesis, respiracion,
asimilacion de nutrientes, sintesis de proteinas, lipidos y carbohidratos. Ademas, los
metabolitos secundarios son sintetizados por la planta a partir de los metabolitos primarios,
sin embargo, los metabolitos secundarios no tienen una distribucion exacta, por lo que
diferentes especies tendran metabolitos secundarios diferentes. Los metabolitos secundarios

son sintetizados por las plantas en pequenas cantidades y no de forma general ni uniforme,
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por lo que varia dependiendo la region de la planta, género o incluso la especie (Martin,

2018).

2.2.1 Clasificacion de los compuestos bioactivos

Los compuestos bioactivos se agrupan en cuatro grupos: sustancias fenolicas, sustancias

terpénicas, sustancias azufradas y sustancias nitrogenadas (alcaloides).

2.2.1.1 Sustancias fendlicas

Los compuestos fendlicos, también llamados polifenoles o fenilpropanoides, se
encuentran principalmente en la naturaleza, caracterizados por poseer uno o varios anillos
fenolicos, quimicamente, estos compuestos tienen un anillo de benceno (C6) que grupos
hidroxilo (Figura 2). Los compuestos fenolicos estan relacionados principalmente con la
capacidad antioxidante, sin embargo, esta propiedad no se le atribuye a un solo compuesto
sino al conjunto de ello (Ruiz et al., 2018). Los polifenoles se clasifican en (figura 1): acidos

fendlicos, flavonoides, estilbenos y lignanos.
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Polifenoles
Acidos fenolicos Flavonoides Estilbenos Lignanos
Hidroxicinamicos Hidroxibenzoicos Flavonoles Resveratrol
Cafeico Elagico Flavononas
Flavanoles

Antocianidinas

Isoflavonas

Figura 2. Clasificacion de los polifenoles (Gasaly et al., 2020).

Los fenoles ademds de proporcionar sabor le dan una propiedad saludable a la frutas y
verdura, ademads, estd muy bien estudiado que su consumo diario previene enfermedades esto
debido a las propiedades que brinda como: actividad antioxidante, actividad antidiabética,
anticancerigena y antiinflamatoria. La actividad antioxidante es una de las mas estudiada y
reportada en la literatura, debido, a que el dafo oxidativo puede causar enfermedades
degenerativas, como el cancer, la osteoporosis, las enfermedades cardiovasculares, la
diabetes mellitus, las enfermedades neurodegenerativas y la inflamacion. Debido a su
composicion quimica los fenoles tienen la capacidad de inhibir los radicales libre que causan
el estrés oxidativo (Gandhi et al., 2018; Tatipamula y Kukavica, 2021). Estos compuestos se

pueden dividir en diferentes estructuras como se muestra en la figura 3.
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Figura 3. Estructuras basicas de flavonoides y acidos fenolicos con ejemplos (Tatipamula y Kukavica, 2021).
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2.2.1.1.1 Acidos fenélicos

Los acidos fenolicos son uno de los precursores de los polifenoles y tienen en su estructura
un grupo funcional de &cido carboxilico (COOH), siendo los precursores de los compuestos
bioactivos. Los acidos fenolicos son los principales componentes de la lignina en la

lignocelulosa (Tinikul et al., 2018).

2.2.1.1.2 Flavonoides

Los flavonoides son los fitoquimicos mas comunes en la dieta, los cuales son casi dos
tercios de los fitonutrientes obtenidos de origen vegetal. Los flavonoides tienen dos anillos
de seis carbonos unidos por un heterociclo central de 3 carbonos (C6-C3-C6). En esta
clasificacion se encuentran los flavonoles, flavononas, flavanoles, antocianinas e isoflavonas.
(Alvarez, 2018; Gandhi et al., 2018). Una gran parte de los flavonoides estan asociados a un
azucar en forma conjugada y dentro de cualquier clase (monoglucosidicos, diglucosidicos,
etc.). Estos glucosidicos se encuentran usualmente en la posicion 3 o 7 y la unidad de
carbohidrato puede ser L-ramnosa, D-glucosa, glucoramnosa, galactosa y arabinosa (Tapas

et al., 2008).

Los flavonoides son una de las clasificaciones mas importantes de los polifenoles, por sus
efectos benéficos en enfermedades cardiovasculares, metabolicas, cancer, trastornos
autoinmunes, neurologicos. Los flavonoides tienen propiedades antioxidantes,

antiapoptotica, inmunomoduladora y antiinflamatoria (Hamsalakshmi et al., 2022).

Otros mecanismos de accidn de los flavonoides son: sistemas antioxidantes enddgenos, la
inhibicion de las vias inmunoinflamatorias, los efectos similares a los antidepresivos y la

mejora de las funciones mitocondriales y la neurotransmision (Ali et al., 2021).
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2.2.1.1.3 Estilbenos

Existen mas de 400 estilbenos naturales y se encuentran en un grupo heterogéneo de
plantas, esto debido a que la enzima estilbeno sintetasa no se expresa en todo momento. Los
estilbenos proviene del griego “stilbos™ que significa “brillante”, Son una clase de polifenoles
con un esqueleto comun de 1,2-difeniletileno. Se ha demostrado que las estructuras cis y
trans de los estilbenos tienen diferente actividad bioldgica, por lo que en algunos casos el

isdmero trans tiene mayor actividad y es mas termoestable (Andrei ef al., 2019; Puerto,

2019).

2.2.1.1.4 Lignanos

Los lignanos son una clase de metabolitos secundarios que se derivan de la dimerizacion
oxidativa de dos o mas unidades de fenilpropanoide, obtenidos por la via biosintética del
acido shikimico. Por lo que en la estructura de los lignanos comuinmente presentan
fenilpropanoide, sin embargo, presentan estructuras diversas. Los lignanos se encuentran
distribuidos en diferentes plantas, asi como en diferentes partes de la planta como son las
hojas, raices, frutos, flores y resinas. Por sus diversas estructuras, se han reportado que los
lignanos tienen varias propiedades como son: antitumoral, antioxidante, antibacteriana,

inmunosupresora y antiasmatica (Barker, 2019; Cui ef al., 2020).

2.2.1.2 Sustancias terpénicas

Los terpenos (isoprenoides) (Figura 4) son compuestos que proceden de la condensacion del
1sopreno (2metil-1,3buta-dieno), un hidrocarburo de 5 atomos de carbono (Figura 3). Los
terpenos se encuentran en alimentos de color verde, aceites vegetales productos derivados de

la soya y cereales (Lopez et al., 2012).
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Figura 4. Estructura del isopreno (NIH, 2022).

Los terpenos son los principales responsables del sabor y aroma de las plantas, se encuentran
en la mayoria de las formas de vida, especialmente en las plantas, siendo importantes por
tener una gran variedad de estos compuestos, por lo cual también tiene una heterogeneidad
en cuanto a funciones y estructuras. Estos compuestos tienen diferentes funciones en las
plantas como son: de pigmento (carotenoides), acarreadores de electrones (plastoquina),
reguladores de crecimiento y desarrollo (Fitohormonas), elementos estructurales

(glicoproteinas) y funcionales de la membrana (fitoesteroles) (Gonzalez et al., 2016).

2.2.2 Compuestos bioactivos del propdleo

Se han identificado més de 500 compuestos quimicos bioactivos en el propdleo en
distintas zonas del mundo, la mayoria son metabolitos secundarios de plantas, entre estos
compuestos quimicos se encuentran fenoles, alcaloides, 4cidos aromaticos, acidos grasos,
flavonoides, terpenos, aminoacidos, minerales y vitaminas (E, C, B1, B2 y B6) como se

muestra en la tabla 1. El propoéleo tiene una estructura compleja por lo que para extraer los
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compuestos quimicos se utilizan diferentes solventes como: agua, metanol, etanol,
cloroformo, diclorometano, éter y acetona, la composicion quimica del extracto depende de
la flora de la region y del método de extraccion, el extracto acuoso presenta una capacidad
antioxidante con alto contenido en polifenoles y flavonoides, principalmente acido fenolico,
lo que resulta favorable para el uso en la industria alimentaria debido a que no tiene presencia
de etanol y agrega caracteristicas funcionales y bioldgicas al producto(Coronel, 2019;

Golmahi et al., 2021; Irigoiti et al., 2019; Suran et al., 2021).
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Tabla 1. Propiedades y compuestos quimicos del propdleo (Sanchez Elizalde y Marquéz Hernandez, 2017).

Propiedad Compuesto quimico

Antioxidante Flavonoides, acido caféico y fenetil éster
Antimicdtico Pinocembrina, 4cido acético y caféico
Antibacterial Pinocembrina, Kaempferol y acido caféico
Antiséptico Acido benzoico

Antiviral Acido caféico, luteolina y quercetina
Antimutagénica Acido ferulico, cinamico y coumarico

Inhibicion de tumores

Anestésico local

Antihemorragico

Curacion de heridas

Efecto aglutinante

Aumenta la biosintesis de proteinas
Curacion de ulceras gastroduodenales
Histaminopéctica

Antiinflamatorio

Espasmolitico

Promueve desarrollo de coldgeno

Acido caféico, fenetil éster, quercetina y crisina
Pinocembrina

Flavonoides

Acidos fendlicos y flavonoides

Acido ferulico

Arginina

Luteolina, apigenina, pinocembrina y galangina
Quercetina

Flavonoides y acido caféico

Quercetina y Kaempferide

Acido fertllico

En la tabla 2 se muestra especificamente algunos de los compuestos quimicos

identificados el propdleo irani

Tabla 2. Composicion quimica del propoleo irani (Ahangari et al., 2018)

Grupos de compuestos Compuestos quimicos

12-Azabiciclo [9.2.2] pentadeca-1 (14), 11 (15) -dien-13-ona

Oreofilina

3',4'-Dihidro-2'-(morfolin-4-y1)-5',7'-
dinitrospiro[ciclopentano-1,3'-quinazolina]

Acido benzoico

Acido hidroxibenzoico

Acido vainillico

PAG-Acido cumaricacido

Ftalato de dibutilo

Acido fertlico

Acido isofertlico

Acido cafeico

Acido 2- (2, 4'-dicloro-fenoxi) fenilacético
Acidos grasos y sus Acido palmitico

ésteres Acido margérico

Alcaloides

Acido aromatico y sus
ésteres
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Acido oleico

Acido estearico

Acido 3-hidroxi estedrico

Acido eicosanoico

Acido behénico

Acido nefrosteranico

2-metoxicarbonil-2- (cis-2'pentenil) -3-metoxicarbonilo

Cetilciclopentano

Osthole

Pinostrobincalcona

2", 4" 6'-trihidroxi chalcona

2- (1- (2-metilcortonoiloxi) -1-metiletil) -8-oxo-1,

2-dihidrofurano [2,3-H]2H-cromen

Acido 3-metil-but-2-enoico, 2,2-dimetil-8-0x0-3,

4-dihidro-2H8H- éster de pirano [3,2- g] cromen-3-ilo

2H-Ciclopentacicloocteno, 4,5,6,7,8,9-hexahidro-1,2,2,

3-tetrametilo

Germanicol

Bicicleta de dimetil-1,3,5,6-tetrametil- [1,3- (13C2)] [5.5.0]

Dodeca-1,3,5,6,8,10-hexano-9,10-dicarboxilato

Espiro [benzo [a] ciclopenta [3,4] ciclobuta [1,2-c]
ciclohepteno-

8 (5H),2 '- [1,3] dioxano], 6,7,7b, 10a-tetrahidro-1

14- Metil-colest-7-en-3-0l-15-ona

(30, 40) - 4- Metil- estigmast-22-en-3- ol

Flavonoides

Terpenos

2.3 Propiedades de los compuestos

Los compuestos bioactivos se caracterizan por poseer propiedades funcionales, los cuales
aportan un beneficio a la salud. Por lo que los compuestos bioactivos incorporados en
alimentos juegan un papel importante en la nutricion dando lugar a la creacion de un alimento
funcional. Los alimentos funcionales contienen compuestos bioactivos y favorecen las
funciones del organismo, ademds, de disminuir el riesgo de enfermedades (Choroco y

Cusquisiban, 2021).

Los compuestos bioactivos al tener estas caracteristicas han llamado la atencion de las

industrias alimentarias, cosmética, farmacéutica, entre otras. Aunque se ha demostrado las
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propiedades de los fitoquimicos no se ha estudiado del todo, tanto en la diversidad y la
cantidad. Sin embargo, hay mucha evidencia de sus beneficios a la salud en diferentes
enfermedades (Hernandez et al., 2021; Taype et al., 2021). Entre las cuales se encuentra la

actividad antioxidante y la actividad antidiabética.

2.3.1 Actividad Antioxidante del propoleo

Aunque los fitoquimicos pueden tener muchas propiedades las mas estudiadas son la
captura de radicales libres, mejor conocido como la actividad antioxidante. La respiracion es
un proceso esencial para la vida que realiza nuestro organismo, pero también contribuye a la
produccion de radicales libres, los cuales pueden producir alteraciones genéticas que
aumentan el riesgo de producir diferentes enfermedades como el cancer. Para bloquear los
radicales libres son importantes estas sustancias denominadas antioxidantes (Martinez et al.,

2008).

Se han realizado investigaciones de la capacidad antioxidante donde se le atribuye
principalmente a los compuestos fenolicos y especialmente a los flavonoides esta capacidad.
Esto gracias a que los fenoles son donadores de hidrogeno de lo cual su potencial antioxidante
va a depender del nimero y posicidn de sus grupos hidroxilos, asi como también la presencia

de donadores de electrones en sus grupos aromaticos (Kuskoski et al., 2004).

La capacidad antioxidante es una propiedad importante y predominante en el propoéleo,
esta se encuentra correlacionada con los 4cidos fendlicos y flavonoides, su importancia radica
en la capacidad de neutralizar y secuestrar radicales libres, por lo cual se utiliza para el

tratamiento y prevencion de enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo (Tabla 3),
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ademas es utilizada en la biologia, medicina, alimentos y evitar el deterioro oxidativo de los

mismos (Carrasco y Cepeda, 2020; Osorio y Salamanca, 2017).

Tabla 3. Enfermedades degenerativas causadas por radicales libres (Osorio y Salamanca, 2017).

Enfermedades degenerativas causadas por radicales libres

Aterogénesis

Bronquitis enfisémica

Enfermedades de Parkinson

Distrofia muscular de Duchenne

Céancer cervical

Enfermedades alcohdlicas del higado
Diabetes

Fallo renal agudo

Sindrome de Down

Fibroplasia retrolental (conversion de retina en masa fibrosa en recién nacidos
prematuros)

Alteraciones cerebrovasculares
Enfermedades del sistema inmunitario
Isquemia: dafios de reperfusion hepatica
Enfermedad de Alzheimer

(Rodriguez et al., 2020) reportan que, en el andlisis de ocho propdleos de diferentes
estados de la Republica Mexicana, provenientes del Estado de México y Michoacan,
contenian elevados niveles de flavonoides, mientras que los de puebla, Guanajuato y

Veracruz contenian menor cantidad de flavonoides y fenoles.

2.4 Diabetes mellitus

La diabetes mellitus se caracteriza por elevar los niveles de glucosa en sangre, existen 2
tipos de acuerdo con la secrecion defectuosa de la insulina (Sapra y Bhandari, 2021). La
hiperglicemia altera el metabolismo de los carbohidratos, lipidos, proteinas y el sistema

antioxidante. Este ultimo se relaciona porque hay una sobreproduccion de especies reactivas
- -~ |
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de oxigeno, causando estrés oxidativo, que a su vez causa dafio a diferentes 6rganos (corazon,
rifilones, 0jos, nervios, higado y vasos sanguineos). En la actualidad, se han realizado diversas
investigaciones comprobando la disminucion del estrés oxidativo, los niveles de glucosa en
sangre, la HbAlc, las lipoproteinas de muy baja densidad, triglicéridos y ademas mejora el
indice de accion de la insulina estas propiedades varian su eficiencia dependiendo de la

region donde se obtenga el propoleo (Kitamura, 2019; Menyiy et al., 2019).

La diabetes es una enfermedad metabdlica cronica caracterizada por niveles elevados de
glucosa en sangre, sus consecuencias a largo plazo son ceguera, insuficiencia renal, ataques
cardiacos, derrames cerebrales y amputacion de miembros inferiores, ademads, es un factor

de riesgo en enfermedades cardiovasculares, tuberculosis y COVID-19 (OPS, 2021).

El panorama nacional sobre la morbilidad y mortalidad por diabetes menciona que 62
millones de personas tienen esta enfermedad y 244 084 mueren cada afio. En el 2018 se
presentaron las entidades federativas de Campeche (14.01%), Hidalgo (12.83%) y
Tamaulipas (12.77%) como los estados con las prevalencias mas altas de personas

diagnosticadas con esta enfermedad (INEGI, 2021).
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Figura 5. Prevalencia de diabetes mellitus en el 2018 (INEGI, 2021).

2.4.1 Actividad antidiabética del propoleo

El desarrollo de farmacos sintéticos para el tratamiento de la diabetes, ain no se ha logrado
el paradigma de tratamiento seguro y eficaz. Por lo que la OMS ha recomendado la
investigacion y la evaluacion de tratamientos con plantas para la diabetes, ya que estos suelen
ser efectivos y tener menos o ningun efecto toxico y son considerados excelentes candidatos.
Los fitoquimicos son compuestos que han sido estudiados para el tratamiento y el retraso de
complicaciones de esta enfermedad entre los cuales se les atribuye a los alcaloides,
glucosidos, Flavonoides, terpenos y esteroides entre otros. Estos compuestos utilizan
diferentes mecanismos como son la inhibicién de diferentes enzimas, la produccion de
insulina, reduccion de glucosa en suero o plasma y compuestos que se comportan como

insulina (Gaikwad et al., 2014; Ortiz, 2018).

Entre los mecanismos de la actividad antidiabética estd la inhibicion de la a-amilasa y a-

glucosidasa. Dado que la a-amilasa es una enzima que se encuentra en el proceso digestivo,
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la cual se encarga de descomponer el rompimiento de los enlaces en las moléculas de
almidon. Y la a-glucosidasa es una enzima que cataliza la ruptura de enlaces glucosidicos de
carbohidratos para liberar la glucosa. Para posteriormente la glucosa ser liberada, absorbida
en el intestino y transportada al torrente sanguineo. Al inhibir la a-amilasa y a-glucosidasa
reduce la glucosa postprandial, por lo es un enfoque prospectivo para el tratamiento de la

diabetes (Gondi y Prasada, 2015).

Rivera et al. (Rivera et al., 2018) mencionan que el extracto etandlico de propdleo del
estado de Chihuahua, utilizado como tratamiento en ratones diabéticos, se redujo de
aproximadamente el 40% en los niveles de glucosa en sangre, evitando a su vez disminucion
en el peso corporal de los ratones, en el mismo experimento se detect6 insulina en los ratones
con el tratamiento, mientras que los que no recibieron el tratamiento se deduce que sin el

efecto de propoleo hubo deterioro de los islotes pancreaticos.

En el 2019 Xue et al. realizaron un tratamiento con propdleo en ratas diabéticas
concluyendo que hubo una reducciéon de glucosa en plasma y mejoramiento de la insulina, y
proponen un mecanismo de mejora en la hiperglicemia en el cual el propoleo podria reparar

el dano de la mucosa intestinal.

Medina et al. (2019) realizaron extractos acidos de frutos de cactus donde evalu¢ el efecto
sobre a-amilasa y a-glucosidasa, concluyendo que el fruto contiene compuestos bioactivos,
fenoles y flavonoides con actividades inhibidoras efectivas contra enzimas clave vinculadas

a la diabetes mellitus.
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3 Definicion de problema

La diabetes, es una enfermedad cronico-degenerativa en la cual los niveles de glucosa se
ven afectados al estar elevados, por lo tanto, es considerada uno de los principales problemas
de salud a nivel mundial. Entre las consecuencias causadas por la hiperglicemia, se
encuentran la ceguera, insuficiencia renal, ataques cardiacos, derrames cerebrales y
amputacion de miembros, ademas, las personas diabéticas tienen mayor riesgo de presentar
enfermedades cardiovasculares, tuberculosis y COVID-19 en comparacion con la poblacion

que no padece enfermedad.

En la regién de América, se estima que 62 millones de personas tienen diabetes, de los
cuales, un 43% presenta mortalidad prematura. En el 2018, el panorama nacional sobre la
morbilidad y mortalidad de esta enfermedad, se observd un incremento de diagndsticos,
conforme aumenta la edad y se dieron a conocer cuéles son las entidades federativas con
prevalencias a partir 20 afios las cuales son: Campeche (14.01%), Hidalgo (12.83%) y

Tamaulipas (12.77%).
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4 Justificacion

La diabetes es uno de los principales problemas de salud a nivel mundial por lo que se
buscan alternativas naturales para su tratamiento (OPS, 2021). Debido a que existe evidencia
de la actividad antioxidante que tiene el propdleo, y esta relacionada como alternativa en el
tratamiento de diversas enfermedades cronicas, es necesaria la realizacion de investigaciones

para determinar las propiedades que contiene propoleo mexicano.

En México, existen estudios de caracterizacion del propodleo, sin embargo, hay escasa
cantidad de informacidn respecto de su actividad antidiabética. Uno de los mecanismos es la
inhibicion de enzimas digestivas el cual se basa en los inhibidores de las enzimas a-amilasa
y a-glucosidasa, para el control de la glucemia postprandial, los cuales estan relacionados
con la actividad antidiabética, por lo que se sugiere hacer uso del extracto de propoleo por su
riqueza en compuestos bioactivos. Por otro lado, es importante saber si estos compuestos se
conservan durante la digestion donde se lleva a cabo la inhibicion de las enzimas para ello se
evaluara mediante una digestion in vitro. Ademas, los resultados de esta investigacion
contribuiran segun sea el caso a buscar alternativas para conservar de manera eficiente los
compuestos bioactivos durante la digestion, considerar el propoleo como una alternativa al

tratamiento de la diabetes o incorporarlo en algin alimento.
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5 Objetivos

5.1 Objetivo general

* Evaluar la bioaccesibilidad de los compuestos bioactivos de los propoleos con
actividad antioxidante y antidiabética extraidos por ultrasonido después de una

digestion in vitro.
5.2 Objetivos especificos

» Elaborar extractos etandlicos de propdleo por ultrasonido para conocer su
porcentaje de rendimiento y evaluar si tiene relacién con el contenido de
compuestos quimicos.

» Cuantificar el contenido de fenoles y flavonoides en los extractos, asi como de la
fase gastrica e intestinal con el fin de conocer la estabilidad de los compuestos
fendlicos en la digestion simulada.

* Evaluar la capacidad antioxidante y el potencial inhibidor de la a-amilasa y a-
glucosidasa para conocer la bioaccesibilidad de los compuestos bioactivos de los

extractos de propoleo durante la digestion simulada
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6 Materiales y Métodos

6.1 Obtencion de la muestra

El propodleo se obtuvo de 4 diferentes municipios del estado de Oaxaca los cuales son:
Eloxochitlan de Flores Magén (Longitud: 18°10'34"N 96°52'33"0 vy altitud de 1345 metros
sobre el nivel del mar); Teotitlan de Flores Magon (Longitud: 18°07'57"N 97°0420"0 y
altitud de 1015 metros sobre el nivel del mar); San Jeronimo Tecdatl (Longitud: 18°10°00"N
96°55'00"0 vy altitud promedio de 1400 msnm); San Pedro Ixcatlan (Longitud: 18°09'N
96°30'0 y altura de 76 msnm)., fueron proporcionados por la asociacion de apicultores, miel
y néctar mazateco, ubicada en San Jerénimo y transportados al Laboratorio de
Aprovechamiento Agroalimentario Integral ubicado en Tulancingo Hidalgo en condiciones

de oscuridad y a temperatura de 15 °C

Las muestras se molieron finalmente en la licuadora (BLENDER WARING
COMMERCIAL, Estados Unidos), posteriormente se guardaron en congelacién a -4 °Cy en

bolsas negras hasta su procesamiento.
6.2 Extraccion asistida por ultrasonido

Para la extraccion etandlica del propdleo se utilizo el método descrito por Oroian et al.

(2019) con algunas modificaciones.

Se pesaron 10 g de cada uno de los propodleos molidos, para posteriormente agregarlos en
frascos de 1000 mL con 300 mL de etanol al 80 % (1:30) por separado, se colocaron en el
bafio ultrasénico (Branson, 3510R-DTH, Estado Unidos) durante 30 min a 25 °C (40 kHz).
Una vez sonicadas las muestras se centrifugaron a 6000 rpm durante 15 min a 4°C en la
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centrifuga (HERMLE, Z36 HK, Alemania), del cual se recuperd el sobrenadante y se desech6
el precipitado. Después se filtré el sobrenadante con papel filtro (No. 102, 80g/m?) para a
continuacion colocarlos en refractarios y se dejaron en la estufa de aire forzado a 40°C

durante 24 hrs. para la eliminacién del solvente.

El rendimiento se calculd de acuerdo con Popova et al. (2007) utilizando la ecuacion 1.

Considerando el peso del propoleo crudo al inicio y el peso del extracto.

Peso del extracto etanolico

p taie Rendimiento — 100
orcentaje kenatmiento Peso de propoéleo crudo x

(Ecuacion 1)

6.3 Determinacion de compuestos bioactivos

6.3.1 Determinacion de fenoles totales

La determinacion de fenoles totales se realizd de acuerdo con el método de Folin-

Ciocalteu descrito por Singleton et al. (1999) con algunas modificaciones.

Se prepar¢ el fenol Folin-Ciocalteu (F9252 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 0.2 Ny

Carbonato de sodio (Na2COs3, 17903 Fermont, Monterrey, NL, MEX) a 0.7 N.

Se realizaron diluciones 1:100 de los extractos con etanol al 80 %, de los cuales se tomaron
0.3 mL y se mezclaron con 1.5 mL de fenol Folin-Ciocalteu, por triplicado, se dejo reposar
en oscuridad durante 8 min. Posteriormente se agregd 1.2 mL de carbonato de sodio, se dejo
reposar durante 2 horas en oscuridad. Las lecturas se realizaron en el espectrofotometro

(Jenway, Modelo 6715 UV/Vis, Reino Unido) a 765 nm usando como blanco agua destilada.
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Se realizd una curva de calibracion de 0 - 160 pg/mL utilizando 4cido Galico (C7HsOs,
03251 Fermont, Monterrey, NL, MEX) como estandar de referencia (Anexo 1). Los
resultados se expresaron en mg equivalentes de acido galico/100 g de muestra (mg GAE/100

g de muestra).

6.3.2 Determinacion de flavonoides totales

La determinacion de flavonoides totales se realizé de acuerdo con el método descrito por
Arvouet-Grand et al. (1994) con algunas modificaciones.
Se prepard tricloruro de aluminio (AICl3, 0455 Meyer, Tldhuac, CDMX, MEX) al 2 % en

metanol puro.

Para la lectura de los extractos se utilizaron diluciones de 1:100 con metanol puro de la
cual se tomaron 2 mL, se mezcl6 con 2 mL de la solucion de AICI3, se realizo por triplicado
y se dejo reposar durante 20 min en oscuridad. Las lecturas se realizaron en el
espectrofotometro (Jenway, Modelo 6715 UV/Vis, Reino Unido) a 415 nm usando como

blanco metanol puro.

Se realiz6 una curva de calibracion de 0 - 40 pg/mL utilizando quercetina (Q4951 Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) como estandar de referencia (Anexo 2). Los resultados se

expresaron en mg equivalentes de quercetina/100 g de muestra (mg QE/100 g de muestra).
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6.4 Determinacion de capacidad antioxidante

6.4.1 Inhibicion de radical DPPHe

Para la inhibicidn del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPHe, D9132 Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) se sigui6 la metodologia descrita por Brand-Williams et al. (1995) con

algunas modificaciones.

El DPPH se prepard con metanol 80 %, posteriormente se dejé en agitacion durante 2
horas en oscuridad. Después se estandarizo ajustando la absorbancia a 0.7 = 0.01 a 515 nm
en un espectrofotometro (Jenway, Modelo 6715 UV/Vis, Reino Unido) utilizando como

blanco metanol al 80 %.

Para las lecturas de los extractos se realizaron una dilucion de 1:100 con metanol al 80 %
de la cual se tomaron 0.5 mL, se mezclaron con 2.5 mL de solucién de DPPH estandarizado,
se realizo por triplicado y se dejaron en reposo durante 1 hora en oscuridad a temperatura
ambiente. La lectura se realiz6 en el espectrofotometro (Jenway, Modelo 6715 UV/Vis.) a
515 nm usando como blanco metanol al 80 %. Se realiz6 una curva de calibracion de 0 - 30
pg/mL utilizando acido (%)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox,
238813 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) como estandar de referencia (Anexo 3) y los
resultados se expresaron en mg equivalentes de trolox/100 g de muestra (mg ET/100 g de

muestra).

6.4.2 Inhibicion de radical ABTSe*"

Para la inhibicion de radical 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico
(ABTS+", A1888 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) se realizo de acuerdo con la

metodologia descrita por Re et al. (1999) con algunas modificaciones.
|
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Se prepararon 10 mL de ABTS<" 7 mM con agua destilada, se agregd 10 mL de persulfato
de potasio (K2S208, 55842 FERMONT, Monterrey, NL, MEX) 2.45 mM, se dejo en
agitacion durante 16 horas en oscuridad. Después se estandariz6 ajustando la absorbancia a
0.7 £0.01 a 734 nm utilizando como blanco etanol al 20 %.

Los extractos se diluyeron 1:100 con etanol al 20 % del cual se tom6 0.2 mL, se mezclaron
con 2 mL de solucion de ABTSe" estandarizado, se realizo por triplicado y se dejo reposar 6
min en oscuridad a temperatura ambiente. Las lecturas se realizaron en el espectrofotometro
(Jenway, Modelo 6715 UV/Vis, Reino Unido) a 734 nm usando como blanco etanol al 20 %.
Se realiz6 una curva de calibracion de 0 - 60 pg/mL utilizando Trolox (238813 Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) como estandar de referencia (Anexo 4) y los resultados se

expresaron en mg equivalentes de trolox/100 g de muestra (mg ET/100 g de muestra).

6.5 Indicadores de la actividad antidiabética

6.5.1 Ensayo in vitro de a-amilasa

El ensayo in vitro de a-amilasa se realiz6 de acuerdo con la metodologia descrita por

Abirami et al. (2014).

Se preparo6 la solucion stock de acido 3, 5 dinitrosalicilico (DNS,128848 Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA), disolviendo 0.1 g de DNS mas 30 g de tartrato de sodio y potasio
(KNaC4H40s, T1070 APM, CDMX, MEX) en 20 mL de hidroxido de sodio 2 mol/L (NaOH,
36911 Fermont, Monterrey, NL, MEX) y finalmente se afor6 hasta 100 mL con agua

destilada.

Los extractos se diluyeron 1:50 con etanol al 80 %, posteriormente en un tubo de ensayo

se tomaron 100 pL del extracto, se le agreg6 100 uL de buffer de fosfato (pH 6.9) y se
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adicionaron 100 pL de solucion de a-amilasa (a-Amylase from Bacillus licheniformis,
A3306 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) (8 - 10 U/mL/min), se incub6 a 37 °C durante
10 min, seguidamente se le agreg6 100 uL de solucion de almidon (4006-01 J.T.Baker,
Xalostoc, Edomex, MEX) al 1 %, se dej6 incubar (37 °C) 30 min, para detener la reaccion se
adiciona 1 mL de solucion stock de DNS, se metio a bafio de agua hirviendo durante 5 min,
después se sumergié en bafio de hielo durante 8 min. Se realiz6 una dilucién 1:2 y finalmente

se leyo en el espectrofotometro (Jenway, Modelo 6715 UV/Vis, Reino Unido) a 540 nm.

Para determinar el porcentaje de inhibicion se utilizé la ecuacion 2 descrita por Nyambe
et al. (2015), utilizando buffer de fosfato como control, donde la Absmuestra es la absorbancia
obtenida de las muestras y Abscontrol es la absorbancia utilizando el buffer de fosfato. Se

utiliz6 acarbosa (Glucobay® Comp. 50 mg) como estandar.

(Abscontrol - Absmuestra) %

100
Abscontrol

% inhibicion de a — amilasa =

(Ecuacion 2)
6.5.2 Ensayo in vitro a-glucosidasa

El ensayo in vitro de a-glucosidasa se realizé de acuerdo con la metodologia realizada por

Gondi y Prasada (2015) con algunas modificaciones.

Se mezclo 200 pL de extracto de propoleo con 100 pL. de p-nitrofenil-a-D-
glucopiranosido (10 mg en 2 mL buffer de fosfato) y se incubaron a 37 °C por 10 min.
Posteriormente se adiciono 40 pL de enzima a-glucosidasa (se preparo6 adicionando 2 mg en
1 mL de buffer de fosfato; 5.7 U/g) y se dejo reaccionar durante 20 minutos. Para detener la

actividad enzimatica, se agregaron 4 mL de Na2CO3 al 1 M y 5 mL de agua destilada,
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finalmente se ley6 en un espectrofotdémetro (Jenway, Modelo, 6715 UV/Vis, Reino Unido) a

405 nm usando como agua destilada.

Para determinar el porcentaje de inhibicion se utiliz6 la ecuacion 3, utilizando buffer de
fosfato como control, donde la Absmuestra es la absorbancia obtenida de las muestras y
Abscontrol es la absorbancia utilizando el buffer de fosfato. La acarbosa (Glucobay® Comp.

50 mg) se us6 como inhibidor de referencia.

Abs — Abs
% inhibicion de a — glucosidasa = ( CO”ZZS muestra) x 100
control

(Ecuacion 3)
6.6 Digestion simulada

Para la digestion simulada se llevo a cabo con metodologia descrita por Minekus ef al. (2014)

con algunas modificaciones. Se utiliz6 la fase gastrica y la fase intestinal.

Se prepar6 para una solucion gastrica de 20 mL con 40 000 U/pepsina (Pepsina de mucosa
gastrica porcina, P7000 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), cloruro de calcio (Ca2Cl2,
930-500 Meyer, Tlahuac, CDMX, MEX) 0.3 M y se aforé con acido clorhidrico (HCI, 9535-
05 J.T.Baker, Xalostoc, Edomex, MEX) 0.1 M Ademas, se prepard una solucidn intestinal
de 100 mL con 0.4 g de pancreatina (608 Hycel, CDMX, MEX), 42.5 g de sales biliares
(7230 Neogen, Lansing, MI, USA) y aforando bicarbonato de sodio con 0.1 M (NaHCO:3,

S6014 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

Se partié de una concentracion de 50 mg/mL de propodleo, posteriormente se diluyo 2 mL de
extracto en 3 mL metanol 80%, después, se ajustd a pH 2 con HC1 5 M, se agreg6 20 mL de

solucion gastrica y se dejo 2 horas en incubacion en bafio maria con agitaciéon horizontal
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(Scorpion Scientific, Modelo A 50651, México) a 37 °C. Del volumen total se tomaron 12.5
mL, se ajusté a 7 pH con NaHCO3 0.5 M y se le agrego 1.25 mL de solucion intestinal,
después, se dejo 2 horas en incubacion en baifio maria con agitacion horizontal a 37 °C.
Finalmente se centrifugaron inmediatamente (HERMLE, Modelo Z36 HK, Alemania) a 12

000 rpm durante 10 min. y se realizaron los analisis de las alicuotas que se tomaron.

6.7 Analisis estadistico

Se realizaron extractos etanolicos de propoleos: propdleo de Eloxochistlan (PE), propdleo
de Teotitlan (PT), propdleo de San Pedro (PSP) y propoleo de San Jeréonimo (PSJ), a los
cuales se sometieron a una digestion simulada de dos fases (fase gastrica y fase intestinal)
posteriormente se evaluaron fenoles totales, flavonoides, ABTS+*, DPPHe, a-amilasa y a-
glucosidasa, todas las pruebas se realizaron por triplicado y se analizaron por analisis de
varianza (ANOVA). Las diferencias entre las medias muestrales se analizaron mediante una
prueba de comparacion de medias Tukey con diferencias significativas (p < 0.05). Todos los

analisis se realizaron empleando el software IBM® SPSS Statistics version 24 (2019).
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7 Resultados y discusion

7.1 Porcentaje de rendimiento

Con base en la literatura, se seleccionaron las condiciones mas adecuadas, utilizando el
método de extraccion por ultrasonido y etanol al 80 % como disolvente con un tiempo de

sonicacion de 30 minutos.

Tabla 3. porcentaje de rendimiento de los propoleos

Muestras de propoleo % rendimiento
El((i)xlé))chistlén 68 + 028
Te(;tTit)lé“ 42 +0.25°
S*a’)g;;iro 69 = 0.35¢
Si‘;gﬁ;"’mmo 49 + 0,26

Los valores presentados son la media + error estandar de las pruebas realizadas por triplicado. Las letras indican
diferencias significativas (P <0,05) segun lo determinado por la comparacion de promedios de Tukey.

El propoleo de PE y PSP obtuvieron mayor rendimiento en comparacion con los ET y ESJ
(tabla 3). El Rendimiento obtenido por Carrasco y Cepeda (2020) con el método de
maceracion y utilizando propdleo de Ecuador, cae dentro del intervalo de rendimientos
reportados aqui. Los rendimientos obtenidos de los propodleos de Oaxaca son similares a los
reportados por Rodriguez et al. (2020), donde se analizaron 8§ extractos de propoleo obtenidos
por ultrasonido de diferentes estados de México, obteniendo un porcentaje maximo de

rendimiento de 50.9 y un minimo de 25.5.
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Oroian et al. (2019), utilizaron propdleos de Rumania y reportaron rendimientos que
oscilan del 32 a 92 % de diferentes métodos de extraccion, donde el ultrasonido tuvo mejores

resultados.

El método de extraccion por ultrasonido aumenta los pardmetros de rendimiento y
compuestos fenolicos (Wong et al., 2020). Los rendimientos de los extractos de propdleos
son diferentes debido a que, el propdleo crudo presenta impurezas como; cera, restos de
insectos, astillas de madera de las colmenas y otros desechos. Las practicas apicolas influyen
de manera negativa en el rendimiento final de los extractos de propdleos, por el contenido de
material extrafio (Escriche y Juan, 2018). Ademas, el método y el tipo de solvente utilizado
también influyen en el rendimiento, al utilizar solventes organicos (Etanol, metanol) funciona
mejor para la extraccion de propoleo (C.-T. Chen et al., 2019). Ademas, el rendimiento
también se ve afectado por el método de extraccion, el tipo de solvente, el tiempo de

extraccion y temperatura (C. T. Chen ef al., 2019; Golmabhi et al., 2021).

7.2 Determinacion de compuestos bioactivos

A los compuestos fendlicos que tienen los propoleos les atribuyen su capacidad
antioxidante, farmacologica, antibacteriana, antifungica, antiprotozoaria, hepatoprotectora,
antiinflamatoria, propiedades antivirales, anticancerigenas y antitumorales (Anjum et al.,
2019). Por lo anterior, es importante conocer el contenido de los compuestos fitoquimicos
presentes en los propdleos para determinar su capacidad antioxidante. Por lo general el

contenido de fenoles varia de 3000 a 20000 mg GAE/100 g propoleo, el contenido de
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flavonoides oscila entre los 3000 a 7000 mr EQ/100 g de propoleo y de 20 a 190 pg/mL en

el caso de la actividad de eliminacion de radicales libres de DPPHe (Kocot ef al., 2018).

7.2.1 Determinacion de fenoles totales
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Figura 6. Contenido de fenoles totales. La linea roja indica el contenido minimo de fenoles totales especificado por la
NOM-003-SAG/GAN-2017. Propéleo de Eloxochistlan (PE), propdleo de Teotitlan (PT), propoleo de San Pedro (PSP) y
propoleo de San Jerénimo (PSJ). Los valores presentados son la media + error estdndar de las pruebas realizadas por
triplicado. Las letras indican diferencias significativas (P < 0,05) segtin lo determinado por la comparaciéon de promedios

de Tukey.

En los extractos, el contenido de fenoles totales de los propoleos mostré diferencia
significativa (p < 0.05) en un rango de 15,362.4 a 11,520.3 mg GAE/100 g (figura 6),
cumpliendo lo indicado en la NOM-003-SAG/GAN-2017 (fenoles totales: > 5000 mg
GAE/100 g de muestra) (SEGOB, 2017), estos resultados son menores a los presentados por
Yuan et al. (2019), donde se estudio propdleo chino, que reportaron 24,584 mg GAE/100 g,
pero mayores a los 7,621 a 9,294 mg GAE/100 g, reportados por Zainal ef al. (2021), que

utilizaron propdleos de Malasia. Las abejas recolectan la resina de diferentes plantas por lo
|
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que variabilidad de los compuestos quimicos del propdleo estd directamente relacionada con
la disponibilidad de la vegetacion en donde encuentra la colmena, asimismo son importante
las condiciones y el tipo de compuestos que tenga la planta (Ribeiro et al., 2023). Uno de los
factores principales en obtencion de los compuestos bioactivos es método de extraccion, los
cuales sean estudiado y comparado concluyendo que la extraccion por ultrasonido es la mejor
alternativa con las condiciones adecuadas (Teixeira et al., 2023; Trusheva et al., 2007; Yusof

etal.,2021).

7.2.2 Determinacion de flavonoides totales
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Figura 7. Contenido de flavonoides totales. La linea roja indica el contenido minimo de fenoles totales especificado por
la NOM-003-SAG/GAN-2017. Propdleo de Eloxochistlan (PE), propdleo de Teotitlan (PT), propdleo de San Pedro (PSP)
y propoleo de San Jerénimo (PSJ). Los valores presentados son la media + error estandar de las pruebas realizadas por
triplicado. Las letras indican diferencias significativas (P < 0,05) segtin lo determinado por la comparacion de promedios

de Tukey.
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El extracto de PT destaco por su contenido de flavonoides con 8,084.6 mg QE/100 g de
muestra, mientras que los extractos de PE, PSP y PSJ se mantuvieron entre los 3,721.7 a
5,881.6 mg QE/100 g de muestra (Figura 7), el contenido de flavonoides en las 4 muestras
se encuentra dentro de lo indicado en la NOM-003-SAG/GAN-2017 (Flavonoides totales: >
500 mg QE/100 g muestra) (SEGOB, 2017). Estos resultados son superiores a los reportados
por Aboulghazi et al.(2022), utilizando propdleos marroquies (970 a 3472 mg QE/100 g de
muestra) con el mismo tiempo de extraccion, pero diferentes relaciones y concentracion de
solvente, asi mismo en otros estudios utilizando extraccion por maceracion Aboulghazi ef al.
(2022) y Barrientos et al.(2023) donde obtuvieron flavonoides totales de 1745 a 2479 mg
QE/100 g de muestra y 1 a 1298 mg QE/100 g de muestra (propdleos colombianos)
respectivamente. Los extractos de propdleo tienen diferencias en la composicion quimica y
actividad biologica debido a una correlacion en la flora y el método de extraccion, ademas,
los flavonoides al ser sustancias polares del propdleo son solubles en etanol (Sun ef al.,
2022). Otra razon podria ser la diferencia entre regiones como cambio climatico, estacional

y tiempo de recoleccion (Ding et al., 2021).

7.3 Determinacion de capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante se atribuye principalmente a los compuestos fendlicos y
especialmente a los flavonoides. Esto gracias a que, los fenoles son donadores de hidrogeno
por lo cual su potencial antioxidante va a depender del nimero y posicion de sus grupos
hidroxilos, asi como también la presencia de electrones donadores en sus grupos aromaticos

(Kuskoski et al., 2004).
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Figura 8. Contenido de ABTS+" (A) y DPPHe (B) de los extractos de propéleo. Propéleo de Eloxochistlan (PE), propoleo
de Teotitlan (PT), propoleo de San Pedro (PSP) y propdleo de San Jerénimo (PSJ). Los valores presentados son la media =
error estandar de las pruebas realizadas por triplicado. Las letras indican diferencias significativas (P < 0,05) segun lo
determinado por la comparacién de promedios de Tukey.

En la Figura 8 se muestra que el extracto de PE tiene mayor capacidad antioxidante
mediante la inhibicion del radical ABTSe" con 33,307.1 mg ET/100 g de muestra, el
contenido en el extracto de PSJ>PSP>PE, en un rango de 13,984.4 a 25,483.4 mg ET/100 g
de muestra y existen diferencias significativas entre los extractos (p < 0.05). El extracto PT
tienen mayor inhibicion del radical DPPHe que el extracto PE, mientras que las muestras PSP
y PSJ no tienen diferencia significativa (p < 0.05). Los resultados obtenidos de ABTS+" son
similares a los reportados por Bayram et al. (2020) y Cunha et al. (2021) donde reportaron

18,640 mg ET/100 g de muestray 21,135 mg ET/100 g de muestra respectivamente. Peng et
al (2023) reportaron valores maximos de DPPHe y ABTSe" de 11,845 mg de TE/100 g
muestra 'y 17,518 mg de TE/100 g muestra respectivamente, donde, los valores de ABTS«"
son menores, pero los de DPPHe son mayores a los reportados en este estudio, de igual forma
Altuntas et al. (2023) reportaron valores de DPPH que oscilaron entre 4,672 a 22,823 mg
TE/100 g de muestra, donde utilizaron propoleos de Turquia. La variacion del alto potencial

. __________________________________________________________________________________________________|
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antioxidante tanto en la inhibicion del radical ABTSs" y DPPHe es debido principalmente a
la presencia de diferentes compuestos fendlicos y flavonoides en los extractos de propoleo

(Lima et al., 2022; Mikek et al., 2022; Widelski et al., 2022).
7.4 Determinacion de capacidad antidiabética

7.4.1 Ensayo in vitro de a-amilasa
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Figura 9. Inhibicion de la a-amilasa (A) y a-glucosidasa (B) de extractos de propdleo. Propdleo de Eloxochistlan (PE),
propoleo de Teotitlan (PT), propoleo de San Pedro (PSP) y propoleo de San Jeronimo (PSJ). Los valores presentados son
la media + error estandar de las pruebas realizadas por triplicado. Las letras indican diferencias significativas (P < 0,05)
segun lo determinado por la comparacion de promedios de Tukey.

La inhibicidn de a-amilasa mostrd que la acarbosa tiene mayor inhibicidn (79.3 %), pero
en los extractos fueron el PSJ (69.5 %)y PT (67.3 %), mientras que los demds se mantuvieron
arriba de 60 % (figura 9 A), Cunha et al. (2023), reportaron que en otros estudios que los
flavonoides son los principales agentes antidiabéticos del propdleo, esta relacion se hace
notar debido a PSJ y PT también son los extractos con mayor contenido de flavonoides. En

el ensayo de a-glucosidasa la acarbosa y el extracto PT tiene la menor inhibicion con 30 %,

seguido de PSJ con 61 % y el PE tiene mayor inhibicidon con 95 % (Figura 9 B). Karagecili
|
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et al. (2023), reportaron que la acarbosa tienen menor inhibicidon de la a-glucosidasa que

propoleos de Turquia.

Estos resultados concuerdan con informes anteriores donde mostraron inhibicion de la a-
amilasa y a-glucosidasa en propoleo de Nigeria Ugwor et al. (2022), propoleos de Marruecos
El-Guendouz et al. (2016), propdleos de Turquia Keskin et al. (2020) y propoleos de
Australia Uddin et al. (2022), donde concluyeron que los compuestos fenolicos y
principalmente los flavonoides puede inhibir estas enzimas digestivas, lo que retrasa la
digestion de los carbohidratos y evita la absorcion de la glucosa, por lo tanto, disminuye la

hiperglucemia posprandial.
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7.5 Digestion simulada

7.5.1 Evaluacion de los compuestos bioactivos durante la digestion

Tabla 4. Contenido de fenoles y flavonoides en la digestion simulada.

Fenoles totales Flavonoides totales
Muestras (mg GAE/100 g de muestra) (mg QE/100 g de muestra)

Extracto Fase gastrica Fase intestinal Extracto Fase gastrica  Fase intestinal
PE 15,362.4 +225¢% 6,022.0 £ 171* 3,284.8 + 148 4,395.5+62° 383.6 +39°¢ 1,524.3 + 60°
PT 12,360.8 £ 158> 4,464.9 £265%  2,594.5 +357° 8,084.6 £19* 1,481.1+55 2,146.5+37*
PSP 11,520.3 +247¢ 3,658.2 £485°¢ 1,713.8 £ 4¢ 3,721.7+73¢  131.2+£234 807.0 514
PSJ 11,820.5 £ 455> 45212 £265° 2,439.0 £214b° 5,881.6+27°  588.4+£53P 1,958.0 =33

Propdleo de Eloxochistlan (PE), propdleo de Teotitlan (PT), propdleo de San Pedro (PSP) y propoleo de San Jeréonimo
(PSJ). Los valores presentados son la media + error estandar de las pruebas realizadas por triplicado. Las letras indican
diferencias significativas (P < 0,05) seglin lo determinado por la comparacion de promedios de Tukey.

A los extractos obtenidos se les realizé una digestion de dos fases donde se observo que
el extracto de PE es el que tiene mayor contenido de fenoles totales, seguido de PT, PSJ y
PSP (Figura 6), evidenciando un comportamiento similar en la fase géstrica de 6,022.0 a
3,658.2 mg GAE/100 g y fase intestinal de 3,284.8 a 1,713.8 mg GAE/100 g. sin embargo,
en la transicion del extracto a la fase gastrica el contenido de fenoles disminuye de 60 a 68
% vy partiendo del extracto a la fase intestinal se reduce de 78 a 85 %. Siendo el PE el de
mayor contenido y menor disminucion de fenoles, contrario a PSP con menor contenido y
mayor disminucion (tabla 4). Gonzalez et al. (2022), reportaron un comportamiento similar
teniendo una disminucion de un 80% del contenido de compuestos fendlicos y mencionaron
que la disminucion puede deberse al pH 4cido o la pepsina. Esto se relaciona con estudios
donde se ha observado una disminucidn en la actividad de la pepsina sugiriendo escisiones
autoliticas lo cual sucede después de la activacion de esta en condiciones de digestion, por

otra parte, los compuestos fendlicos tienen la capacidad de unirse covalentemente a
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estructuras proteicas como son enzimas y receptores celulares (Prado Massarioli et al., 2023;
Stewart et al., 2019). Por lo que supone una interaccion entre los compuestos quimicos y la
pepsina o sus fragmentos, ademas, pH acido pues inducir hidrolisis 4cida o transformaciéon

estructural de los compuestos fenolicos (Cardoso et al., 2022).

De acuerdo con el contenido de flavonoides los extractos se pueden ordenar de mayor a
menor; PT, PSJ, PE y PSP (Figura 7), conservando el orden durante fase gastrica e intestinal,
esto podria deberse a que se utilizaron las mismas condiciones y los propdleos son de
regiones similares, aunque haya diferencias significativas (p < 0.05) entre ellos, es
proporcional en cada fase. De la misma manera que en los fenoles, los flavonoides presentan
una disminucién al pasar de los extractos a la fase gastrica (80 - 96 %), pero en este caso
aument6 al pasar a la fase intestinal (66 — 79 %) (tabla 4). Ozdal et al. (2019), analizaron
mediante digestion simulada 11 propoleos y observaron un comportamiento similar al
transcurrir la digestion, obteniendo una disminucion del contenido de flavonoides del
extracto a la fase intestinal de hasta 45 %. Mientras que Gonzélez et al. (2022), obtuvieron
una disminucion de 92 %. Estos resultados pueden deberse a que, los flavonoides son
1somerizados en la fase gastrica y debido al cambio de pH vuelven a la normalidad en la fase

intestinal.
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7.5.2 Determinacion de actividad antioxidante durante la digestion

Tabla 5. Capacidad antioxidante durante la digestion simulada.

ABTS* DPPH*
Muestra (mg ET/100 g de muestra) (mg ET/100 g de muestra)

Extracto Fase gastrica Fase intestinal Extracto Fase gastrica  Fase intestinal
PE 33,307.1 £567*  4,867.0 + 136" 4,068.7 + 360° 3,223 £69°  839.2 +39® 1,454.7 £22%
PT 13,984.4 £4369  1,546.5 +£104° 1,587.1 £ 86° 3,611.4+£17* 764248 907.7 =334
PSP 25,483.4+£601° 1,592.0 +68° 1,471 + 132 2,250.1 +£43¢ 928.6 £ 54* 1,052.2 + 66°¢
PSJ 17,041.1 £327¢  6,004.6 +208* 3,924.5 £259* 2,296.3 £59¢  940.2 +£39° 1,246.1 £28b

Propoleo de Eloxochistlan (PE), propdleo de Teotitlan (PT), propoleo de San Pedro (PSP) y propdleo de San Jeronimo
(PSJ). Los valores presentados son la media + error estandar de las pruebas realizadas por triplicado. Las letras indican
diferencias significativas (P < 0,05) segin lo determinado por la comparacién de promedios de Tukey.

En la digestion hubo una disminucion en el potencial de eliminacion del radical ABTSe"
del extracto a la fase gastrica 64 a 93 % y del radical DPPH fue de 58 a 78 %, asi mismo, los
extractos mostraron una disminucién en la inhibicion del radical ABTS a la fase intestinal de
PE 87 %, PT 88 %, PSP 94%, PSJ 76 %, y en la eliminacién del radical DPPHe la disminucion
fue de PE 55 %, PT 74 %, PSP 53 %, PSJ 45 % (Tabla 5). Resultados similares fueron
reportados por Ozdal ef al. (2019), donde en el DPPHe tuvieron un incremento de la fase
gastrica a la intestinal, sin embargo, Gonzalez et al. (2022), reportaron disminuciones la
actividad antioxidante del radical ABTS+" en la fase gastrica de 86 a 93 % y en el radical
DPPHe un aumento de casi el 50 %, el cual lo atribuyen al pH 4cido, en este estudio no se ve
ese incremento debido a que se neutralizé para evitar interferencia del pH y asi compuestos
fendlicos no actuan como prooxidantes (Martelli et al., 2023). Por otro lado, la actividad
antioxidante depende de la composiciéon quimica del propodleo, la cual tiene una gran
diversidad de estos compuestos y puede cambiar el comportamiento de la digestion simulada
debido a las transformaciones de los compuestos fendlicos que dependen del pH como son:

degradacion, epimerizacion, hidrolisis y oxidacion (Wojtunik et al., 2020).
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7.5.3 Determinacion de actividad antidiabética durante la digestion
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Figura 10. Inhibicion enzimatica durante la digestion simulada. (A) inhibicion de la a-amilasa, (B) inhibicion de la a-
glucosidasa. Propoleo de Eloxochistlan (PE), propéleo de Teotitlan (PT), propdleo de San Pedro (PSP), propdleo de San
Jerénimo (PSJ) y acarbosa (A). Los valores presentados son la media + error estandar de las pruebas realizadas por

triplicado. Las letras indican diferencias significativas (P < 0.05) segtin lo determinado por la comparaciéon de promedios
de Tukey.

Todos los extractos mostraron actividad antidiabética en las dos fases de la digestion, en
el ensayo de a-amilasa se puede observar que hay una disminucion en la fase gastrica en los
4 propoleos, seguido de un aumento en la fase intestinal, por otro lado, al pasar del extracto
a la fase intestinal el PT tuvo un aumento de 14% y los demads tuvieron una disminucion de
14 a 33 % (figura 10 A). En el ensayo de a-glucosidasa se observa el mismo comportamiento
en las dos fases, sin embargo, el extracto de PT muestra un incremento por cada fase.
Finalmente, al pasar del extracto a la fase intestinal PE (24%) y PSP (4%) tuvieron una
disminucién, mientras que PT (149%) y PSJ (4%) tuvieron un aumento en la inhibicion.
Debido a que la inhibicidon de las enzimas es atribuida a los compuestos fendlicos y el
propoleo tiene una gran cantidad y variedad de estos compuestos su comportamiento en una

digestion simulada es cambiante en cada muestra y se asemeja al comportamiento de los
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flavonoides durante la digestion (Adaouia et al., 2020). El aumento de inhibicion en la fase
intestinal de PT puede deberse a que tienen mayor contenido de flavonoides, estos al pasar
por el medio acido incrementan su inhibicidn, resultados similares reportaron Peldez et al.
(2022), donde evaluaron el efecto de la digestibilidad in vitro sobre la actividad enzimatica
en mieles y acarbosa, donde las mieles disminuyeron su actividad y la acarbosa aumento su
actividad en cada fase de la digestion. Por otro lado, Medina et al. (2019, 2020), analizaron
extracto cactus acido y encapsulado del mismo y reportaron que la inhibicion disminuia o se

mantenia al pasar en las fases de la digestion.
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8 Conclusiones

Los extractos de propdleos obtenidos del estado de Oaxaca cumplen las especificaciones
indicadas en la norma mexicana para su produccion y procesamiento (NOM-003-SAG/GAN-

2017).

El extracto de propdleo de la comunidad de San Pedro es el que obtuvo mayor

rendimiento.

Todos los extractos de propodleo tuvieron fenoles, flavonoides y actividad antioxidante. El
extracto de propoleo del municipio de Eloxochistlan tiene mayor contenido de compuestos
fenodlicos, asi como, de inhibicion del radical ABTSe" encontrando una disminucion durante

la digestion simulada in vitro.

Todos los extractos de propdleo inhibieron a las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa que
estan relacionadas con la capacidad antidiabética. El extracto de propoleo del municipio de
Teotitlan tiene mayor cantidad de flavonoides, por lo que proporcionalmente ejercié un
mayor porcentaje de inhibicion de la enzima a-amilasa. Por otra parte, en la digestion

simulada disminuy0 la actividad biologica de inhibir ambas enzimas.
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9 Aplicaciones a futuro

Con base en los resultados obtenidos en este trabajo se recomienda continuar la
investigacion evaluando de manera in vitro posibles recubrimientos que protejan los
compuestos bioactivos del propdleo para conservar o aumentar la actividad antioxidante y
antidiabética hasta la fase gastrica. Posteriormente optimizar y establecer las mejores
condiciones e interacciones del recubrimiento con el propdleo durante la digestion. Asi
mismo se podria evaluar sus propiedades de manera in vivo, para determinar las posibles
dosis segun el tipo de enfermedad al que se enfoque, de esta manera el propoéleo pueda

considerar una alternativa en la industria nutracéutica y farmacéutica.

Debido a sus multiples propiedades, el propdleo se puede considerar en la industria

alimentaria para incorporar en un alimento funcional o mejorar la vida de anaquel de este.
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11 Anexos

11.1 Anexo 1. Curva de calibracion de fenoles totales

Se realiz6 una curva patréon por triplicado utilizando concentraciones de 0, 40, 80, 120 y
160 pg/mL de acido galico, se tomd 0.3 mL de cada concentracion, se mezclaron con 1.5 mL
de reactivo Folin-Ciocalteu, se realizo por triplicado y se dejo reposar durante 8 min, pasado
el tiempo se le agregd 1.2 mL de solucion de Na;COs y se dejo reposar 2 horas en oscuridad.
Las lecturas se realizaron en el espectrofotometro (Jenway, 6715 UV/Vis, Reino Unido) a

765 nm usando como blanco agua destilada.

Fenoles totales

y=11.105x+0.0138 P
R? = 0.9995 -

Absorbancia a 765

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12 0.14 0.16 0.18

Concentracion de 4cido gdlico (mg/mL)

Figura 11. Curva patron de fenoles totales
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11.2 Anexo 2. Curva patron de flavonoide totales

Se realizd una curva patron por triplicado utilizando concentraciones 10, 20, 30 y 40
ng/mL de quercetina posteriormente se tomaron 2 mL de cada concentracion, se mezclaron
con 2 mL de solucion de AICI3 (2%) y se dejaron reposar durante 20 min en oscuridad. Las
lecturas se realizaron en el espectrofotometro (Jenway, 6715 UV/Vis, Reino Unido) a 415

nm usando como blanco metanol.

Flavonoides totales

1 y =28.89x-0.0128
R? =0.9988 o

Absorbanciaa415 nm

0 0.005 0.01 0.015 002 0.025 003 0035 004 0.045

Concentracion de quercitina (mg/mL)

Figura 12. Curva patrén de flavonoides totales
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11.3 Anexo 3. Curva patron de ABTSe"

Para realizar la curva de patron se prepard el trolox a diferentes concentraciones 0, 5, 10,
20, 30, 40,50y 60 pg/mL, Subsiguientemente se tomo 0.2 mL, se agreg6 2 mL de la solucion
de ABTSe<" estandarizado, se realiz6 por triplicado, se dejo reposar durante 6 min en
oscuridad y a temperatura ambiente, finalmente se hicieron las lecturas en el
espectrofotometro (Jenway, 6715 UV/Vis, Reino Unido) a 734 nm usando como blanco

etanol 20 %.

ABTSe*

o6 & y =-9.1602x+0.6331
6 ‘.., 2
. R?=0.9999

0.3

0.2

Absorbancia a 734
[

0.1

0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07
Condentracion de Trolox (mg/mL)

Figura 13. Curva patréon de ABTS+*
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11.4 Anexo 4. Curva patron de DPPHe

Se realizo la curva patrén preparando concentraciones de acido galico 0, 2,4, 6, 8,20 y
30 pg/mL, se realizo por triplicado, se tomé 0.5 mL para posteriormente agregar 2.5 mL de
la soluciéon de DPPHe estandarizado, se dejo reposar durante 1 hora en oscuridad y a
temperatura ambiente, finalmente se realizo la lectura en el espectrofotometro (Jenway, 6715

UV/Vis, Reino Unido) a 515 nm usando como blanco metanol 80 %.

DPPHe

e, R =0.9999

03 e

0.2 S

Absorbancia a 515 nm

0.1

0 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025 0.03 0.035
Concentracion de Trolox (mg/mL)

Figura 14. Curva patrén de DPPHe
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