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Resumen

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar el contenido de compuestos bioactivos y
propiedades funcionales durante la digestion in vitro simulada de emulsiones con extractos de
propoleos provenientes de tres municipios de la cafiada oaxaquefia. Etapas de la investigacion: 1)
Para dar inicio a la fase experimental, se obtuvieron extractos de propdleos por dos técnicas de
extraccién (Maceracion y Ultrasonido), los extractos puros fueron caracterizados en cuanto al
contenido de compuestos fendlicos (fenoles totales y flavonoides totales) y propiedades funcionales
(actividad antimicrobiana y actividad antioxidante DPPH* y ABTS*), ademas se evalu6 su
comportamiento durante la digestion in vitro simulada. Se obtuvieron excelentes rendimientos (63.8 al
71.5 %), el contenido de fenoles totales fue de 30,824 a 34,406 mg EAG/100 g de propdleo y el
contenido de flavonoides totales fue de 2,859 a 19,523 mg EQ/100 g de propdleo, dichos resultados
son superiores a los recomendados por la normatividad mexicana, asi como diversas investigaciones
reportadas en diferentes muestras de prop6leos. Los extractos de propdleos por el método ABTS* y
DPPH* presentaron una fuerte actividad antioxidante, siendo de 8,333.2 a 16,530.2 y 13,368.3 a
20,706.4 mg EAG/100 g respectivamente. Es importante destacar que durante la digestion in vitro
simulada el contenido de compuestos bioactivos y la actividad antioxidante se vio afectada. Para evitar
el dafio de los compuestos bioactivos y propiedades funcionales del propdleo, se llevo acabo la
segunda parte de esta investigacion. Se obtuvieron extractos etandlicos por la técnica de ultrasonido,
los cuales fueron utilizados para la elaboracién de emulsiones, se determing la eficiencia de emulsion,
estabilidad, contenido de compuestos bioactivos (fenoles totales y flavonoides totales) y actividad
antioxidante de emulsiones durante su almacenamiento a 4°C, y su comportamiento durante la
digestion in vitro simulada. Con base al contenido de fenoles totales, se obtuvo una eficiencia de
emulsion del 87.8 al 97.8%. El tamafio de particula de las emulsiones fue del 322.5 a 463.9 nm, con
un potencial Zeta de -31.5 al -28.2 mV y una conductividad eléctrica del 22.7 al 30.6 pS/cm, estos
resultados indican una buena estabilidad de emulsién. Durante la digestion in vitro simulada, el
contenido de compuestos bioactivos (fenoles totales, flavonoides totales) y la actividad antioxidante
no presentd diferencia significativa durante los 77 dias de almacenamiento a 4°C. Se concluye que el
proceso de emulsién, cumple con la funcién de proteger a los compuestos bioactivos y por
consiguiente su actividad biologica.

Palabra clave: Fenoles totales, Flavonoides totales, Actividad antioxidante, ABTS, DPPH, Propéleos



Abstract

The objective of the present investigation was to evaluate the content of bioactive compounds and
functional properties during the simulated in vitro digestion of emulsions with propolis extracts from
three regions of Oaxacan area of La Cafiada. Research stages: 1) Propolis extracts: Obtained by two
extraction techniques (Maceration and Ultrasound), the pure extracts were characterized in terms of
the content of phenolic compounds (total phenols and total flavonoids) and functional properties
(antimicrobial activity and antioxidant activity DPPH* and ABTS*), in addition, the functionality of
extracts was evaluated during simulated in vitro digestion. Excellent yields were obtained (63.8 to
71.5%), the total phenol content was 30,824 to 34,406 mg EAG/100 g of propolis and the total flavonoid
content was 2,859 to 19,523 mg QE/100 g of propolis, these results are higher than those
recommended by Mexican regulations, as well as several reports found same amounts on different
propolis samples. The propolis extracts measured by the ABTS* and DPPH* methods had antioxidant
activity:  8,333.2 to 16,530.2 and 13,368.3 to 20,706.4 mg AGE/100 g respectively. During the
simulated in vitro digestion, the content of bioactive compounds and antioxidant activity was affected.
2) Protecting the functional properties of propolis extracts: Ethanolic extracts were obtained by
ultrasound, with which emulsions were prepared. Emulsion efficiency, stability, content of bioactive
compounds (total phenols and total flavonoids), and antioxidant activity were determined during
storage of 77 days at 4° C, as well as its behavior during simulated in vitro digestion. Based on the
total phenol content, it was measured with an emulsification efficiency of 87.8 to 97.8%. The particle
size of the emulsions was 322.5 to 463.9 nm, with a Zeta potential of -31.5t0 -28.2 mV and an electrical
conductivity of 22.7 to 30.6 uS/cm; these results indicate good emulsion stability. During simulated in
vitro digestion, the content of bioactive compounds (total phenols, total flavonoids) and antioxidant
activity did not present a significant difference during the 77 days of storage at 4°C. It was concluded
that the emulsion process fulfills the function of protecting the bioactive compounds and, therefore,

their biological activity.

Keywords: Total phenols, Total flavonoids, Antioxidant activity, ABTS, DPPH, Propolis



indice

1. Introduccion
2. Marco tedrico
2.1 Propdleos
2.1.1 Composicion quimica de propéleos
2.1.2 Factores que afectan la composicion quimica de los propdleos
2.1.3 Propiedades bioldgicas del propoleo
2.2 Proceso digestivo
2.2.1 Digestién de alimentos en humanos
2.2.2 Digestion in vitro simulada
2.2.3 Digestion in vitro simulada en un modelo estéatico
2.3 Proteccion de compuestos bioactivos
2.3.1 Encapsulacion
2.3.2 Métodos de encapsulacion
2.3.3 Encapsulado de propoleos
3. Justificacion
4. Hipétesis
5. Objetivos
5.1 Objetivo general
5.2 Objetivos especificos
6. Materiales y métodos
6.1 Localizacion de experimento
6.2 Muestras
6.3 Etapas de la investigacion
6.3.1 Etapa 1 de la investigacion
6.3.2 Etapa 2 de la investigacion
6.4 Determinacion de compuestos bioactivos
6.5 Actividad antioxidante
6.6 Actividad antimicrobiana de extractos de propdleos

6.7 Andlisis de estadistico

B~ w w

13
17
17
19
19
22
23
25
29
32
33
33
33
33
34
34
34
34
35
38
40
42
43
44



7. Resultados y Discusion
7.1 Obtencién de extractos
7.1.1 Rendimiento
7.2. Comportamiento de compuestos bioactivos durante la digestion in vitro
7.2.1 Fenoles totales
7.2.2 Flavonoides totales
7.3 Actividad antioxidante durante la digestion in vitro
7.4 Actividad antimicrobiana
7.5 Obtencion de extractos por ultrasonido
7.6. Caracterizacion y estabilidad de emulsiones
7.6.1 Eficiencia de emulsion
7.6.2 Tamafio de particula
7.6.3 Potencial Zeta
7.6.4 Conductividad eléctrica
7.7 Comportamiento de compuestos bioactivos durante la digestion in vitro de las
emulsiones
7.7.1 Fenoles totales
7.7.2 Flavonoides totales
7.8 Actividad antioxidante durante la digestion in vitro de las emulsiones
8. Conclusiones
9. Bibliografia

10. Anexo

45
45
45

46
48
50
51
53
95
95
56
57
99
60

60
61
62
64
65
84



indice de tablas

Tabla 1. Composicion quimica de propdleos crudo

Tabla 2. Encapsulado de propdleos de diversas partes del mundo

Tabla 3. Procedencia y condiciones para la obtencion de extractos de propdleos

Tabla 4. Comportamiento de los fenoles totales durante la digestion in vitro de diferentes
extractos de propéleos

Tabla 5. Comportamiento de los flavonoides totales durante la digestién in vitro de
diferentes extractos de propdleos

Tabla 6. Actividad antioxidante de extractos de propéleos y su comportamiento durante la
digestion in vitro

Tabla 7. Contenido de compuestos bioactivos y actividad antioxidante de extractos de
propoleos provenientes de tres municipios de la cafiada oaxaquefia

Tabla 8. Contenido de fenoles totales y flavonoides totales durante la digestion in vitro
simulada de emulsiones con extractos de propdleos

Tabla 9. Actividad antioxidante durante la digestion in vitro simulada de emulsiones con

extractos de propdleos

28

35

46

48

50

54

60

63



indice de figuras

Figura 1. Caracteristicas que deben presentar los propéleos. 4

Figura 2. Factores que afectan la produccion de propéleo. 11
Figura 3. Propiedades bioldgicas del propéleo. 14
Figura 4. Mecanismos de accién del propoleo, contra virus, hongos y parasitos. 15
Figura 5. Aparato digestivo en humanos; partes y funciones. 18
Figura 6. Proceso de digestion in vitro simulada en modelo estatico. 21
Figura 7. Etapas de la fase experimental. 34

Figura 8. Rendimiento de extractos de propoleos, provenientes de tres municipios de la 45
Cafada oaxaquefia y dos métodos de extraccion.

Figura 9. Actividad inhibitoria de extractos de propoleos contra diferentes cepas 52
microbianas. A) Staphylococcus aureus (ATCC 13709), B) Candida albicans (ATCC 1023),

C) Escherichia coli (ATCC 25922) y D) Salmonella typhimurium (ATCC 43971).

Figura 10. Estabilidad del tamafio de gota (nm) de emulsiones con extracto de propoleos, 57
durante su almacenamiento durante 77 dias a 4 °C.

Figura 11. Potencial Z (mV) de emulsiones con extracto de propdleos, durante su 58
almacenamiento durante 77 dias a 4 °C.

Figura 12. Conductividad eléctrica (uS/cm) de emulsiones con extracto de propdleos, 59

durante su almacenamiento durante 77 dias a 4 °C.



1. Introduccion

Durante las ultimas décadas, se ha incrementado el interés por el estudio, caracterizacion, uso y
aplicacion de productos naturales, principalmente por los beneficios que estos aportan a la salud. El
propoleo es considerado una sustancia natural, resinosa, que procesan las abejas (Apis mellifera), a
partir de secreciones de yemas, tallos y corteza de una gran diversidad de plantas, arbustos y arboles.
Estas secreciones resinosas son mezcladas por las abejas, con cera, polen y enzimas, obteniendo un
material de aspecto pegajoso, gomoso y balsamico, de diferentes tonalidades de color, que van del
color amarillo, verde, rojo, marrén al negro (Zulhendri et al., 2021; NOM, 2017; Huang et al., 2014).

Presenta un sabor fuerte, aromatico, amargo y picante.

La composicion fisicoquimica del propéleo, depende de diversos factores, tales como: la vegetacion,
tipo de floracion, especie de abejas, época del afio, zona geogréfica, asi como las condiciones
climatico-ambientales (lrigoiti et al., 2021; Mountford-McAuley et al., 2021). En general, el propdleo
estad compuesto por 50 % de resinas, 30 % de cera, 10 % de aceites esenciales, 5 % polen'y 5 % de

otros compuestos organicos, denominados compuestos bioactivos (Huang et al., 2014).

Dentro de los compuestos bioactivos en el propéleo, se han identificado 300 aproximadamente, entre
los cuales encontramos: compuestos fenolicos (fenoles y flavonoides), cidos aromaticos, alifaticos y
sus ésteres, terpenos, taninos, lignanos, carbohidratos, vitaminas, enzimas y minerales (Hossain et
al., 2022; Giampieri et al., 2022; Salatino y Salatino 2021). Durante muchos afios, el propdleo ha sido
utilizado para el tratamiento de diferentes enfermedades (Kasote et al., 2022), debido a sus
propiedades benéficas para la salud, tales como; antioxidantes, antimicrobianos (antibacteriano,
antifingico, antihelmintico y antiviral), antiinflamatorios, inmunomoduladores, hepatoprotectores, anti-
actividades alérgicas, cicatrizantes, antitumorales, antidiabéticas, entre otras (Kasote et al., 2022;
Nandre et al., 2021; Irigoiti et al., 2021; Zulhendri et al., 2021).

Saliba et al. (2023); Alencar et al., (2023), enfatizan que muchos de los compuestos bioactivos
presentes en extractos de propoleos, pueden afectarse durante la digestion in vitro simulada

principalmente por las condiciones gastrointestinales, provocando una isomerizacion e hidrolisis de



los compuestos fendlicos, disminuyendo sus propiedades bioldgicas. Por lo antes mencionado, se han
desarrollado metodologias para la proteccion de los compuestos bioactivos de extractos de propdleos,
que van desde la encapsulacion, microencapsulacion, emulsiones, microemulsiones y
nanoemulsiones, haciendo uso de diferentes agentes de proteccion, entre los que destacan: dextrinas,
maltodextrinas, gomas, almidones, almidones modificados, proteinas, alginatos, aceites,
carbohidratos, polimeros, entre otros (Ligarda-Samanez et al., 2023; Jansen-Alves et al., 2023;
Alencar et al., 2023; Saliba et al., 2023; Shakoury et al., 2022; Baysan et al., 2021).

Por lo antes mencionado, el objetivo general de la presente investigacién fue evaluar el contenido de
compuestos bioactivos y propiedades funcionales durante la digestion in vitro simulada de emulsiones

con extractos de propoleos provenientes de tres municipios de la cafiada oaxaquefia.



2. Marco teodrico

2.1 Propdleos

La palabra propdleo se deriva del griego pro que significa “en la entrada de” y polis “ciudad”, es una
sustancia que se utiliza para defender la colmena (Hossain et al., 2022; Aminimoghadamfarouj y
Nematollahi, 2017; Zabaiou et al., 2017). También recibe el nombre de pegamento de las abejas
(Salatino et al., 2021). De acuerdo a la NOM (2017), se le conoce como propéleo a las sustancias
resinosas recolectadas y procesadas por las abejas de la vegetacion circundante al apiario. De
aspecto resinoso, su color puede variar dependiendo de su origen desde el rojo, amarillo-rojizo,
amarillo-obscuro, verde castafio, pardo o negro (Pobiega et al., 2019), con sabor amargo y ligeramente
picante. Salatino et al. (2021), Anjum, (2019), Veiga et al. (2017) y Zabaiou et al. (2017) mencionan
que el propdleo es una sustancia natural recolectada por las abejas meliferas (obreras) de diversas
secreciones resinosas de plantas; tales como: arboles, arbustos, matorrales, secreciones de coniferas,
gomas, resinas, mucilagos, yemas de los arboles y salvia. Las abejas obreras son las responsables
de recolectar estas sustancias resinosas y de mezclarlas con secreciones salivales, enzimas y cera
(Anjum, 2019; Gardini et al., 2018). Las abejas suelen utilizar esta mezcla para sellar cualquier grieta
0 hendidura en la colmena de esta manera se evita la entrada de agentes extrafios (biéticos y
abiéticos), para suavizar las paredes internas de la colmena, mantener la humedad y temperatura
estable dentro de la colmena, antiséptico para prevenir infecciones microbianas causadas por mohos,
levaduras y bacterias, es utilizado para momificar insectos o pequefios animales invasores muertos
que son demasiado pesado para que las abejas los puedan retirar, entre otros (Giampieri et al., 2022;
Hossain et al., 2022; Huang et al., 2014).

El color del propoleo puede variar, ya que esta propiedad esta en funcion de la zona geografica y tipo
de planta. Ademas, los propéleos de clima templado son ligeramente diferentes a los propdleos
cosechados en climas tropicales (Dantas et al., 2017). A baja temperatura presenta una consistencia
dura y si es congelado es muy quebradizo, mientras que a alta temperaturas es blando, maleable y
muy pegajoso (Zabaiou et al., 2017). En la figura 1, se muestran las caracteristicas que deben

presentar los propéleos que se producen y/o comercializan en México, de acuerdo a la Norma Oficial



Mexicana (NOM-003-SAG/GAN-2017, Propdleos, producciéon y especificaciones para su

procesamiento):

Fisicas -

Quimicas

Actividad

antimicrobiana

[ Color. Rojo, amarillo-rojizo, amarillo-obscuro, verde castafio, pardo o negro

Aroma. Resinoso o balsamico

Sabhor. Variable (Suave balsadmico a fuerte y picante)

| Consistencia. Maleable o rigido (Segun la temperatura)

Flavonoides. Deben estar presentes

Fenoles totales. Deben estar presentes

indice de oxidacion. Maximo 22 segundos

Compuestos fendlicos. EAG, minimo 5% (peso/peso)

Flavonoides. EQ, minimo 0.5% (peso/peso)

Actividad antioxidante. (CA50) Minimo 100 pg/mL

Staphylococcus aureus (ATCC)
Escherichia coli (ATCC) y

| candida albicans (ATCC)

Cualquier otra cepa con referencia (ATCC)

EAG = Equivalente Acido Galico, EQ = Equivalente Quercetina

Figura 1. Caracteristicas que deben presentar los prop6leos. (Fuente: Elaboracion propia, 2023).

2.1.1 Composicion quimica de propdleos

La composicion quimica de los propéleos es muy variable y compleja. Sin embargo, se ha reportado

que estas sustancias estan compuestas por; 50% de resina y balsamo vegetal, 30% de cera de abeja,



10% de aceites esenciales y aromaticos, 5% de polen, y 5% de otros compuestos organicos,
denominados compuestos bioactivos. Dentro de los compuestos bioactivos, se han identificado
aproximadamente 300, entre los cuales encontramos: compuestos fendlicos (fenoles y flavonoides),
acidos aromaticos, alifaticos y sus ésteres, terpenos, taninos, lignanos, carbohidratos, vitaminas,
enzimas y minerales (Hossain et al., 2022; Giampieri et al., 2022; Salatino y Salatino 2021; Anjum et

al., 2019). En tabla 1, se presenta una revision sobre la composicién quimica de propéleos.

Tabla 1. Composicion quimica de propéleos crudo.

Grupo Compuestos quimicos
Acido benzoicoy | Acido benzoico, é&cido salicilico, acido gentisico, &cido gélico, éster
derivados fenilmetilico del acido benzoico, éster fenilmetilico del acido salicilico,

Derivados de
benzaldehido

Alcohol cinamico,
acido cinamico y
derivados

Hidrocarburos
alifaticos

Azucar

Vitaminas

Chalconas y
dihidrochalconas

Esteres

benzoato de trans-coniferilo, benzoato de trans-p-cumarilo, &cido
protocatecuico

Vainillina, aldehidos caproicos,
protocatechualdehido

isovanillina  p-hidroxibenzaldehido,

Alcohol cinamilico, acido hidrocaféico, acido isoferulico, éster metil del
acido cinamico, éster etil del acido cindmico, Cinamilacetato, acido cafeico,
acido ferulico.

Eicosina, 1-octadeceno, tricosano, pentacosano, eicosano, heneicosano

D-ribofuranosa, D-fructosa, sorbitol, D-gulosa, talosa, sacarosa,
fructofuranosa-1, fructofuranosa-2, galactotil, acido glucénico, &cido
galacturonico, 2-O-glicerilgalactosa.

B1,B2,B6,C, E

Alpinetina, naringina, pinobanksina, 3-acetato de pinobanksina,
pinostrobina, pinocembrina, sakuranetina, 2°,6°,a-trihidroxi-4"-metoxi,
2°,6,dihidroconeo-4 "-metoxi-dihidro, 4°,6-trihidroxidihidro.

Palmitato de metilo, cinamil-trans-4-cumarato, palmitato de etilo, éster
metilico del &cido estearico, éster de ftalato, benzoato de bencilo, trans-4-
cumarato de bencilo, isoferulado de 3-metil-3-butenilo, isoferulado de 3-
metil-2-butenilo , Cafeato de 3-metil-3-butenilo, cafeato de 2-metil-2-
butenilo, cafeato de 3-metil-2-butenilo, cafeato de bencilo, cafeato de
feniletilo, cafeato de cinamilo, cafeato de tetradecilo, cafeato de




Otros acidos y
derivados

Alcohol, cetonas,
fenoles y
compuestos
heteroaromaticos
Terpenos,
sesquiterpenos,
alcohol y derivados

Esteroles e
hidrocarburos
esteroides

Minerales
Enzimas
Cetonas

Acidos cerosos
Acidos alifaticos y
ésteres alifaticos

Alcohol

Acidos alifaticos

tetradecenilo, cafeato de tetradecenilo (isémero), cafeato de tetradecanilo,
cafeato de hexadecilo

Ester fenilmetilico del acido 14-metilpentadecanoico, ester etilico del acido
palmitico, Acido miristico, Acido sérbico, éster butil-2-metilpropilico del
acido ftalico, acido estearico, éster metilico del acido acustico

Alcohol bencilico, acetato de hexadecanol, cumarina, pterostilbeno,
xantorreaol, escopoletol

Geraniol, neroledol, B-bisabolol, guaiol, farnisol, Dihydroeudesmol, a-
acetoxybetulenol

Colestrileno, colinasterol, estigmasterol, B-dihidrofucosterol, lanosterol,
colesterol

Sr, Ba, Cd, Sn, Pb, Ti, Ag, Co, Mo, Al, Si, V, Ni, Mn, Cr, Na, Mg, Cu, Ca,
Zn, Fe, K
adenosina trifosfatasa,

Glucosa-6-fosfatasa,  fosfatasa  acida,

deshidrogenasa succinica

Acetofenona, p-acetofenolacetofenona, metilacetofenona, Hept-5-en-2-
ona, 6-metilcetona

Archidico, behénico, cerdtico, laurico, linoleico, lignocérico, montanico

Acético, angélico, butirico, crotonico, fumarico, isobutirico, metilbutirico,
Acetato de isobutilo, Acetato de isopentilo, Acetato de isopentinilo

Metanol de benceno, alcohol cinamico, glicerol, a-glicerofosfato, alcohol
fenetilico, isobutenol, hidroquinona, alcohol prenilico

Lactico, hidroxiacético, malico, 5-hidroxi-n-valérico, 2,3-
dihidroxipropanoico, pentonico-2-desoxi-3,5-dihidroxi-y-lactona, pentdnico-
2-desoxi-3,5-dihidroxi-y-lactona (isomero), succinico, 2,3,4,5-
tetrahidroxipentanoico 1,4-lactona, 2,3,4,5- tetrahidroxipentanoico 1,4-
lactona (isémero), nonanoico, palmitico, oleico, decanoico, dodecanoico,
tetradecanoico,  heptadecanoico,  octadecenoico, tetracosanoico,
eicosanoico, hexacosanoico, 2- Hidroxihexacosanoico




Otros compuestos | Acido fosférico, 1,4-Dihidroxibenceno, ~ 4-Hidroxi-benzaldehido, 4-
Hidroacetofenona, 1,2,4-trihidroxibutano, 1,2,3-trihidroxibutanal, 1,2,3-
trihidroxibutanal (isémero), miristicina, 2,4-bis(dimetilbencil)-6-t-butil fenol,
1,8-dihidroxi-3-metil antraquinona, miristicina (isémero)

Fuente: (Basado en: Hossain et al., 2022; Kasote et al., 2022; Anjum et al., 2019).

A continuacién, se describen algunos de los compuestos bioactivos mas abundantes en los propéleos:

e Compuestos fenoélicos

Los compuestos fendlicos, son considerados metabolitos secundarios, son muy abundantes en las
plantas, los cuales son utilizados como mecanismo de defensa, ante el ataque de microorganismos,
plagas o cualquier organismo que pueda alterar el metabolismo de las plantas. El contenido y
composicion de compuestos fendlicos en los propdleos es muy variable, debido a diversos factores,
uno de ellos es el tipo de planta donde las abejas recolectan los exudados que van a ser procesados
hasta la obtencion del propdleo (Mountford-McAuley et al., 2021). Estos compuestos presentan
excelente actividad antioxidante debido a su capacidad antiradical, asi como actividad antimicrobiana
(Cuietal., 2022; Hudz et al., 2020). Por ejemplo, el propoleo verde de Brasil, es rico en acido cinamico,
acido p-cumarico, acido cafeico, acido ferulico y sus derivados, dichos compuestos estan fuertemente
relacionados con la actividad antimicrobiana de los propéleos Huang et al. (2014). Por otra parte, en
Kenia se han reportado dos estilbenos, el schweinfurthin A y schweinfurthin B. Otro grupo de interés
han sido los lignanos presentes en propéleos de color marron, debido a su gran capacidad antioxidante
con potencial actividad anticancerigena, estos lignanos se encuentran principalmente en propdleos de

zonas tropicales como las Islas Canarias, Kenia, Chile y Brasil.

e Flavonoides

En la actualidad, se han reportado mas de 150 flavonoides presentes en propéleos (Huang et al.,
2014). Son los principales componentes del propéleo y se relacionan con las propiedades
farmacoldgicas, debido a la capacidad para eliminar radicales libres, y su efecto protector ante el

proceso oxidativo de lipidos y la vitamina C (Zabaiou et al., 2017; Hernandez et al., 2018; Sun et al.,



2016), ademas de sus propiedades antimicrobianas, antinflamatorias, anticancerigenos, entre otras
(Cui et al., 2022; Nichitoi et al., 2021; Tlak et al., 2017). Se hay dividido en diversos grupos tales como:
las flavanonas, flavonas, flavonoles, flavanonoles, chalconas, dihidrochalconas, isoflavonas,
isodihidroflavonas, flavanas, isoflavanas y neoflavonoides (Zabaiou et al., 2017). En muy raras
ocasiones se la podido encontrar glucésidos flavonoides como la rutina (quercetina-3-O-rutindsido),
isorhamnetina-3-O-rutindsido, flavona-C-glucésido y glucdsidos de luteolina y naringenina (Huang et
al., 2014). Estos componentes se han podido identificar en propdleos de diferentes partes del mundo,

y normalmente su contenido es variable, ya que dependen del tipo de planta y origen geogréfico.

Las flavanonas, consideradas uno de los grupos méas importantes perteneciente a los flavonoides,
actualmente, se han podido identificar mas de 40 en propdleos de diversas partes del mundo. La
pinocembrina, pinostrobina, la naringenina, la sakuranetina, la isosakuranetina y la liquiritigenina se
encuentran presentes en propdleos de Europa, China, Asia no tropical y América del Norte. Sin
embargo, hay algunas flavononas que so6lo se han encontrado en ciertos lugares, por ejemplo, los
derivados de geranilflavanona en propéleos de Japén, el solofenol y la soforaflavanona A en las Islas
Salomén. Es importante destacar que las flavononas presentan excelente actividad antimicrobiana;

antitripanosomal (Alenezi et al., 2020).

Las flavonas y flavonoles también es muy comun encontrarlos en los propdleos, pero son menos
abundantes que las flavanonas. Son ejemplos tipicos de estas: la acacetina, apigenina, crisina,
tectocrisina, galangina, izalpinina, quercetina y kaempferol, y con menor frecuencia la fisetina o
pectolinarigenina. Por otro lado, la macarangina es un flavonol que sélo se ha reportado en prop6leos
de Kenia. De acuerdo a su estructura quimica, estos flavonoides presentan excelente actividad
antioxidante (Cui et al., 2022; Wieczorek et al., 2022).

De acuerdo con Santos-Buelga y Gonzalez-Paramas (2017) las isoflavonas e isodihidroflavonas son
flavonoides reportados ampliamente en propdleos de Brasil y Cuba, provenientes de leguminosas,
pero en Europa rara vez se han reportado. La daidzeina, formononetina, xenognosina B, vestitona y

calicosina son ejemplos tipicos de este grupo.



En propoleos rojos de Brasil, se han reportados isoflavanas como el vesitol, mucronulatol y noevestiol,
ademas se ha reportado excelente actividad antifungica (Cui et al., 2022). En prop6leos de Nepal se
identificaron 14 neoflavoniodes Unicos de cadena abierta, de hecho, se han utilizado como marcadores
quimicos en la autentificacion de estos propéleos (Funakoshi-Togo et al., 2015). Por ultimo, las
chalconas son precursores biosintéticos de los flavonoides presentes en plantas comestibles, las
cuales presentan efecto citotoxico y quimioprofilactico (Cui et al., 2022), se han reportado en muestras
de propdleos de provenientes de alamo y propdleos de Canada, Brasil y Portugal (Santos-Buelga y

Gonzalez-Paramas, 2017).

e Terpenos

Los terpenos con compuestos volatiles y representan el 10% en los propoleos, son los responsables
del aroma, asi como de sus propiedades farmacoldgicas tales como: antioxidantes, antimicrobianos,
antiinflamatorios, con potencial anticancer, entre otras (Wieczorek et al., 2022; Graikou et al., 2016;
Bankova et al., 2014; Huang et al., 2014). Los monoterpenos identificados en propdleos se clasifican
en aciclicos, monociclicos, diciclicos y sus derivados. Dentro de los aciclicos y monociclicos, tenemos
al mirceno, p-mentanos y cineol, estos son muy aromaticos con olor a menta y trementina. Los
monoterpenos diciclicos se clasifican en: tujona (alcanfor), carane, pineno, fenchane y canfeno. Entre
los diterpenos reportados en propoleos tenemos a la cembrano, ladano, abietano, pimarano y totarano,
con un amplio espectro de propiedades farmacologicas, con importante actividad antibacteriana
principalmente contra bacterias Gram + (Graikou et al., 2016). Mahamat et al. (2020) mencionan que

la presencia de triterpenos en prop6leos, es mayor en zonas tropicales y subtropicales.

e Azlcares

Se han reportado la presencia de azucares en propdleos, sin embargo, su procedencia es incierta,
algunas teorias apuntan a que su presencia se debe al néctary la miel, o que provienen de flavonoides
glucésidos (isorhamnetina-3-O-rutindsido y flavona-C-glucésido) (Huang et al., 2014), la glucosa es el
azucar mas comun y abundante en los propdleos (Zheng et al., 2017), ademas las resinas contienen

diversos azucares (Ahangari et al., 2018). En propéleos de la India se han encontrado diversos



azucares; d-manosa, D-fructosa, a-D-glucopiranésido, a-D-glucofuranosa, a-d-glucopiranosil sulfato y

B-d-galactopirandsido (Ismail et al., 2018; Ramnath et al., 2015).

e Hidrocarburos

En los Ultimos afios, se han reportado diversos hidrocarburos en propéleos, tales como; alcanos,
alquenos, alcadienos, monoésteres, diésteres, ésteres aromaticos, acidos grasos y esteroides en
diferentes tipos de propdleos. Bayram y Gercek (2017), reportan del 0.31 al 3.88% de hidrocarburos
en muestras de propoleos de Turquia. El contenido de hidrocarburos en los propéleos no esta
relacionado con la proximidad geogréfica del propdleo, ya que estos compuestos se originan del
metabolismo de las abejas, por lo tanto, el tipo de hidrocarburos depende de factores genéticos de las

plantas y no del origen floral (Bayram et al., 2018).

e Minerales

El contenido de minerales esta directamente relacionado con el origen geografico y botanico del
propoleo, asi como la humedad, tipo y pH del suelo (El Menyiy et al., 2021; Sods et al., 2019). Souza
et al. (2016) mencionan que el contenido de minerales en los propdleos es muy variable y depende de
la zona geografica, la temporada y la forma de recoleccion del propoleo crudo. El Ca, K, Mg, Na, Al,
B, Ba, Cr, Fe, Mn, Ni, Sry Zn, son los oligoelementos mas reportados en propéleos, ademas de
algunos elementos toxicos como: As, Cd, Hg y Pb (Kasote et al., 2022; Hodel et al., 2020; Tosic et al.,
2017; Huang et al., 2014). En los ultimos afios, el contenido de minerales en propdleos ha servido
como un indicador del origen geografico, o indicador de contaminacién ambiental (Pb y Cd), asi como

para desarrollar métodos de trazabilidad (Hodel et al., 2020; Gonzélez-Martin et al., 2015).
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2.1.2 Factores que afectan la composicion quimica de los propodleos

Existen diversos factores que pueden afectar la produccion, calidad y composicion fisicoquimica de

los propoleos (Figura 2).
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Figura 2. Factores que afectan la produccion de propdleo. (Fuente: Elaboracién propia, 2023).

Uno de estos factores es el origen botanico, debido a que las abejas son muy selectivas al momento
de recolectar las resinas, elijen arboles especificos (Satori et al., 2021; Fernandes-Silva et al., 2020),
esto indica que las abejas pueden detectar sefiales quimicas en las superficies de las plantas, por
consiguiente, recolectan resinas con mayor actividad biologica (Qiao et al., 2023; El Menyiy et al.,
2021). Por otra parte, las abejas pueden recolectar resinas en arboles alejados de la colmena (Satori
et al., 2021), afectando el rendimiento, es por ello que, en los ultimos afios, los apicultores han

sembrado plantas adecuadas dentro del rango de vuelo de las abejas y asi poder incrementar la
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produccion de propdleo (Salatino et al., 2021). A pesar de esto, se ha reportado excelente actividad
bioldgica en propdleos de diferentes partes del mundo (Ribeiro et al., 2023; Nada et al., 2022; Alvear
et al., 2021; Tomazzoli et al., 2020; Letullier et al., 2019).

Por otra parte, la genética de las abejas es un factor limitante en la produccién de propéleos, las abejas
meliferas (Apis mellifera), son las mas abundantes a nivel mundial, sin embargo, estas se han
adaptado a diversas condiciones climaticas, dando lugar a otras razas denominadas ecotipicas
locales, entre las que podemos mencionar; A. mellifera caucasica (abeja del Caucaso), A. mellifera
carnica (abeja carniola), A. mellifera ligustica (abeja italiana), A. mellifera anatoliaca (abeja Turca), A.
mellifera (abeja alemana negra), A. mellifera scutellata (Abeja africanizada y su hibridos) (Mountford-
McAuley et al., 2021). La recoleccién y uso de propoleos es variable, ya que algunas razas necesitan
mayor cantidad de prop6leo para mantener la estabilidad de la colmena, por lo tanto, no son
ampliamente utilizadas a nivel comercial, por otra parte, algunas razas utilizan cantidades minimas
haciéndolas de gran interés industrial. Algunas razas tienen mayor atraccion por cierto tipo de plantas,
limitando asi la recoleccion y rendimiento del propéleo. Kekegoglu et al. (2020) refieren que algunas
caracteristicas morfométricas de Apis mellifera, influyen en la capacidad de recoleccion de propéleos,
siendo la proboscide, aspectos mandibulares, caracteristicas de las alas (largo, ancho), longitud de
tibia, fémur, entre otros. Ademas, se ha demostrado que las abejas que provienen de progenitores
(abeja reina y zangano) altamente productores de propdleo, tienen mayor produccion de propéleo
dentro de la colonia, esto debido a una posible variacion genética heredable (Mountford-McAuley et
al., 2021; Garcia et al., 2013).

Mantener la integridad de la colmena es unos de principales usos del propoleo, es por ello, que los
apicultores han implementado diversas estrategias, con la finalidad de incrementar la produccion de
propdleo (Mountford-McAuley et al., 2021). Se ha demostrado que alteran el interior de la colmena
(cortes asimétricos, superficie rugosa), las abejas incrementan la deposicion de propéleo (Hodges et
al., 2019). El uso de trampas estimuladoras de propoleos ha incrementado hasta un 30% la produccién
de propoleos, esto consiste en colocar mallas perforadas de plastico o aluminio, en el interior de la

colmena (laterales y superior) (EI-Sakhawy, 2023). Recientemente se ha demostrado que la utilizacion
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de colmenas de poliestireno, madera y plastico presentan diferente rendimiento en la produccién de

propdleos, siendo mayor en la madera (Kiziltas y Erkan, 2020).

Los factores climatico-ambientales juegan un papel importante en la produccion de propdleos, diversas
investigaciones refieren que la diversidad vegetal favorece la produccion de propoleo (Ozarowski et
al., 2022; Salatnaya et al., 2020: Maraschin et al., 2016), no se ha encontrado informacion referente a
la relacion de la temperatura con respecto a la produccion de propéleo, sin embargo, durante la época
de lluvia se obtienen propoleos de mejor calidad, debido a que las abejas tratan de proteger la colmena
por lo tanto una mayor recoleccién de resina. A finales del otofio y a principios del invierno se

incrementa la produccion de propéleos (Mountford-McAuley et al., 2021).

Por otra parte, el estado de salud de las abejas influye directamente en la produccién de propéleos,
las abejas cuando estan enfermas ellas mismas consumen propdleos para tratar sus enfermedades
(Turcatto et al., 2018), por ejemplo, enfermedades trasmitidas por bacterias hongos (Paenibacillus,
Ascosphaera apis y Nosema ceranae), ademas cuando se detecta algun tipo de infeccion en la
colmena, el numero de recolectoras de resina aumenta considerablemente, de no ser asi, la colmena

podria colapsar (Mountford-McAuley et al., 2021).
2.1.3 Propiedades bioldgicas del propdleo
Existen multiples investigaciones relacionadas con las propiedades bioldgicas de los propéleos en la

figura 3, se presentan las mas estudiadas y su relacién con la salud (Zulhendri et al., 2021; Pasupuleti
et al., 2017; Martinotti y Ranzato 2015).
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Figura 3. Propiedades biolégicas del propéleo. (Fuente: Elaboracion propia, 2023).

A continuacién, se describe la actividad antimicrobiana y antioxidante del propdleo.

e Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana de los propdleos esta relacionada con la composicién fitoquimica de los
propoleos, en la figura 4, se resumen los mecanismos de accién del propoleo contras bacterias,

hongos, virus y parasitos.

La actividad antibacteriana del propoleo debe analizarse desde dos perspectivas (Bouchelaghem,
2022; Przybulek y Karpinski, 2019): 1) el efecto directo del propdleo sobre el microorganismo,
afectando la permeabilidad de la membrana celular, alteracion del potencial de membrana,
disminucion de la produccion de ATP y movilidad, Anjum et al. (2019) refieren que los compuestos

bioactivos del propéleos inhiben la sintesis de proteinas evitando asi la reproduccion bacteriana, se
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inhibe la sintesis de la pared celular, ademas de provocar un colapso citoplasmatico. Las evidencias
revelan que se tiene mayor actividad contra bacterias Gram negativas en comparaciéon con Gram
positivas, ya que los compuestos bioactivos del propdleo inhiben enzimas importantes relacionadas
con su metabolismo, asi como contra bacterias aerobias y anaerobias. Por otra parte, 2) el efecto
sobre el sistema inmunoldgico del individuo, activando las defensas naturales del organismo. Sin
embargo, el efecto antibacteriano esta directamente relacionado con algunos factores, tales como; el
solvente de extraccién (etanol, metanol, agua, dimetilsulféxido (DMSO), diclorometano, hexano y
fluidos supercriticos), concentracion empleada, asi como del contenido de compuestos bioactivos
(contenido de compuestos fendlicos y flavonoides principalmente), la cual depende de la composicion
quimica del propéleos, época de recoleccion, region y especie de abeja, y esto puede variar en cada

pais (Hossain et al., 2022; Zulhendri et al., 2021).
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Figura 4. Mecanismos de accién del propoleo, contra virus, hongos y parasitos. (Fuente: Adaptado
de Zulhendri et al., 2021).
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La actividad antifingica (mohos y levaduras) del propéleo esté relacionada con la inhibicion del
crecimiento, asi como la produccién de conidios (Zulhendri et al., 2021). Dependiendo de la
concentracion de propoleo, puede presentarse un efecto fungistatico o fungicida, contra cepas de
interés en las diferentes areas de la medicina humana y animal (Bouchelaghem, 2022; Anjum et al.,
2019). Aligual que en las bacterias, los compuestos bioactivos del propdleo actuan sobre la membrana
celular de los hongos, induciendo la muerte celular, ademas de inhibir la actividad de las fosfolipasas
extracelulares disminuyendo su habilidad de adhesion. En el caso de algunas levaduras con pseudo
micelio, se inhibe la filamentacién y la germinacién, asi como la produccion de biopeliculas (Ozarowski
etal., 2022).

Existe un nimero menor de investigaciones relacionadas con la actividad antiviral en comparacion con
la actividad antibacteriana y antifingica en muestras de propéleos, sin embargo, se han propuesto
algunos mecanismos de accion de la actividad antiviral, entre los que podemos destacar: la inhibicion
de la polimerasa responsable de la sintesis de material genético viral (ADN o RNA), alteraciones en la
replicacion viral causando destruccion del material genético, el impedir la entrada del virus a la célula
huésped (actuando en el reconocimiento entre los receptores celulares y las proteinas del virus),
aumento la inmunidad innata del huésped (Monocitos, macrofagos, neutréfilos, células dendriticas y
NK), (Zulhendri et al., 2021; Ripari et al., 2021; Anjum et al., 2019; Kwon et al., 2019; Gonzélez-
Burquez et al., 2018; Siheri et al., 2017; Schnitzler et al., 2010).

Zulhendri et al. (2021) mencionan que la actividad antiparasitaria de los propdleos esta relacionada
con la induccion de la lisis celular, por una alteracion del metabolismo de fosfolipidos, el agotamiento
de lipidos de la pared celular, condensacion citoplasmatica, alteracion en los mecanismos de adhesion
(modificando la expresion de actina, miosina y cortexilina) e inhibicidn de la sintesis de ADN. Ademas,
algunos compuestos bioactivos del propdleo (Nainu et al., 2021), afectan la expresion de enzimas
importante en metabolismo de energético, inducen la hinchazén de las mitocondrias teniendo como
resultado una alteracion de membrana mitocondrial, se incrementa la permeabilidad de la membrana

plasmatica incluso hasta provocar la lisis celular.
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e Actividad antioxidante

Durante los procesos metabdlicos del cuerpo humano, se generan radicales libres naturales, sin
embargo, el cuerpo humano cuenta con sistemas antioxidantes enzimaticos naturales tales como:
superoxidasa dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa, asi como antioxidantes no enzimaticos, por
ejemplo, la vitamina C y E, que actian contra las especies reactivas al oxigeno (Siheri et al., 2017).
La produccion excesiva de especies reactivas al oxigeno puede desencadenar un gran numero de
enfermedades (cancer, enfermedades cardiovasculares, trastornos inflamatorios, etc.), ademas,
pueden provocar mutaciones o causar dafo directo al material genético provocando una
transformacion celular, con posibilidad de desarrollar alguna condicién maligna. Por otra parte, las
especies reactivas al oxigeno estan directamente relacionadas con el proceso de envejecimiento
celular, asi como en enfermedades del sistema nervioso central (Parkinson y Alzheimer). Como se ha
mencionado anteriormente, la actividad antioxidante de los propdleos es asociada al alto contenido de
compuestos fendlicos (Mouhoubi-Tafinine et al., 2016), ya que estos tienen la habilidad de donar iones
hidrdgeno a los radicales libres, de esta manera protegen a las células de reacciones de oxidacion de
lipidos, acidos nucleicos, dafios en la membrana y proteinas, asi como modular diversos procesos
bioldgicos (Anjum et al., 2019; Boifadi et al., 2017; Zabaiou et al., 2017). Por ultimo, existe un gran
numero de investigaciones que refieren que el propdleo presenta excelente propiedad antioxidante y
que dicha propiedad puede variar dependiendo del origen botanicos, geografico del propdleo, método
de extraccion, tipo y concentracion de solvente empleado (Hossain et al., 2022; Kasote et al., 2022;
Wieczorek et al., 2022; Giampieri et al., 2022; Ding et al., 2020; Suran et al., 2021; Soltani et al., 2021;
Chong y Chua, 2020; Rivero-Cruz et al., 2020).

2.2 Proceso digestivo
2.2.1 Digestion de alimentos en humanos
Li et al., (2020) mencionan que el tracto digestivo de los humanos y en general de los mamiferos es

muy complejo, los productos alimentos ingeridos son sometidos a diversos procesos fisicoquimicos y

fisiolégicos para extraer de manera eficiente los nutrientes, compuestos bioactivos y energia de los
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alimentos consumidos, ademas de evitar la entrada de patdgenos y compuestos toxicos que pongan
en riesgo la integridad del individuo. Los cambios fisicoquimicos vy fisioldgicos ocurren en diferentes
compartimentos del sistema digestivo (Figura 5), tales como; boca, estomago, intestino delgado e
intestino grueso (Gongalves et al., 2021). En la boca se realiza la masticacion y salivacion, con la
finalidad de reducir el tamafio de particula del alimento, asi como humectar al mismo, para formar el
bolo alimenticio, es importante enfatizar que en la boca existen algunas enzimas que inician el proceso
de hidrolisis de carbohidratos (amilasas). En el estdémago, el bolo alimenticio es diluido, almacenado,
siguen los procesos de degradacion, principalmente por las condiciones acidas del estomago y la
participacion de enzimas gastricas (lipasas y proteasas). En el intestino delgado los productos
alimenticios parcialmente digeridos, siguen el proceso de digestion, por la accion de enzimas
pancreaticas y sales biliares, ademas, los compuestos bioactivos son absorbidos en el duodeno. Por
ultimo, en el intestino grueso, se realiza la fermentacion de proteinas y polisacéridos no digeridos, y la
absorcién de compuestos bioactivos producidos por la microbiota intestinal, ademas de hacer una
deshidratacion del material de desecho (Li et al., 2020; Dupont et al., 2019; Lucas-Gonzélez et al.,
2018; Cheng et al., 2010).
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Figura 5. Aparato digestivo en humanos; partes y funciones. (Fuente: Tortora, 2006).
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2.2.2 Digestion in vitro simulada

Para conocer el comportamiento de alimentos y farmacos durante el trayecto gastrointestinal, en
muchas ocasiones los estudios en humanos suelen ser mas complejos, laboriosos y costosos, aunque
son muy efectivos. Por consiguiente, se prefiere utilizar modelos in vitro, ya que son mas rapidos,
baratos, presentan buena reproducibilidad, de facil control de variables y muestreo, no hay
restricciones éticas, en comparacion con los estudios in vivo en humanos. En general, los modelos de
digestion in vitro simulada, tratan de emular las condiciones fisiologicas en sistemas in vivo,
considerando la presencia de enzimas, pH, tiempo de digestion, contenido y concentracion de
electrolitos, contenido de sales biliares, entre otros factores (Gongalves et al., 2021). Existen algunos
modelos computarizados muy sofisticados, los cuales tienden a ser muy costosos, y se puede controlar
diversos aspectos dindmicos de la digestion, como el transporte del alimento, la concentracion de las
diferentes enzimas, ajusto automatico en el cambio de pH, tiempo de permanencia, entre otros mas.
Sin embargo, en la mayoria de las investigaciones se reportan la digestion in vitro simulada en
sistemas estaticos, donde las condiciones son constantes en las diferentes etapas del proceso
(Gongalves et al., 2021; Minekus et al., 2014).

2.2.3 Digestion in vitro simulada en un modelo estatico

Los estudios relacionados con la digestion in vitro se utilizan ampliamente con el objetivo de conocer
el comportamiento de los componentes de los alimentos a través del tracto digestivo. Gongalves et al.
(2021), mencionan que aprox., 90% de las investigaciones relacionadas con la digestion in vitro,
utilizan modelos estaticos. En los cuales se simula las diferentes fases de la digestion; oral, gastrica e
intestinal. Estos modelos consisten en uno o una serie de recipientes discontinuos, donde las
condiciones bioquimicas son Unicas en relacion a la temperatura, pH, contenido y concentracion de
enzimas, electrolitos y sales biliares, ademas dichas condiciones se mantienen constantes durante
todo el proceso (Li et al., 2020), utilizando equipos de laboratorio con agitacion, bafios Maria,

incubadoras con agitacion orbital, agitadores magnéticos, entre otros (Seraglio et al., 2021).
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A continuacion, se describe el método estandarizado estatico de digestion in vitro, sugerido para

alimentos (Figura 6), propuesto por Minekus et al. (2014).

e Fase oral

El proceso de digestion inicia con la boca, con la masticacion y salivacion, la cual es recomendable
aplicar en muestras liquidas, semisdlidas y sélidas, sin embargo, en la mayoria de las investigaciones
se omite en muestras liquidas (Seraglio et al., 2021). En muestras sélidas es importante simular la
masticacion, esto puede realizarse con la ayuda de una picadora manual, eléctrica o similar, ademas
se adiciona una solucién con electrolitos salivales (relacion final 1:1), hasta obtener una consistencia
pastosa fina (similar a la pasta de tomate o0 mostaza). Ademas, se adicionan 75 U/mL de a-amilasa
salival diluida en CaCl, 0.75 mM. El tiempo de permanencia es variable, en alimentos liquidos es de
solo unos segundos, mientras que en muestras semisolidas y en alimentos solidos pocos minutos

(Seraglio et al., 2021). Por lo tanto, se recomiendan 2 min, a 37°C y pH 7.

e Fase gastrica

La muestra de alimento que pasa a la fase gastrica, se le conoce como bolo alimentico, el cual sera
mezclado con una solucion fisiologica gastrica en una proporcion 5:4 viv, a esta solucién se le adiciona
pepsina porcina a razon de 2000 U/mL disuelta en CaCl; al 0.075 mM, con HCI 1M ajustar el pH a 3,
la relacion final bolo alimenticio-solucién fisiolégica debera ser 1:1 v/v. Esta fase tiene una duracién
de 120 min a 37°C, en caso de ser necesario reajustar el pH con HCI 1M hasta el final de la fase. Se
recomienda que esta fase se realice en un bafio Maria y en agitacion. Es importante enfatizar, que la
principal funcion del estémago es llevar la digestion del bolo alimenticio al duodeno de manera
regulada para optimizar la digestion, es por ello que en el estomago el bolo alimenticio se mezcla con
enzimas gastricas y acido clorhidrico. Al bajar el pH, se tienen una mejor actividad enzimatica, la
pepsina actla mejor en un rango de pH de 2 a 4, mientras que las lipasas gastricas en un rango de 5
a 7. Por lo antes mencionado, se recomienda mantener estatico el pH a 3 (valor intermedio de la
pepsina). La pepsina es considerada la Unica enzima proteolitica presente en el estomago humano,

sin embargo, presenta diversas isoformas y por cuestiones de costos es preferible y recomendable el
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uso de pepsina porcina. El contenido de lipasas gastricas es muy reducido en comparacion con el
tracto duodenal, por lo tanto, la actividad lipdlitica en el estémago es limitada, (lipasas acttan en pH
7), por lo tanto, en la digestion in vitro simulada el uso de esta enzima puede omitirse. En algunos
individuos (humanos) en ayunas se puede encontrar una concentracion 0.2mM de sales biliares en el
estomago, dicha concentracion es muy baja y no esta presente en todos los humanos, por lo tanto, en

un sistema in vitro puede omitirse.

e Fase intestinal

El producto resultante de la fase géstrica es conocido como quimo, el cual pasa a la fase intestinal. El
quimo es mezclado en con una solucion fisiolégica intestinal en una relacion 5:4 v/v. Es necesario
ajustar el pH a 7 con NaOH 1M (inhibicion de pepsina), la relacién final quimo-solucién fisiologica
intestinal debera ser 1:1 v/v, ademas adicionar pancreatina porcina en relacion a 100 U/mL, o si se
prefiere enzimas individuales, sin embargo, por cuestiones practicas es recomendable el uso de
pancreatina. En la pancreatina porcina, se encuentran enzimas proteoliticas, lipoliticas y amiloliticas.
En alimentos con alto contenido de grasas o muestras donde el objetivo sea la digestion de material
lipidico, la concentracion de pancreatina debe estar en razon de la actividad de las lipasas, por lo tanto,
la concentracion final debera ser de 2000 U/mL. En esta fase es importante la incorporacion de sales
biliares en una concentracién final de 10mM. Tanto la pancreatina como las sales biliares deben ser
incorporadas en una solucion de CaCl, 0.3mM a pH 7. Esta fase tiene una duracién de 120 min a
37°C, en caso de ser necesario reajustar el pH hasta el final de la fase. Se recomienda que esta fase

se realice en un bafio Maria y agitacion.
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Fase oral

Mezcla de alimentos con solucion fisiologica salival (1:1 v/v)
Adiccion de amilasa salival (75 U/mL)

Incubar con agitacion (2 min, 37°C, pH 7)

Fase gastrica

Mezclar bolo, con solucién fisiolégica gastrica (1:1 v/v)
Adicionar CaCl, (0.15 mM) en solucion fisiologica gastrica
Adicionar pepsina (2,000 U/mL)

Incubar con agitacién (2 min, 37°C, pH 3)

Fase intestinal

Mezclar quimo gastrico, con solucion fisiolégica intestinal (1:1 v/v)
Adicionar sales biliares (10 mM)

Adicionar CaCl, (0.6 mM) en solucion fisiologica intestinal
Adicionar pancreatina (100 U/mL)

Incubar con agitacion (2 min, 37°C, pH 7)

Figura 6. Proceso de digestion in vitro simulada en modelo estatico. (Fuente: Adaptado de Brodkorb
etal., 2019).

MilinCi¢ et al. (2023) mencionan que la mayoria de los compuestos bioactivos obtenidos de productos
naturales, son susceptibles a degradacion durante el proceso de digestion, con una reduccion
significativa de sus propiedades funcionales (actividad antioxidante y actividad antimicrobiana) y
efectos benéficos a la salud. Por lo tanto, es necesario proteger a los compuestos bioactivos, y asi
evitar la pérdida de las propiedades funcionales. Siendo las emulsiones (nano y microemulsiones) la
opcion mas adecuada, ya que han demostrado ser excelentes portadores de compuestos bioactivos

durante la digestion in vitro, mejorando la bioaccesibilidad y absorcion.

2.3 Proteccion de compuestos bioactivos

Como hemos mencionado anteriormente, el propdleo contiene una gran variedad de compuestos
bioactivos (compuestos fendlicos (fenoles y flavonoides), acidos aromaticos, alifaticos y sus ésteres,

terpenos, taninos, lignanos, carbohidratos, vitaminas, enzimas y minerales (Hossain et al., 2022;

Giampieri et al., 2022; Salatino y Salatino 2021). Dichos compuestos, presentan una amplia actividad
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bioldgica (antioxidantes, antimicrobianos (antibacteriano, antifingico, antihelmintico y antiviral),
antiinflamatorios, inmunomoduladores, hepatoprotectores, anti-actividades alérgicas, cicatrizantes,
antitumorales, antidiabéticas, entre otras (Kasote et al., 2022; Nandre et al., 2021; Irigoiti et al., 2021;
Zulhendri et al., 2021). Sin embargo, en los ultimos afios se ha podido demostrar que gran cantidad
de estos compuestos bioactivos, pueden perderse durante su metabolismo en el cuerpo humano
(Grgi¢ et al., 2020). Debido a que los compuestos bioactivos pueden interactuar con otras
macromoléculas (proteinas, lipidos, azucares y polisacaridos), ademas, los compuestos bioactivos
pueden verse afectados por las condiciones durante el trayecto del tracto gastrointestinal, tales como;
el pH y el contenido enzimatico (Heleno et al., 2015). Por lo tanto, se han desarrollado diversas
tecnologias con la finalidad de proteger a los compuestos bioactivos durante su digestion y mantener
su biodisponibilidad (Dias et al., 2017).

2.3.1 Encapsulacion

Se le conoce como encapsulacion al proceso donde compuestos activos de interés, ya sean sélidos,
liquidos o gaseosos son cubiertos por un material, este material recibe diferentes nombres tales como;
material de pared, cubierta revestimiento, membrana, fase externa o matriz (Vincekovic et al., 2017).
El producto resultante es conocido como capsula, la cual puede ser de diferente tamafio; 10 nm a 100
nm (nanocapsulas) y de 3 a 800 pm (microcapsulas) y propiedades, dependiendo del proceso de
elaboracién (Eghbal y Choudhary, 2018). Grgi¢ et al. (2020) Sonawane et al. (2020), Dias et al. (2017)

y Narsaiah et al. (2014) mencionan las principales razones por las cual se realiza el encapsulado:

e Proteccion del compuesto bioactivo de interés y evitar pérdidas nutricionales e interaccién con
factores ambientales, tales como; luz, temperatura, humedad, radiacion y oxigeno.

¢ Disminuir la evaporacion y tasa de transferencia del compuesto bioactivo de interés con el exterior.

¢ Modificar las propiedades fisicas del compuesto bioactivo de interés, por ejemplo, un compuesto
liquido, convertirlo en sélido y asi facilitar su manipulacién.

e Mejorar la solubilidad, funcionalidad y biodisponibilidad de los compuestos bioactivos de interés,
por medio de una liberacion controlada temporal o prolongada.

e Enmascarar el olor y sabor desagradable del compuesto bioactivo de interés.
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e Unir compuestos o agentes bioactivos de baja compatibilidad.

e Manipular pequefias cantidades del agente bioactivo de interés.

e Mantener las propiedades quimicas, fisicas y biologicas de los compuestos bioactivos de interés.

Existe una gran diversidad de materiales que pueden ser utilizados como material de pared o de

recubrimiento, parta el encapsulado de compuestos bioactivos de interés, entre los que podemos

encontrar (Bamidele y Emmambux, 2020; Vincekovi¢ et al., 2017):

e Polimeros de carbohidratos:

©)

(@]

e Lipidos
©)
©)
O
@)
©)

©)

Quitosano

Gomas: agar, alginatos, carragenanos, goma de acacia, goma arabiga, pectina,
carboximetilcelusosa, entre otros.

Almidones y productos del almidén; maltodextrinas, dextrinas, almidones, almidones

resistentes, almidones modificados.

Glucolipidos

Grasas fraccionadas
Mono y diglicéridos
Grasas naturales y aceites
Fosfolipidos

Ceras: cera de abeja y cera de carnauba

e Proteinas

(@]

(@]

Proteina de huevo

Hidrolizados de proteina

Proteinas de leche: caseinas y proteinas de suero
Proteina de soya

Proteina de trigo

Zeina
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2.3.2 Métodos de encapsulacion

Para obtener un buen producto encapsulado, con capsulas o esferas homogéneas, bien distribuidas,
con alta eficiencia de encapsulacién, alta capacidad de carga, con propiedades de liberacién
deseadas, y de bajo costo, es necesario conocer los diferentes métodos de encapsulacién y evaluar
el que mejor convenga. A continuacion, se describen los métodos de encapsulacion mas utilizados

para la proteccion de compuestos bioactivos de interés.

e Encapsulacion por aspersion

Este método de encapsulado, es uno de los mas empleados, debido a sus multiples ventajas, tales
como; facil aplicacién, muy eficaz, bajo costo, excelente calidad en el producto final, prolonga la vida
util de material de interés, puede ser aplicado a una gran variedad de materiales, entre otras (Marcillo-
Parra et al., 2021; Chou et al., 2021; Grgic et al., 2020). Donde el compuesto bioactivo de interés y el
material de pared son mezclados, formando una emulsion (compuestos bioactivos hidrofébicos, con
material de pared hidrofilico), solucién o suspension, a esta etapa se le conoce como “recubrimiento”.
Posteriormente, el material recubierto pasa a un secador por aspersion, donde es atomizado en una
camara de aire caliente (secado). Durante el secado, el aire caliente evapora el disolvente y el material
de pared se solidifica, de esta manera se forman las capsulas, normalmente en forma de polvo
(Timilsena et al., 2020; Rezvankhan et al., 2019; Dias et al., 2017). Este tipo de metodologia es
recomendable para compuestos altamente sensibles e inestables, dentro de las cuales encontramos;
grasas poliinsaturadas, vitaminas, enzimas, microorganismos probioticos, polifenoles, por mencionar
algunos (Vincekovi¢ et al., 2017). Sin embargo, es limitado en nimero de materiales de pared, ya que
estos deben ser solubles en agua, por otra parte, la temperatura del aire debe controlarse, ya que

algunos compuestos de interés son sensibles al calor (Gongalves et al., 2021).

e Recubrimiento de lecho fluidizado

La encapsulacién en lecho fluidizado, se basa en la utilizacion de aire fluidizante, que proporciona una

circulacion uniforme de las particulas que pasan a través de boquillas atomizadoras (Mirzamani et al.,
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2021). El proceso inicia con la preparacion de una solucidn del material de recubrimiento, y el material
de interés, los cuales van a ser atomizados a través de boquillas hacia una cdmara donde en el parte
inferior el aire caliente va a fluidizar con la ayuda de un distribuidor de particulas, cuando las particulas
de material de interés y de recubrimiento chocan, el agua se evapora, dejando que las particulas de
soluto precipite al fondo. Es importante tener un buen control de la velocidad y temperatura del aire,
de no ser asi, la velocidad de evaporacion del agua es mayor, evitando la agregacion del material de
recubrimiento (Lipin y Lipin, 2022; Timilsena et al., 2020). Normalmente, en este tipo de metodologia

se sugiere utilizar como material de recubrimiento; polimeros, lipidos o ceras (Zhang et al., 2020).

e Pulverizacion en frio

Este proceso se basa en la solidificacién de un fluido pulverizado en una camara de enfriamiento,
normalmente le fluido contiene como material de encapsulamiento, lipidos de alto punto de fusion
(Favaro-Trindade et al., 2021). Para iniciar, en primer lugar, se debe realizar el encapsulamiento del
material de interés en una matriz lipidica, emulsion de agua en aceite (Bertoni et al., 2019).
Posteriormente, la mezcla es atomizada a través de una boquilla atomizadora caliente (con la finalidad
de evitar que la recristalizacion de los compuestos lipidicos). Cuando el material pulverizado entra en
contacto con un ambiente a una temperatura inferior al punto de fusién de los lipidos, se produce una
transferencia de calor entre el lipido y el aire frio, provocando la solidificacién de la mezcla,
generandose asi la formacién de particulas encapsuladas (Figueiredo et al., 2022). Este método de
encapsulado se recomienda para proteger; fertilizantes quimicos, productos de interés farmacéutico,

vitaminas, enzimas, acidulantes, sabores, entre otros (Timilsena et al., 2020).

e Liofilizacion

La liofilizacion es un método adecuado para la encapsulacion de los compuestos bioactivos volatiles
y sensibles al calor (Nowak y Jakubczyk, 2020), esta metodologia es més adecuada que el
encapsulado por aspersion. En este caso, se realiza una mezcla de los compuestos bioactivos de
interés con los materiales de pared, esta mezcla es congelada y posteriormente se elimina el agua sin

pasar por el estado liquido (sublimacion), el polvo resultante es muy estable durante su
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almacenamiento. Sin embargo, el proceso es muy costoso ya que para ale eliminacién del aguda se
requieren largos periodos de tiempo (minimo 20 horas), por lo tanto, es una metodologia costosa
(Gongalves et al., 2021).

e Recubrimiento por extrusion

De acuerdo con Bamidele y Emmambux (2020), esta metodologia puede ser empleada para
encapsular una gran diversidad de productos de interés, sin embargo, se recomienda que, al momento
de realizar el proceso, estos sean muy densos. Es considerado un proceso de co-extrusion liquida en
donde el nucleo (compuestos bioactivos de interés) y el material de recubrimiento son bombeados por
separado, a través de un orificio concéntrico ubicado en la circunferencia exterior de un cilindro
giratorio. El material de interés fluye por el centro del tubo, y el material de recubrimiento fluye a través
del otro tubo (Grgi¢ et al., 2020). El equipo esté unido a un eje giratorio, tanto el nucleo como el material
de pared se coextruyen a través de los orificios concéntricos a medida que gira el cabezal. Durante
este proceso, la fuerza centrifuga impulsa la varilla hacia afuera, provocando que se rompa en
pequefias particulas. Debido a la actividad superficial del material de recubrimiento, se mueve
rapidamente en la superficie del nucleo hasta rodear completamente el material del nicleo. Este
método, es utilizado en la proteccion de carbohidratos de bajo peso molecular, sabores, condimentos,
vitaminas, entre otros. Los materiales de pared utilizados en el proceso de encapsulacion por extrusion
incluyen grenetina, alginato de sodio, carragenina, almidones, derivados de celulosa, goma arabiga,

grasas y acidos grasos, ceras y polietilenglicol (Timilsena et al., 2020).

e Coacervacion

La coacervacion implica interacciones electrostaticas capaces de promover la separacion de la fase
liquida de uno (coacervacion simple) o muchos (coacervacién compleja) agentes encapsulantes, con
la formacion de un complejo compuesto por dos fases distintas. En la fase rica en agente
encapsulante, las gotas de liquido se depositan y endurecen alrededor del compuesto bioactivo,

formando el coacervado. Después de este proceso se obtienen particulas autosostenibles. La
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encapsulacién por coacervacion es un proceso muy eficiente, aunque estd asociado a un coste
elevado (Wang et al., 2018).

e Emulsionado

Los sistemas de al menos dos fases inmiscibles se denominan dispersion. Un sistema disperso esta
formado por una fase dispersa en un flujo continuo. Existen tres tipos principales de dispersiones
basadas en la fisica de la fase dispersa: espumas de un gas en una mezcla liquida; suspensiones de
un sélido en una mezcla liquida; y emulsion de un liquido en un sistema liquido. Algunos métodos de
encapsulacion se basan en emulsiones (Rezvankhan et al., 2019). En general, una emulsion es un
sistema que se compone de por lo menos dos liquidos inmiscibles (tipicamente agua y aceite, aunque
no siempre), en el cual uno de esos dos liquidos se ha dispersado en el otro en forma de pequefias
gotas esféricas con ayuda de un agente que funciona como emulsificante, adicionalmente se aplica
una fuerza mecanica (Kale y Deore, 2017; Fang y Bhandari, 2010). Definen a las emulsiones como
dispersiones de gotitas macroscopicas de un liquido en otro liquido, con un diametro de gotita
aproximadamente de 0,5 a 100 um. Estas emulsiones son normalmente inestables en altas
temperaturas, pueden ser turbias u opacas a la vista debido a que las gotas de ese tamafio poseen
un tamario similar a la longitud de onda de la luz y suelen dispersarla fuertemente (Grgic et al., 2020).
Es importante destacar el uso de agentes durante el proceso de elaboracion de las emulsiones, los
cuales pueden ser naturales (Lecitinas, proteinas y polisacaridos) o quimicos como los tensoactivos
(Span, Tweens, entre otros), debido a que presentan dominios hidrofébicos (Jia et al., 2016). Las
emulsiones pueden clasificarse de acuerdo a la distribucion espacial de sus fases (oleosa y acuosa);
emulsién aceite-agua o también conocida como O/W (por sus siglas en ingles Oil/Water), emulsién
agua-aceite, también conocida como W/O (por sus siglas en ingles Water/Oil) y emulsiones mdltiples
0 dobles; agua-aceite-agua, también conocidas como W/O/W (por sus siglas en ingles
Water/Oil/Water), aceite-agua-aceite o O/W/O (por sus siglas en ingles Oil/Water/Oil) y aceite-agua-
agua o O/W/W (Oil/Water/Water) (Ding et al., 2019).
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2.3.3 Encapsulado de propdleos
En la tabla 2, se presenta una revision de diversas investigaciones donde se aplican los procesos de
encapsulado de propdleos de diversas partes del mundo, con la finalidad de protegerlos contra

diferentes factores.

Tabla 2. Encapsulado de propdleos de diversas partes del mundo. (Fuente: Elaboracion propia, 2023).

Origen del Tipo de Tamano de Material de Referencia
propéleo Encapsulacion particula cubierta
Alagoas (Brasil)  Microencapsulacion ~ 21.8-286.7 Goma arabiga Gomes et al.
Mm Grasa vegetal (2023)
(Semilla de
algoddn, soya y
palma)
Peru Microencapsulacién ~ 5.7-33.9 um Maltodextrina De Alencar et al.
Goma tara (2023)
Brasil Microencapsulacién ~ 6.7-6.8 um Ovoalbumina Jansen-Alves et
al. (2023)
Peru Nanoencapsulacion ~ 198-266 nm Maltodextrina Ligarda-
Goma arabiga Samanez et al.
(2022)
Azerbaiyan Nanoencapsulacién ~ 99.76-242.22  Proteina de suero  Shakoury et al.
(Iran) nm (2022)
Haryana, Punjab Microencapsulacion ~ 10.34 -89.34 Maltodextrina Pant et al.
y Himachal Mm (2022)
Pradesh (India)
Egipto Nanoemulsiones - Fosfolipidos Refaat et al.
(Fosfatidilcolina al (2021)
70%)
Colesterol
Surabaya Nanoemulsiones  11.7-44.7 nm Labrasol Syukri et al.
(Indonesia) Labrafac (2021)
Cremophor RH 40,
Kollisolv
Kolliphor

Aceite de ricino
Aceite de sésamo
Aceite de girasol
Aceite de coco
Tween 20
Polietilglicol
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Propilenglicol

Soleimanifard et

Khorramabad Nanoemulsiones  611-4,064 nm  Caseinato de sodio
(Irén) Maltodextrina al. (2021)
Turquia Microemulsion 1.42-74.39 Maltodextrina Baysan et al.
Mm Lactosa (2021)
Goma arabiga
Gelatina
Caseinato de sodio
Aislado de proteina
de suero
Aceite de girasol
Portugal Nanoencapsulacion 4.6 + 0.3 um Etilcelulosa Paulo et al.
Poligcido lactico- (2021)
co-glicolico
Policaprolactona
Alcohol polivinilico
Egipto Nanoemulsiones 126-723 nm Fosfolipidos El-aziz et al.
Lecitina de soya (2021)
Fosfatidilcolina
Turquia Nanoemulsiones 374-759 nm Fosfolipidos Aytekin et al.
(2020)
Alagoas (Brasil) ~ Nanoemulsiones 42-69 nm Poligcido lactico- De Mélo et al.
co-glicdlico (2020)
Ribeiréo Preto Emulsion - Quitosano Sato et al.
(Brasil) Pectina (2020)
Ardabil (Irdn) ~ Nanoencapsulaciéon ~ 51-281 nm Monoestereato de  Afra et al. (2020)
clierilo
Tween 80
Lecitina de soya
Polietilglicol 400
Brasil Nanoencapsulacion ~ 75-170 nm  Aislado de proteina Chang et al.
de suero (2020)
Alginato de sodio
Aceite de girasol
Turquia Microencapsulacion ~ 500-800 um Alginato de sodio Keskin et al.
Tween 80 (2019)
Minas Gerais Nanoemulsiones 50.561.8 nm Aceite de maiz Seibert et al.
(Brasil) Span 80 (2019)
Tween 80
Rio Grande do  Microencapsulacion 5-20 um Proteina de arroz,  Jansen-Alves et
Sul (Brasil) guisantes y soya al. (2018)

OvoalbUmina
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Como se puede observar, se han encapsulado propéleos de diferentes lugares, sin duda, Brasil es
uno de los paises con mayor investigacion relacionada con el tema, debido a que es uno de los
principales paises productores de propoleo a nivel mundial. Normalmente, se ha encapsulado el
propoleo, con los siguientes objetivos: la proteccion del propéleo contra factores ambientales, evitar
cambios fisicos y quimicos del propdleo, mejorar la solubilidad, funcionalidad y biodisponibilidad de
los compuestos bioactivos del propéleo, asi como enmascarar el sabor fuerte, picante y astringente
del propdleo. Sin duda alguna, durante el encapsulado del propéleo, ha generado la utilizacién de
diversas tecnologias, sin embargo, la nanoencapsulacion, microencapsulacion y las emulsiones son
de las mas utilizadas, con excelentes resultados, obteniendo diversos tamafios de particula, lo cual
esta directamente relacionado con el tipo de tecnologia empleada, asi como las condiciones del
encapsulado. Dependiendo de la tecnologia empleada, el objetivo del proceso, se pueden utilizar una
gran diversidad de productos de cubierta. Es importante enfatizar, que independientemente del origen
del propdleo, es necesario realizar un buen proceso de encapsulado, de esta manera los compuestos

bioactivos del propoleo puedan ejercer los efectos benéficos de interés en la salud.
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3. Justificacion

Como se ha podido apreciar, en las Ultimas décadas, el propdleo ha sido sujeto de diversas
investigaciones, debido a su aplicacion desde tiempos remotos en la medicina tradicional, es por ello,
que cada vez se encuentra mayor informacién sobre la caracterizacion, usos y aplicaciones del
propdleo, en diversas areas, tales como; la medicina, industria cosmeética, industria alimentaria, entre
otras. Sin embargo, diversos factores (origen botanico, especie de abeja, estado de salud de las
abejas, zona geogréfica, asi como las condiciones climatico-ambientales) pueden influir en su
composicion, por consiguiente, sus propiedades biolégicas pueden cambiar. Los compuestos
fendlicos, son los compuestos bioactivos asociados a las propiedades funcionales del propdleo; tales
como; antioxidantes, antimicrobianos (antibacteriano, antifingico, antihelmintico y antiviral),
antiinflamatorios, inmunomoduladores, hepatoprotectores, anti-actividades alérgicas, cicatrizantes,
antitumorales, antidiabéticas, entre otros. Sin embargo, muchos de estos compuestos bioactivos,
pueden verse afectados durante el trayecto gastrointestinal, disminuyendo sus efectos benéficos en
la salud. Por lo tanto, en esta investigacion se obtuvieron extractos etandlicos de propoleos
provenientes de tres municipios de la cafiana oaxaquefia, dichos extractos fueron obtenidos por la
técnica de ultrasonido asistido, se evalué el contenido de compuestos bioactivos, actividad
antioxidante y actividad antimicrobiana. Posteriormente se prepararon emulsiones con los extractos y
se evaluo su comportamiento durante la digestion in vitro simulada, como una alternativa para proteger

a los compuestos bioactivos y evitar la pérdida de las propiedades funcionales.

32



4, Hipotesis

Las emulsiones con extractos de propoleo protegeran a los compuestos bioactivos, durante la
digestion in vitro simulada, por lo tanto, se evitara la degradacion de los compuestos fendlicos (fenoles
totales y flavonoides totales) asi como la pérdida de sus propiedades funcionales (actividad
antioxidante).

Variable dependiente (X) Variables independientes (Y)
Proceso de emulsion Estabilidad de las emulsiones
Contenido de compuesto fendlicos
Fenoles totales
Flavonoides totales
Actividad antioxidante

5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Evaluar el contenido de compuestos bioactivos y propiedades funcionales durante la digestion in vitro
simulada de emulsiones con extractos de propdleos provenientes de tres municipios de la cafiada

oaxaquena.

5.2 Objetivos especificos

¢ Obtener extractos etanolicos de propdleos por la técnica de ultrasonido y maceracion, provenientes
de tres municipios de la cafiada oaxaquefia.

e Cuantificar el contenido de compuestos fendlicos (fenoles totales y flavonoides totales), actividad
antimicrobiana y actividad antioxidante de extractos de etandlicos de propéleos durante la digestion
in vitro simulada.

o Obtener emulsiones con extractos etandlicos de propdleos, mediante la técnica de ultrasonido.

e Determinar la estabilidad, contenido de compuestos bioactivos (fenoles totales y flavonoides
totales) y actividad antioxidante de emulsiones con extractos etandlicos de propéleos, durante la

digestion in vitro simulada.
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6. Materiales y métodos

6.1 Localizacion de experimento

La fase experimental de esta investigacion se llevé a cabo en los laboratorios de Quimica, Biologia y
Microbiologia de la Universidad de la Cafiada, ubicada en el municipio de Teotitlan de Flores Magon,
Oaxaca. En los laboratorios Usos Multiples, Nutricion Animal y de Analisis Especiales y el Laboratorio
de Aprovechamiento de Subproductos Agroalimentarios del Instituto de Ciencias Agropecuarias de la

Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo, ubicado en Tulancingo de Bravo, Hidalgo, México.

6.2 Muestras

Se utilizaron tres muestras de propoleos de aprox., 500 g, provenientes de tres municipios de la
Cafiada oaxaquefia; Teotitlan de Flores Magén (18°08'00"N 97°05'00"0), San Pedro Ocopetatillo
(18°12'00"N 96°55'00"0) y San Jeronimo Tecoatl (18°10'00"N 96°55'00" O), codificadas como T, SP
y SJ respectivamente. Las muestras fueron recolectadas directamente del apiario, con el apoyo de las
organizaciones de apicultores: “Miel Néctar Mazateco” y “Sociedad de Apicultores de Eloxochitlan”.
Las muestras se transportaron en recipientes herméticamente cerrados, protegidos de la luz y fueron

almacenados a -30 °C hasta su uso.

6.3 Etapas de la investigacion

En la figura 7, se muestran las etapas de la fase experimental de la presente investigacion, con la fase
experimental de la etapa 1, se cubren los dos primeros objetivos especificos de esta investigacion, la

etapa 2, se cumplen con los dos ultimos objetivos especificos.
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I Fase experimental I

1
Etapa 1 Etapa 2
Obtencién de Obtencién de
extractos etandlicos extractos etandlicos
Maceracién Ultrasonido
Ultrasonido l
1 Caracterizaciéon de
Caracterizacion de extractos
extractos Fenoles lotales
Fenoles totales Flavonoides totales
Flavonoides totales Actividad antioxidante
Actividad antioxidante ABTS®
ABTS- DPPH*
DPPH*
Actividad antimicrobiana l
1 Elaboraciéon de
emulsiones
Digestion in vitro de Eficiencia de emulsion
extractos Estabilidad
Fenoles totales Tamano de particula
Flavonoides totales Potencial Zeta
Actividad antioxidante Conductividad eléctrica
ABTS*
DPPH-* l
Digestion in vitro de
emulsiones
Fenoles totales
Flavonoides totales
Actividad antioxidante
ABTS*
DPPH*

Figura 7. Etapas de la fase experimental.
6.3.1 Etapa 1 de la investigacion
e Método de extraccion y preparacion de extractos
Los extractos fueron obtenidos de acuerdo a Osés et al. (2016), con algunas modificaciones; los

propoleos congelados (-30 °C) fueron molidos con la ayuda de un molino (Jia-wanshun, Modelo HC-

2000Y, China), a partir del propoleo en polvo se prepararon 6 tratamientos (Tabla 3). En todos los
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tratamientos, el solvente utilizado fue etanol al 85%, en una proporcion 1:30 w/v, a temperatura de
20°C. La maceracion se realiz con agitacion magnética a 200 rpm. Los extractos por ultrasonido
fueron obtenidos en un bafio ultrasonico (Branson 3510, México), durante 30 min, a una frecuencia de
42 kHz. Posteriormente, se centrifugaron a 18,510 xg durante 15 min a 4 °C, con la finalidad de
eliminar solo sélidos no extraibles. El solvente de extraccion fue concentrado en un rotavapor a 40 °C
(Blichi R-215, Switzerland). Para la eliminacion total del solvente se utilizé una estufa al vacié (Fisher
Scientific Vo, USA) a 40 °C. Los extractos fueron rotulados y almacenados a 4 °C, en recipientes de
vidrio color ambar hasta su uso. Se determin el contenido de fenoles totales, flavonoides totales, la

actividad antioxidante por ABTS*y DPPH* y la actividad antimicrobiana.

Tabla 3. Procedencia y condiciones para la obtencion de extractos de propdleos.

Muestra Procedencia Tratamiento Tiempo
T Teotitlan de Flores Magon Ultrasonido 30 min
™™ Teotitlan de Flores Magon Maceracion 17 dias
SP San Pedro Ocopetatillo Ultrasonido 30 min
SPM San Pedro Ocopetatillo Maceracion 17 dias
SJ San Jerénimo Tecoatl Ultrasonido 30 min
SIM San Jer6nimo Tecoatl Maceracion 17 dias

T = Teotitlan de Flores Magén, Ultrasonido; T M = Teotitlan de Flores Magdn, Maceracion; SP = San Pedro Ocopetatillo,
Ultrasonido; SP M = San Pedro Ocopetatillo, Maceracion; SJ = San Jerdnimo Tecdatl, Ultrasonido; SJ M = San Jerénimo
Tecoatl, Maceracion.

En este punto, es muy importante enfatizar, que la eleccion de los tratamientos (Tabla 3) asi como las
condiciones de operacién, se realizd con base, al resultado de un conjunto de experimentos

previamente realizados, donde se probaron diferentes tratamientos, tales como:

Obtencidn de extractos por maceracion se realizaron de acuerdo con Sime et al. (2015) con algunas
modificaciones, se realizaron 4 tratamientos donde se utiliz6 etanol al 70 y 85 %, la relacion de solvente
fue 1:30 wiv y 1:3 wiv y tiempo de maceracion de 1y 17 dia. El mejor rendimiento se obtuvo en la

maceracion durante 17 dias, con etanol al 85 % en una relacion 1:30 wi/v.
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Obtencidn de extractos utilizando ultrasonido, se realizé de acuerdo a Osés et al. (2016) y Pobiega et
al. (2019), con algunas modificaciones, se realizaron 8 tratamientos donde se utilizé etanol al 70 y 85
%, la relacion de solvente fue 1:30 wiv y 1:3 wlv, el tratamiento de ultrasonido fue durante 20 y 30 min
a una frecuencia de 42 kHz. El mejor rendimiento se obtuvo en los extractos con ultrasonido durante

30 min, con etanol al 85 % en una relacion 1:30 wiv.

Por ultimo, se obtuvieron 9 extractos por agotamiento, se utilizd 1, 2.5y 5 gramos de prop6leo en polvo
(de tres diferentes lugares), a los cuales se les agrego 30 mL de etanol al 85 %, se colocaron en un
bafio ultrasonico (Branson 3510, México), durante 30 min, a una frecuencia de 42 kHz. Después se
centrifugaron, el retenido fue resuspendido en 30 mL de etanol al 85 %, nuevamente se di6 el
tratamiento en el bafio de ultrasonido, en total se hicieron tres extracciones. Los resultados obtenidos
respecto al rendimiento fueron similares a los tratamientos anteriores. Por lo antes mencionado, se
tomo la desicion de obtener los extractos bajo la metodologia y condiciones de operacion, tal como se

muestral en la tabla 3.

e Digestibilidad in vitro de extractos de propdleos

La simulacion in vitro de la digestion gastrointestinal de los extractos se realizo de acuerdo a Minekus
et al. (2014), con algunas modificaciones. La digestion se dividié en dos etapas: (a) la fase gastrica;
se prepard una solucion de 20 mg/mL extracto seco en etanol al 80 %, posteriormente esta solucién
fue diluida (1:5 v/v) con agua destilada, a esta solucién se le ajusto el pH a 2 con HCI 6 M, se adiciond
20 mL de liquido gastrico (40,000 unidades de pepsina porcina en CaCl2 0.3 M en HCI 0.1 M), la
mezcla fue incubada en bafio Maria a 37°C, con agitacién durante 120 min. (b) la fase intestinal, el pH
fue ajustado a 7 con bicarbonato de sodio 0.5 M, posteriormente se le adiciond 10% de liquido
pancreatico (0.4 g de pancreatina y 2.5 g de sales biliares en 100 mL de NaHCO3 0.1 M), la mezcla
fue incubada en bafio Maria a 37 °C, con agitacion durante 120 min. Por ultimo, la mezcla fue
calentada a ebullicién durante 4 min, con la finalidad de inactivar las enzimas. Se tomaron 4 muestras
durante la digestion; extracto, al final de la fase gastrica, al final de la fase intestinal y después de la

ebullicién. Todas las muestras fueron centrifugadas (Hermle, Z 36 HK, Alemania) a 18510 xg durante
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10 min a 4 °C, y fueron guardadas en refrigeracion hasta su andlisis: fenoles totales, flavonoides,

actividad antioxidante (ABTS* y DPPH*) y actividad antimicrobiana.

6.3.2 Etapa 2 de la investigacion

e Extraccion y preparacion de extractos por ultrasonido

Los extractos fueron obtenidos de acuerdo a Osés et al. (2016), con algunas modificaciones; los
propoleos congelados (-30 °C) fueron pulverizados con la ayuda de un molino (Jia-wanshun, Modelo
HC-2000Y, China), a partir del propdleo en polvo se realizd la extraccion, como se especifica a
continuacion; se realiz por ultrasonido durante 30 min a una frecuencia de 42 kHz en un bafio
ultrasénico (Branson 3510, México), se utilizo etanol al 85 %, en una proporcion 1:30 w/v, a 20 °C.
Posteriormente se realizé una centrifugacion a 18510 xg durante 15 min a 4 °C, con la finalidad de
eliminar solo solidos no extraibles. Posteriormente el solvente de extraccion fue concentrado en un
rotavapor a 40 °C (Buchi R-215, Switzerland). Para la eliminacion total del solvente se utilizd una
estufa al vacio a 40 °C. Los extractos fueron rotulados (T, SP y SJ) y almacenados a 4 °C, en
recipientes de vidrio color &mbar hasta su uso. Se determind el contenido de fenoles totales,

flavonoides totales y la actividad antioxidante por ABTS* y DPPH*.

e Preparacion, caracterizacion y estabilidad de las emulsiones

Las emulsiones fueron elaboradas de acuerdo a Espino-Manzano et al. (2020) y Seibert et al. (2019)
con algunas modificaciones. La composicién de las emulsiones fue de: 3 % de monooleato de sorbitan
(Span 80, Sigma-Aldrich, San Louis, MO, USA), 5 % de extracto puro prop6leo, 5 % de aceite esencial
de naranja (W282510, Sigma-Aldrich, San Louis, MO, USA), 7 % de polisorbato 80 (Tween 80, Sigma-
Aldrich, San Louis, MO, USA) y 80 % de agua ultrapura (Milli-Q, Millipore). El extracto de propdleo,
aceite esencial de naranja, Span 80 y Tween 80 fueron mezclados con un procesador ultrasdnico
(Ultrasonic Vibra-Cell VCX 130 Sonics, Newton, CT, USA) a una frecuencia de 20 kHz, al 80 % de
amplitud. Con una sonda de 6 mm de diametro, se aplicaron 36 intervalos de 50 s con 10 s de reposo.

Posteriormente, se agregd el agua ultrapura y se aplicaron 36 intervalos de 50 s con 10 s de reposo,
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durante el proceso la mezcla estaba colocada en un bafio de hielo. Las emulsiones fueron rotuladas
(ET, ESP y ESJ), colocadas en frasco de vidrio color ambar y almacenadas en refrigeracién (4 °C)
hasta su analisis. Para determinar el tamafio de particula (nm), potencial Z (mV) y conductividad
eléctrica (us/cm) de las emulsiones se utilizo un Zetasizer (Nano-ZS2000 Model, Malvern Instruments
Ltd., Malvern, Worcestershire, UK). Para lo cual se colocaron 20 L de la emulsion y 1980 uL de agua
ultrapura, el analisis se realizé a los 0, 7, 14, 49, 56, 63, 70, 77 dias de almacenamiento, todas las

mediciones se realizaron por triplicado.

o Eficiencia de encapsulacion

La eficiencia de emulsion se calculd segun Saliba et al. (2023) con algunas modificaciones.

Eficiencia de emulsién = (CFT del EP — CFE) / (CFT del EP)

Dénde:
CFT del EP= Contenido de fenoles totales en el extracto puro

CFE= Contenido de fenoles totales en la emulsion.

Para romper la emulsion se adicion una solucion de etanol-metanol (1:1 v/v) en una relacién 1:1.2 viv
(por cada mililitro de emulsion se adiciond 1.2 mililitros de la solucién etanol-metanol) los cuales se
agitaron vigorosamente durante 30 min en ausencia de luz, después se centrifugaron a 18510 xg

durante 30 min a 4 °C, el sobrenadante se utilizd para el analisis.

e Digestion in vitro de las emulsiones con extractos de propéleos

La simulacién in vitro de la digestion gastrointestinal de las emulsiones con extractos de prop6leos fue
de acuerdo a Saliba et al. (2023) y Minekus et al. (2014), con algunas modificaciones. La digestion se
dividi6 en dos etapas: (a) fase gastrica; se utilizaron 10 mL de cada una de las emulsiones (ET, ESP
y ESJ) y el control (Agua destilada), se les adicion6 15 mL de liquido gastrico (2,000 U/mL de pepsina
porcina en CaCl, 0.3 M en HCI 0.1 M), se ajust6 el pH a 2 con HCI 6 M, todo fue incubado en bafio
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Maria a 37 °C, con agitacién durante 120 min. (b) fase intestinal, el pH fue ajustado a 7 con bicarbonato
de sodio 0.5 M, posteriormente se le adicion6 10 % de liquido pancreatico (0,4 g de pancreatina'y 2,5
g de sales biliares en 100 mL de NaHCO3 0.1 M), la mezcla fue incubada en bafio Maria a 37 °C, con
agitacion durante 120 min. Por ultimo, la mezcla fue calenda hasta ebullicion durante 4 min, con la
finalidad de inactivar las enzimas. Se tomaron muestras al final de cada una de las fases (Gastrica e
Intestinal). Todas las muestras fueron centrifugadas (Hermle, Z 36 HK, Alemania) a 18510 xg durante
10 min a 4 °C, posteriormente fueron guardadas en refrigeracion hasta su andlisis: fenoles totales,
flavonoides y actividad antioxidante (ABTS* y DPPH*).

6.4 Determinacion de compuestos bioactivos

e Cuantificacion de fenoles totales

La cuantificacion de fenoles fue de acuerdo al método de Folin-Ciocalteu descrito por Rababah et al.
(2013), con algunas modificaciones, para los extractos se realiz6 una dilucion de extracto de propdleo
(1:1000 p/v) usando etanol al 85 %, en el caso de las emulsiones (ET, ESP y ESJ) se agreg6 1.2 mL
de etanol-metanol por cada mL de la emulsion, las muestras se homogenizaron hasta completa
solubilidad utilizando un Vortex, posteriormente fueron centrifugadas a 18510 xg durante 15 min a 4
°C (Hermle, Z 36 HK, Alemania). Se tomaron 0.3 mL del sobrenadante en un tubo de ensayo y se
mezclaron con 1.5 mL del reactivo de Folin-Ciocalteu 0.2 N, se incubd durante 8 min a temperatura
ambiente y en ausencia de luz, después se agregaron 1.2 mL de Na,CO3 0.7 M, se homogenizaron e
incubaron a temperatura ambiente durante 120 min en ausencia de luz. La absorbancia se midi6 a
765 nm usando un espectrofotémetro (Jenway 6715, UK), frente a un blanco de agua. El contenido de
fenoles totales se determind a partir de una curva estandar de &cido galico (0 a 100 mg/L). La cantidad
de fenoles totales se expresé como mg equivalentes de acido galico (mg EAG/100 g extracto de
propdleo y emulsion), de acuerdo a la siguiente ecuacion. Todas las muestras fueron analizadas por

triplicado.

Fenoles totales (mg EAG/100 g) = (CAG * V * DF * 100) / (Peso de la muestra (g))
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Donde:
CAG = Concentracidn de acido galico de la curva estandar (mg/mL)
V = Volumen de muestra (mL)

DF = Factor de dilucion de la muestra

e Cuantificacion de flavonoides totales

El contenido de flavonoides totales se determiné de acuerdo al método Dowd adaptado por Arvouet-
Grand et al. (1994), con algunas modificaciones, para los extractos se realiz6 una dilucion de extracto
de propdleo (1:1000 p/v) usando metanol puro, en el caso de las emulsiones (ET, ESP y ESJ) se
agregd 1.2 mL de etanol-metanol por cada mL de la emulsion, las muestras se homogenizaron hasta
completa solubilidad con un Vortex, posteriormente los extractos fueron centrifugados a 18510 xg
durante 15 min a 4 °C (Hermle, Z 36 HK, Alemania). Se prepard una solucion de cloruro de aluminio
al 2 % (AICI3) en metanol. En un tubo de ensayo se colocaron 2 mL del sobrenadante con 2 mL de
AICl3, se homogenizaron y se dejaron en reposo a temperatura ambiente durante 20 min en ausencia
de luz. La absorbancia se midié a 415 nm en un espectrofotémetro (Jenway 6715, UK), usando
metanol como blanco. Se utilizb quercetina para la elaboracién de la curva estandar (0 a 100 mg/L).
El contenido total de flavonoides se expresd en mg equivalente de quercetina / 100 g de extracto de
propoleo y emulsiéon (mg EQ/100 g de extracto de propoleo y emulsion), de acuerdo a la siguiente

ecuacion. Todas las muestras fueron analizadas por triplicado.

Flavonoides totales (mg EQ/100 g) = (CQ * V * DF * 100) / (Peso de la muestra (g))

Donde:
CQ = Concentracion de quercetina de la curva estandar (mg/mL)
V = Volumen de muestra (mL)

DF = Factor de dilucion de la muestra
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6.5 Actividad antioxidante

e Actividad de inhibicion de radicales libres ABTS*

La actividad antioxidante se determiné utilizando el compuesto cromogénico acido 2,2'-azino-bis (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS) de acuerdo a Pimentel-Gonzélez et al. (2015). Para los
extractos, se realizo una dilucion de extracto de propéleo (1:1000 p/v) usando etanol al 85 %, en el
caso de las emulsiones (ET, ESP y ESJ) se agregd 1.2 mL de etanol-metanol por cada mL de la
emulsion, las muestras se homogenizaron hasta completa solubilidad utilizando un Vortex,
posteriormente los extractos fueron centrifugados a 18510 xg durante 15 min a 4°C (Hermle, Z 36 HK,
Alemania). Se prepard 20 mL de solucién stock de ABTS 7 mM (36 mg del reactivo ABTS aforando a
10 mL con agua destilada, y se agregd 10 mL de persulfato de potasio 2.45 mM (5.83 mg de persulfato
de potasio en 10 mL de agua destilada). Para generar los radicales libres ABTS*, la mezcla se mantuvo
en agitacién magnética durante 24 h en oscuridad total. Antes de iniciar la lectura de las muestras, el
reactivo de ABTS* se estandariz6 a una absorbancia de 0.7 + 0.01 utilizando etanol al 20 %. En un
tubo de ensayo se colocaron 0.2 mL del sobrenadante con 2 mL de ABTS* estandarizado, se
homogenizaron y se dejaron en reposo a temperatura ambiente durante 6 min en ausencia de luz. Las
muestras se leyeron a 734 nm en un espectrofotdmetro (Jenway 6715, UK). Se utilizé acido galico
para la elaboracién de la curva estandar (0 a 100 mg/L) y como blanco etanol al 20%. La actividad
antioxidante se expres6 como mg equivalentes de acido galico en 100 g de extracto y emulsién, de

acuerdo a la siguiente ecuacion. Todas las muestras se analizaron por triplicado.

Actividad antioxidante (mg AG/100 g) = (AG *V * DF * 100) / (Peso de la muestra (g))

Donde:
CAA o AG = Concentracion de acido galico de la curva estandar (mg/mL)
V = Volumen de muestra (mL)

DF = Factor de dilucion de la muestra
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e Actividad de inhibicion de radicales libres DPPH*

Para la actividad antioxidante de DPPH (radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo) fue de acuerdo a Turkmen
et al. (2006). En el caso de los extractos, se realiz6 una dilucion de extracto de propéleo (1:1000 p/v)
usando metanol puro, en el caso de las emulsiones (ET, ESP y ESJ) se agregd 1.2 mL de etanol-
metanol por cada mL de la emulsion, las muestras se homogenizaron hasta completa solubilidad con
un Vortex, posteriormente los extractos fueron centrifugados a 18510 xg durante 15 min a 4°C
(Hermle, Z 36 HK, Alemania). Se prepar6 100 mL de solucion madre de DPPH 0.2 mM (7.9 mg de
DPPH aforando a 100 mL con metanol al 80 %), para generar los radicales libres DPPH*, la mezcla
se mantuvo en agitacion magnética durante 2 h en oscuridad total. Antes de iniciar la lectura de los
extractos, el reactivo de DPPH* se estandarizé a una absorbancia de 0.7 + 0.01 utilizando metanol al
80 %. A 0.5 mL del sobrenadante se agregd 2.5 mL del reactivo DPPH* estandarizado, se incubaron
durante 1 h en ausencia de luz. Las muestras se leyeron a 517 nm con un espectrofotdmetro (Jenway
6715, UK), el metanol fue utilizado como blanco. La actividad antioxidante se expres6 como mg
equivalentes de &cido galico en 100 g de extracto y emulsidn, de acuerdo a la siguiente ecuacion.

Todas las muestras se analizaron por triplicado.
Actividad antioxidante (mg AG/100 g) = (AG * V * DF * 100) / (Peso de la muestra (g))
Donde:
CAA o AG = Concentracion de &cido gélico de la curva estandar (mg/mL)
V = Volumen de muestra (mL)
DF = Factor de dilucion de la muestra
6.6 Actividad antimicrobiana de extractos de propodleos
Se utilizaron cuatro cepas microbianas: Staphylococcus aureus (ATCC 13709), Escherichia coli (ATCC

25922), Salmonella typhimurium (ATCC 43971) y Candida albicans (ATCC 1023). Las cepas se

activaron en tubo con 10 mL de caldo Mdller Hinton, incubadas a 37 °C durante 24 horas, esta
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operacion se realizd en un total de tres veces. Por Ultimo, se estandarizé la turbidez de los

microorganismos a 0.5 en la escala de McFarland (1x108 UFC/mL).

La actividad antibacteriana fue por la técnica de difusion en agar por pozo (Montero-Recalde et al.,
2018). Se colocd 1 mL de la suspension microbiana ajustada a 0.5 en la escalada de McFarland, en
una caja de Petri y se le adicion6é 20 mL de agar Mller Hinton, el inoculo se homogenizé y se dej6
solidificar, posteriormente se realizaron los pozos con un sacabocados estéril (5 mm). A partir del
extracto puro, se prepararon diferentes diluciones (540 mg, 270 mg, 135 mgy 67.5 mg/mL) utilizando
DMSO como diluyente. En los pozos se colocd 25 L de cada una de las concentraciones, control
negativo (DMSO) y control positivo (Solucion antibiético-antimicotico 100x: 10,000 unidades de
penicilina, 10 mg de estreptomicina y 25 ug de anfotericina B por mL (Sigma-Aldrich Quimica, S. de
R.L. de C.V. A5955)). Las cajas se incubaron a 37 °C durante 24 h, todos los analisis fueron por
triplicado. Para la actividad inhibitoria, se medi6 el diametro de los halos de inhibicion (mm) con un

vernier.

6.7 Analisis de estadistico

Para la primera etapa de la investigacion se utilizé un disefio completamente al azar. Los resultados
estdn expresados en la media + desviacion estandar. Cuando ANOVA presento diferencias
significativas (p<0.05), se utilizé la técnica de comparacion de medias de Tukey. Todos los anélisis se
realizaron utilizando el software Statgraphics Centurion XVI version 16.1.11 (Stat Point Technogies,

Inc.).

Para la segunda etapa de la investigacion, los resultados de cada una de las variables de estudio
(expresados por media + desviacion estandar) se analizaron estadisticamente mediante un analisis
de varianza de una via y comparacion de medias por la prueba de Tukey, con un nivel de significancia
(p=0.05). Todos los andlisis se realizaron utilizando el software SAS version 9.22 para Windows (9.22,
Institute Inc., Cary, NC, USA).
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7. Resultados y Discusion

A continuacidn, se hace la descripcion de los resultados de la etapa 1 de la investigacion.

7.1 Obtencién de extractos

7.1.1 Rendimiento

El método de extracciéon no influyé en el rendimiento de los extractos, sin embargo, el lugar de
procedencia del propdleo si influye en el rendimiento, esto podria deberse al tipo de vegetacion en la
que las abejas recolectan el propdleo. Por otra parte, se obtuvieron rendimientos muy elevados,
teniendo un rango de 63.84 al 71.54 % (Figura 8). El propdleo de San Jerénimo Tecoalt fue el que
presentd en el mayor rendimiento (71.34 a 71.54 %), ademas no hubo diferencia significativa (p>0.05)
en el método de extraccion. Por otra parte, el propdleo procedente de San Pedro Ocopetatillo fue el
de menor rendimiento (63.84 — 66.05 %), y de igual forma el método de extraccion no influyé en el
rendimiento. En general, el propdleo crudo no es utilizado en la preparacion de alimentos y
medicamentos debido a su composicion. Es importante considerar que el rendimiento de los extractos
puede variar, debido a diferentes factores, tales como; el método de extraccion (maceracion, Soxhlet,
extraccion asistida por ultrasonido, extraccion asistida por microondas, fluidos supercriticos con CO;
y altas presiones), naturaleza del solvente (de acuerdo a su polaridad; baja, media o alta), relacion o
proporcion de solvente, tiempo y temperatura de extraccion (Suran et al., 2021; Bankova et al., 2021).
Los extractos de esta investigacion presentaron un rendimiento del 63.8 al 71.5%, siendo superior al
2.57 a 22.67 % de diversas muestras de propoleos (Bayram et al., 2018) y el 18.2% (Soltani et al.,
2020).
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Figura 8. Rendimiento de extractos de propéleos, provenientes de tres municipios de la Cafiada
oaxaquefia y dos métodos de extraccion (T= Teotitlan de Flores Magon, Ultrasonido; T M = Teotitlan
de Flores Magén, Maceracion; SP= San Pedro Ocopetatillo, Ultrasonido; SP M = San Pedro
Ocopetatillo, Maceracion; SJ= San Jerénimo Tecéatl, Ultrasonido; SJ M = San Jeronimo Tecdatl,
Maceracion).

7.2. Comportamiento de compuestos bioactivos durante la digestion in vitro
7.2.1 Fenoles totales

En la tabla 4, se observa el contenido de fenoles totales en los extractos de propoleos, asi como en
las diferentes etapas de la digestion in vitro: fase géstrica (FG), fase intestinal (Fl) y fase intestinal
después de ebullicién (FIE). En general, no se encontré diferencia significativa (p>0.05) en el contenido
de fenoles totales en los diferentes extractos de propéleos y métodos de obtencion. El contenido de
compuestos fendlicos fue de 30,824.9 a 3,4406.6 mg EAG/100 g. Hubo diferencia significativa en los
propoleos Ty T M, teniendo un mayor contenido de fenoles el tratamiento por ultrasonido (33,433.3
mg EAG/100 g). Sin embargo, los tratamientos SP y SP My SJ y SJ M no se vieron afectados por el

método de obtencion. Por lo tanto, el uso del ultrasonido puede ser una excelente opcion para la
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obtencion de extractos de propoleos, reduciendo su tiempo de obtencion. Durante la digestion in vitro
(FG), hubo una disminucién alrededor del 80 % en el contenido de fenoles totales en todos los
tratamientos, esto podria indicar que el pH acido o la pepsina afectan directamente a estos
compuestos. Sin embargo, en la siguiente etapa de la digestion (Fl y FIE) los fenoles se mantuvieron

constantes. El contenido de fenoles al final de la digestion fue de 6,958.5 a 8,208.2 mg EAG/100 g.

Tabla 4. Comportamiento de los fenoles totales durante la digestion in vitro de diferentes extractos de
propéleos
Contenido de fenoles totales (mg EAG/100 g)

™ SP SPM SJ SIM
Ext .3343331?93 9*A 316424 + 1110028 333165 + 178424 344066 + 116.7+* 312531+ 23358 308249 + 526643

Fase!

FG |72626+ 189.995C 67467 + 321194 60219+ 875048 74767+ 58.30C 74475487550 72918+ 734086
FI |75728+ 2452248 72458 +88.184 71874+ 245204 73159+ 881b°A 73743+ 123004  B09B4 + 455508
FIE | 72738+ 157.9% 74958 +4204%% 69585+ 20224  71804+00cA 74724 +4381%4  B0B2+ 72 0F

Diferentes letras minUsculas en las columnas representan diferencia significativa (p<0.05) con una comparacion de medias
por la prueba de Tukey. Diferentes letras mayusculas en las filas representan diferencia significativa (p<0.05) con una
comparacion de medias por la prueba de Tukey. Ext = Extracto, FG= Fase Gastrica, FI= Fase Intestinal, FIE= Fase
Intestinal después de Ebullicién, T=Teotitlan de Flores Magén, Ultrasonido; T M = Teotitlan de Flores Magdn, Maceracion;
SP= San Pedro Ocopetatillo, Ultrasonido; SP M = San Pedro Ocopetatillo, Maceracién; SJ= San Jerénimo Tecéatl,
Ultrasonido; SJ M = San Jerdnimo Tecoatl, Maceracion

De acuerdo con la Norma Oficial Mexicana, los propéleos que se comercialicen en México deberan
tener un minimo de 5,000 mg EAG/100 g de compuestos fendlicos (NOM, 2017). Los propdleos
analizados presentan un contenido de fenoles totales de 30,824.9 a 34,406.6 mg EAG/100 g,
cumpliendo asi con la normatividad mexicana. Ademas, estos resultados son superiores a los
reportados en extractos etandlicos de propéleos provenientes de China (8,934. 3 a 20,178.6 mg
EAG/100 g). Dichos extractos fueron obtenidos con ultrasonido, y la diferencia en el contenido de
fenoles totales podria estar relacionada con el tipo de vegetacién donde las abejas recolectaron el
propoleo, la época de recoleccién, asi como diversos factores ambientales (Ding et al., 2020;
Mountford-McAuley et al., 2021). Extractos etandlicos (70 %) de propdleos provenientes de Turquia
presentan un contenido de fenoles totales muy variable que va de 2,748 a 19,970 mg EAG/100 g, los

autores mencionan que dicha variabilidad esta asociada al origen geografico de los propéleos, ademas
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dichos valores son inferiores a los de esta investigacién (Ozdal et al., 2019). Por otra parte, extractos
acuosos de propoleos de Algerian presentan un contenido de fenoles totales de 9,688.3 a 45,883.3
mg EAG/100 g, la variacién fue principalmente por el lugar de procedencia de los propdleos (Soltani
et al., 2021). Existen diversos métodos para la purificacion de extractos, los cuales pueden influir en
el contenido de compuestos bioactivos. En la elaboracién de extractos de propéleos de Grecia,
utilizaron cuatro métodos de purificacidn, obteniendo un contenido de fenoles totales de 11,385 a
29,811 mg EAG/100 g, siendo la centrifugacién el método mas efectivo (Graikini et al., 2019). El
contenido de fenoles totales en extractos etandlicos de propdleos de Turquia fue de 25,000 mg
EAG/100 g, sin embargo, al final de la digestion in vitro solo el 8.9 % eran biodisponibles, cabe hacer
mencion, que la digestion in vitro fue realizada en propdleo crudo (Ozdal et al., 2019), la baja
biodisponibilidad de los fenoles podria deberse a las condiciones acidas y posibles reacciones de
isomerizacion de los compuestos fenolicos durante el proceso de digestion (Turkut et al., 2019). La
biodisponibilidad de los extractos al final de digestion fue del 20.88 al 26.62 %. Por lo antes
mencionado, es importante buscar alternativas que ayuden a proteger estos compuestos, para que se

encuentren disponibles para el organismo y de esta forma ejercer beneficios a la salud.

7.2.2 Flavonoides totales

Los extractos de propdleos de Teotitlan de Flores Magon, presentaron el mayor contenido de
flavonoides con un rango de 18,107.7 a 19,523.2 mg EQ/100 g, seguidos por los extractos de San
Pedro Ocopetatillo con 3,361.0 a 4,152.3 mg EQ/100 g y los extractos con menor contenido fueron los
de San Jerdnimo Tecoalt con 2,859.8 a 3,237.9 mg EQ/100 g (Tabla 5). Todos los extractos obtenidos
por ultrasonido presentan el mayor contenido de flavonoides totales. El rango de flavonoides totales
de los extractos fue de 2,859 a 19,523 mg EQ/100 g de propdleo, estos resultados son superiores a
los propuestos por la normatividad mexicana (min. 500 mg EQ/100 g). Diversas investigaciones
reportan un contenido de flavonoides totales de: 3,823 a 4,745 mg EQ/100 g (Graikini et al., 2019);
304.7 a 527.3 mg EQ/100 g (Soltani et al., 2021); 16,622 a 51,977 mg EQ/100 g (Ding et al., 2020);
1,100 a 15, 000 mg EQ/100 g (Gardini et al., 2018); 4,946.5 mg EQ/100 g (Mouhoubi-Tafinine et al.,
2016); 55,758 mg EQ/100 g (Soltani et al., 2020). Como se observa, el contenido de flavonoides es

muy variable, por consiguiente, la actividad biologica podria variar. Como se menciond anteriormente,
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la composicién de compuestos fendlicos (flavonoides) depende de factores como el origen floral y
geografico. Por otra parte, durante la digestion in vitro, en cada una de las fases el contenido de
flavonoides se fue modificando. Al final de digestion, los tratamientos SJ y SJ M fueron los mas
afectados con una reduccion mayor al 98 %, Ty T M presentaron una reduccion de 91.6 %. La
biodisponibilidad de los flavonoides totales de nuestros extractos al final de la digestion in vitro fue de
0.68 al 9.36 %. Por lo tanto, se puede deducir que el proceso de digestion afecta negativamente la
biodisponibilidad de compuestos bioactivos (flavonoides) de los extractos de propoleos, por
consiguiente, se podrian afectar sus propiedades funcionales. Es importante buscar alternativas para

la proteccion de los compuestos bioactivos durante las condiciones gastrointestinales.

Tabla 5. Comportamiento de los flavonoides totales durante la digestion in vitro de diferentes extractos
de propdleos.
Contenido de flavonoides totales (mg EQ/100 g)
T ™ SP SPM SJ SJM
Ext | 195232 + 0.0% 18107.7 + 108.8% 415232 +46.1< 3361.03 + 305 3237.9+824% 28508 + 82.4%

Fase,

FG | 11704 +00% 125834+57.8% 7418+320%  6704+05% 3406+ 251C 41214494
FI | 134524305+ 1325443054 5539+00%  1846+3029 2967 +0.0° 487.9+ 114
FIE | 16287 +114% 14968+ 114% 3800+ 114%  2067+00°  593400%  197+0.0¢

Diferentes letras minUsculas en las columnas representan diferencia significativa (p<0.05) con una comparacion de medias
por la prueba de Tukey. Diferentes letras mayusculas en las filas representan diferencia significativa (p<0.05) con una
comparacion de medias por la prueba de Tukey. Ext = Extracto, FG= Fase Gastrica, FI= Fase Intestinal, FIE= Fase
Intestinal después de Ebullicién, T= Teotitldn de Flores Magén, Ultrasonido; T M = Teotitlan de Flores Magén, Maceracion;
SP= San Pedro Ocopetatillo, Ultrasonido; SP M = San Pedro Ocopetatillo, Maceracién; SJ= San Jerénimo Tecéatl,
Ultrasonido; SJ M = San Jerénimo Tecoatl, Maceracion
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7.3 Actividad antioxidante durante la digestion in vitro

La capacidad antioxidante (ABTS*) de los extractos fue mayor en los extractos obtenidos por
maceracion, con excepcion de los tratamientos SJ y SJ M, donde no hay diferencia significativa
(p<0.05) debido al método de extraccion. Los extractos de propoleos por el método ABTS* y DPPH*
presentaron una fuerte actividad antioxidante, siendo de 8,333.2 a 16,530.2 y 13,368.3 a 20,706.4 mg
EAG/100 g respectivamente (Tabla 6). Podemos observar que la actividad antioxidante esta
directamente relacionada con el contenido de compuestos fendlicos (Tabla 4 y 5), y la diferencia
significativa (p<0.05) que presentan los extractos se debe principalmente al lugar de recoleccion de
los propdleos (Gardini et al., 2018) y en algunos casos, al método de obtencién. Por otra parte, se
puede incrementar la actividad antioxidante de los extractos de propéleo, utilizando diversos métodos
de purificacion, siendo la centrifugacion uno de los més efectivos (Graikini et al., 2019). Alrededor del
mundo existen diversas investigaciones sobre las propiedades biologicas y caracterizacion de
compuestos bioactivos en extractos de propdleos, con resultados muy prometedores. Los extractos
obtenidos por el método asistido por ultrasonido presentan mejores propiedades bioldgicas que los
extractos obtenidos por métodos tradicionales (Bakkaloglu et al., 2021; Ding et al., 2020) es por ello
que, en los Ultimos afios se ha convertido en el método méas popular, en el area de la medicina,
bioquimica, industria alimentaria, entre otros (Yuan et al., 2019). Por otra parte, el etanol es el mejor
solvente de extraccidn, para la obtencion de extractos de propéleos por ultrasonido (Cavalaro et al.,
2019). Sin embargo, durante la digestion in vitro, en la fase gastrica todos los extractos presentan una
disminucién en la actividad antioxidante: T 86 %, T M 89 %, SP 92 %, SP M 93 %, SJ 91 %y SUM 91
%, esto podria indicar que las condiciones gastricas provocan algun tipo de hidrolisis o reaccién con
otros compuestos que afectan la capacidad antioxidante. Al final de la fase intestinal se ve un
incremento de la capacidad antioxidante en todos los tratamientos, algunos de ellos presentan
diferencia significativa (p<0.05). En general, la capacidad antioxidante por DPPH* es mayor que la
capacidad antioxidante por ABTS*, en la fase gastrica hubo un incremento de la capacidad
antioxidante por DPPH* cercana al 50 %, probablemente por hidrolisis de compuestos fendlicos de
mayor tamafo formando algunos de menor tamafio. Durante la digestion in vitro, la actividad
antioxidante tanto por el método ABTS y DPPH se vio afectada significativamente, al igual que el

contenido de compuestos fendlicos (fenoles totales y flavonoides). Al final de la digestion hubo una
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disminucion de la actividad antioxidante del 54.14 al 77.83 % para ABTS* y del 84.21 al 98.09 % para
DPPH*.

Tabla 6. Actividad antioxidante de extractos de propdleos y su comportamiento durante la digestion in

vitro.
Fase Actividad antioxidante ABTS* (mg EAG/100g)
T ™ SP SPM sJ SIM
Ext = 83332+ 3557% 107938+3337% 146477+ 5780 165302+ 8672% 131803+ 9338 130024 + 5336
FG | 11334+2941%  11520+4628* 11260+ 16985  11001+2223% 11001+ 11118 10927+ 128 3%

FI 39773+ 6076% 37797 + 876.7 30024 + 3100224 28274 + 206455 28993 +235849  3856.0 +876.74
CFIE | 38210+2156™ 38120+ 4732V 39962+ 134.7%° 36638+ 778"  40546+473200C  4157.9+ 1078.0%
Actividad antioxidante DPPH* (mg EAG/100g)

Ext | 207064 +6486* 188838+ 122374 193155+ 2995 133683 + 8430 17013.3 + 83.0¢ 16773.5 + 0.00%
FG  35817.7 + 1438.8+" 30534 8 + 2651.49% 203429 + 1438.8"~ 384556 + 1774.4% 367770 +1361.8™° 32580.3 » 1648 4%~
Fl 1471.9 + 436.0° 33834+ 00« 1203.4 + 872.0 14840 + 2517 2366.1 + 907 6 2656.7 + 666 .0

FIE 1813.8 + 1572.0% 3604 « 251.0%4 796.4 + 666.0 12324 + 2517 26858 + 1744 0% 1184.2 + 75524

Diferentes letras minusculas en las columnas representan diferencia significativa (p<0.05) con una comparacion de medias
por la prueba de Tukey. Diferentes letras mayusculas en las filas representan diferencia significativa (p<0.05) con una
comparacién de medias por la prueba de Tukey. Ext = Extracto, FG= Fase Géstrica, FI= Fase Intestinal, FIE= Fase
Intestinal después de Ebullicién, T= Teotitlan de Flores Magén, Ultrasonido; T M = Teotitlan de Flores Magén, Maceracion;
SP= San Pedro Ocopetatillo, Ultrasonido; SP M = San Pedro Ocopetatillo, Maceracién; SJ= San Jerénimo Tecéatl,
Ultrasonido; SJ M = San Jerénimo Tecdatl, Maceracion

7.4 Actividad antimicrobiana

En la figura 9, presenta la actividad antimicrobiana los seis extractos de propdleos obtenidos por
ultrasonido y maceracion, contra cuatro cepas patégenas. Cabe hacer mencion, que la actividad
antimicrobiana se evalud en los extractos antes y al final de |a digestion in vitro. Sin embargo, ningun
tratamiento al final de la digestion in vitro simulada presento actividad inhibitoria. Por otro lado, entre
mayor concentracion de extracto mayores halos de inhibicion. La actividad inhibitoria esté en funcidn
de los componentes del extracto, del lugar de procedencia del propdleo y en algunos casos por el
método de extraccion. Los tratamientos SP y SP M no presentaron actividad contra S aureus. La mayor
inhibicién para S aureus fue el tratamiento SJ, en este caso el tratamiento con ultrasonido fue mejor
que la maceracion (SJ M). Todos los tratamientos presentaron actividad inhibitoria para C albicans,
ademas, esta cepa fue la que present6 los mayores halos de inhibicién, por lo tanto, consideramos
que estos extractos podrian ser una excelente fuente de compuestos bioactivos en la preparacién de

formulaciones para el control de infecciones urogenitales. Respecto a E coli, los tratamientos Ty TM
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presentaron la mayor actividad inhibitoria, seguido de los tratamientos SJ y SJ M, cabe hacer mencién,
que estos tratamientos no presentaron halos de inhibicién en concentraciones menores a 270 y 135
mg/mL respectivamente, pudiéndose considerar como la concentracion minima inhibitoria. Ademas,
los tratamientos SP y SP M no presentaron halos de inhibicién en ninguna de las concentraciones
evaluadas. Para S typhimurium todos los extractos presentaron halos de inhibicién, siendo los més

grandes los extractos obtenidos por maceracion.
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Figura 9. Actividad inhibitoria de extractos de propéleos contra diferentes cepas microbianas. A)
Staphylococcus aureus (ATCC 13709), B) Candida albicans (ATCC 1023), C) Escherichia coli (ATCC
25922) y D) Salmonella typhimurium (ATCC 43971).
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Como se ha podido observar la actividad antimicrobiana de los extractos evaluados es variable y su
efecto depende principalmente del lugar de procedencia mas que por el método de extraccién. Se ha
propuesto que la actividad antimicrobiana de los extractos de propoleos es por dos vias: 1) Efecto
directo sobre el microorganismo, afectando la permeabilidad de la membrana celular, la disrupcion de
membrana celular, disminucion de la produccion de ATP y disminucion de la movilidad y 2)
Estimulacion del sistema inmunoldgico, activando las defensas naturales del organismo (Anjum et al.,
2019; Przybulek y Karpinski, 2019). Existen diversos trabajos sobre la actividad antimicrobiana del
propoleo, dichas investigacion varian de acuerdo al tipo de microorganismo a evaluar (bacterias,
mohos, levaduras, protozoos y virus), condiciones de extraccion (método, temperatura, tipo de
solvente, relacién o proporcion de solvente, etc.), asi como del lugar de procedencia del propoleo
(Shehata et al., 2020). Los extractos obtenidos por ultrasonido presentan actividad antimicrobiana
contra cepas de; S. aureus, E. coli, C. krusei, C. glocosporioides, M. mucedo y A. solani, siendo el
ultrasonido un excelente medio para la obtencién de extractos de propéleos (Pobiega et al., 2019).
Los propdleos provenientes de Chile presentan actividad antibacteriana con cepas de S mutans,
ademas disminuye la formacion de biopeliculas (Veloz et al., 2019). Rivero-Cruz et al. (2020)
mencionan que el propdleo proveniente de Guanajuato, México, presenta excelente actividad
antibacteriana contra patdgenos orales (S. mutans, S. oralis, S. sanguinis y P. gingivalis). Por ultimo,
se considera que los propdleos analizados, podrian ser utilizados en la medicina tradicional para el

tratamiento de diversas afecciones a la salud.

A continuacidn, se hace la descripcion de los resultados de la etapa 2 de la presente investigacion.
7.5 Obtencién de extractos por ultrasonido

En la tabla 7, se muestran los resultados del contenido de compuestos bioactivos y actividad
antioxidante de los extractos de propoleos, obtenidos por ultrasonido. El contenido de fenoles totales
fue de 33,239.87 mg EAG/100 g para el extracto propoleos de Teotitldn de Flores Magén (T), de

32,836.30 mg EAG/100 g para San Pedro Ocopetatillo (SP) y de 32,582.44 mg EAG/100 g para San

Jerénimo Tecoalt (SJ). Hubo diferencia significativa (p<0.05) entre los extractos de propdleo de T y
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SJ, esto podria deberse al tipo de vegetacion y ubicacion geogréfica de los municipios, no se encontré
diferencia entre SP y SJ. Peixoto et al. (2022) reportan un rango de 17,360 a 26,220 mg EAG/100 g
en extractos de propéleos de dos regiones de Portugal, Ozdal et al. (2019) reportan valores maximos
de 19,969.9 mg EAG/100 g en muestras de propdleos provenientes de diferentes regiones de Turquia,
dichos resultados son inferiores a los nuestros. Por otra parte, Shakoury et al. (2022) reportan 40,200
mg EAG/100 g de extracto de propdleo provenientes de Iran, estos resultados son mayores a los
nuestros, los autores refieren que el tamafio de particula del propoleo influye durante el proceso de
extraccion, entre mas pequefio sea el tamafio de particula mejor interaccion con el solvente y por lo
tanto mayores rendimientos. El propéleo verde de Brasil presenta un alto contenido de compuestos
fendlicos (31,640 a 53,390 mg EAG/100 g), la extraccion asistida por ultrasonido mejora el rendimiento
(Cavalaro et al., 2019). Rivero-Cruz et al., (2020) determinaron el contenido de fenoles totales en
extracto etandlicos de propoleos provenientes del estado de Guanajuato, México, reportan un rango
de 16,760 a 24,630 mg EAG/100 g, dichos resultados son inferiores a los que se estudiaron en esta

investigacion.

Tabla 7. Contenido de compuestos bioactivos y actividad antioxidante de extractos de propéleos
provenientes de tres municipios de la cafiada oaxaquefa.

Fenoles Flavonoides ABTS* DPPH*
Extracto mg EAG/100 g mg EQ/100 g mg EAG/100 g mg EAG/100 g
T 33,239.87 + 132.87%  20,595.78 + 276.86=  8,694.37 +87.15¢  21,661.21 + 789.19

SP 32,836.30 + 446.06®°  5,517.70 + 997.13° 14,318.40 + 94.67%  19,836.83 + 513.26°
SJ 32,582.44 + 300.11° 3,675.11 + 17.75¢ 14,012.89 + 86.65°  21,635.51 + 513.267

Diferentes letras mintsculas en las columnas representan diferencia significativa (p<0.05) con una comparacion de medias
por la prueba de Tukey. T = Extracto de propoleo de Teotitlan de Flores Magon, SP= Extracto de propoleo de San Pedro
Ocopetatillo, SJ= Extracto de propdleo de San Jerénimo Tecoalt

El contenido de flavonoides fue de 3,675.1 a 20,595.7 mgEQ/100 g (Cuadro 7), se encontré diferencia
significativa (p<0.05) en todos los extractos. EI mayor contenido lo present6 el extracto (T) y el menor
contenido lo presento el extracto (SJ). En la actualidad se han reportado alrededor de 140 flavonoides:
flavonas, flavonoles, flavanonas, flavanonoles, isoflavonas, dihidroflavonoles, isodihidroflavonas, etc.,
estos representan cerca del 50% del peso de los prop6leos y estan relacionados directamente con la

actividad antimicrobiana (Kasote et al., 2022; Giampieri et al., 2022; Hossain et al., 2022). El contenido
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de flavonoides totales en propéleos de Portugal es de 4,390 a 6,790 mgEQ/100 g (Peixoto et al., 2022).
Ozdal et al. (2019) reportan valores de 3,073 a 29,175 mgEQ/100 g en muestras de propdleos de
diferentes regiones geogréaficas de Turquia, algunos resultados similares a los nuestros y en algunas
muestras superiores. Es importante enfatizar que los propdleos son ricos en compuestos bioactivos
siendo los polifenoles y flavonoides los més abundantes, el contenido y composicién depende de
diversos factores, tales como; vegetacion, tipo de floracion, especie de abejas, época del afio, zona

geografica y condiciones climaticas (Kasote et al., 2022; Mountford-McAuley et al., 2021).

La capacidad antioxidante (ABTS*) presento diferencia significativa (p<0.05) en los tres extractos (T,
SP y SJ), con valores de 8,694.3, 14,318.4 y 14,012.8 mg EAG/100 g respectivamente (Cuadro 7).
Para DPPH* los resultados fueron de 21,661.2, 19,836.8 y 21,635.5 mg EAG/100 g para los extractos
T, SP y SJ respectivamente (Tabla 7). Los resultados para DPPH* son superiores a los de ABTS*,
esto podria deberse principalmente a la composicion fitoquimica de los propoleos, a la solubilidad de
los compuestos quimicos y polaridad de los solventes utilizados (Hossain et al., 2022). Okirczyc et al.
(2021) reportan una actividad antioxidante (DPPH*) maxima de 6447 mg EAG/100 g en propdleos
provenientes de Euro-Asia, estos autores enfatizan que los flavonoides no estan directamente
relacionados con esta propiedad, sin embargo, nuestros resultados pueden estar los compuestos
fendlicos (fenoles totales, flavonoides y entre otros fendlicos no flavonoides). Rivero-Cruz et al. (2020)
refieren que México es un pais megadiverso, por lo tanto, produce una gran variedad de propdleos,
sin embargo, hace falta realizar estudios que validen o corroboren sus propiedades funcionales. Los
propoleos de México son una fuente importante de compuestos bioactivos con excelente actividad

antioxidante (Hernandez et al., 2018).

7.6. Caracterizacion y estabilidad de emulsiones

7.6.1 Eficiencia de emulsion

Con base a la cuantificacion de fenoles totales, la eficiencia de las emulsiones, con 5 % de extractos

de propoleos, fue del 87.8 % para la emulsion con propéleos de Teotitlan de Flores Magon (ET), del

94.3 % para la emulsién con propéleos de San Pedro Ocopetatillo (ESPT) y del 97.8 % de eficiencia
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para la emulsién con propéleos de San Jerénimo Tecoalt (ESJ), estos resultados evidencian una
excelente eficiencia al momento de elaborar las emulsiones. Actualmente, hay poca o nula informacion
cientifica relacionada con la elaboracién de emulsiones de propdleos similares a nuestras
formulaciones. Seibert et al. (2019) reportan nanoemulsiones con el 1 % de extracto propdleos y 5%
de aceite de maiz, en nuestras formulaciones utilizamos 5 % de extracto de propdleo y 5 % de aceite
esencial de naranja, cabe hacer mencién que estos autores no analizaron la eficiencia de emulsién.
Las emulsiones dobles de propoleos, con etilcelulosa presenta una eficiencia de emulsion del 80.3 %
(Paulo et al., 2021). Sin embargo, hay algunas publicaciones relacionadas con la encapsulacion y
nanoencapsulacion de propdleos, utilizando diferentes polimeros. Shakoury et al. (2022) reportan una
eficiencia de encapsulacion del 64.3 al 84 %, en nanoparticulas de prop6leos con proteina de suero.
Durante el proceso de encapsulado de propdleo rojo de Brasil, la temperatura de secado, disminuyo
un 37 % el contenido de fenoles totales, por lo tanto, se obtuvo una eficiencia maxima de
encapsulacién del 63 % (Saliba et al., 2023). Ligarda-Samanez et al. (2023) reportan baja eficiencia
de encapsulacion (20.93 al 58.64 %), cuando se utiliza maltodextrinas, goma tara y almidon nativo
modificado de papa, como material de pared, en encapsulacion por secado por aspersion. Por otra
parte, la utilizacién de proteina de arroz y chicharo, presentan excelente eficiencia en la elaboracion
de nanoencapsulados con propoleos (90.2 y 89.25 % respectivamente), estos resultados son muy

similares a los nuestros (Jansen-Alves et al., 2018).

7.6.2 Tamaiio de particula

En la figura 10, se muestran los resultados del tamafio de gota de emulsiones que contiene 5 % de
extracto de propdleo proveniente de tres municipios de la cafiada oaxaquefia. El tamafio de gota oscilo
entre los 322.5 a 463.9 nm, por esta razén no podemos definirlas como nanoemulsiones (se le conoce
como nanoemulsion a las dispersiones, monodispersas con un tamafo de gota entre 20 a 200 nm)
Seibert et al. (2019) reportan tamafios de gota menos a 65.2 nm en emulsiones de propoleos,
utilizando aceite de maiz y 1% de extracto de propdleo. Ligarda-Samanez et al. (2023) reportan un
tamario de particula maximo de 430.8 nm en microencapsulados de propéleos con una mezcla de
maltodextrinas, gomas tara y almidén modificado de papa. El uso de ovoalbumina como material de

pared, genera microcapsulas de 6.72 a 6.87 um, estos valores son superiores a los nuestros (Jansen-
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Alves et al., 2023). Datos similares son reportando por Baysan et al. (2021) (1.42 a 52.75 um,
utilizando una mezcla de carbohidratos y proteinas) enfatizan que el material de pared juega un papel
importante en el tamafio de particula, asi como las condiciones de secado de las microcapsulas de
propoleos. Por otra parte, Paulo et al. (2021) menciona que la cantidad de extracto de propéleo no se
relaciona con el tamafio de particula, sin embargo, las condiciones de elaboracion de las emulsiones
(Tipo de emulsificantes, tiempo de emulsion, velocidad de emulsion, tiempo y velocidad de

evaporacion del solvente, tipo de solvente, etc.) influyen directamente (Syukri et al., 2021).
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Figura 10. Estabilidad del tamafio de gota (nm) de emulsiones con extracto de propdleos, durante su

almacenamiento durante 77 dias a 4 °C.
7.6.3 Potencial Zeta

En la figura 11, se presentan los resultados del potencial Z de las emulsiones que contiene 5% de

extracto de propéleo proveniente de tres municipios de la cafiada oaxaquefia. Al final del
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almacenamiento no hubo diferencia significativa (p<0.05) respecto el potencial Z, los valores para el
Control, ET, ESP y ESJ fueron de -31.5, -31.0, -28.2 y -29.6 mV respectivamente. Se considera que
una emulsion es estable, siempre y cuando su potencial Z sea superior a + 30 mV (Syukri et al., 2021;
Seibert et al., 2019), los autores, reportan valores de -11.53 a -12.77 mV, dichos valores reflejan baja
estabilidad de sus emulsiones. Con base al potencial Z (-27.2 a -38.7 mV) las microcapsulas de
propoleo, con maltodextrinas, goma tara y almidén modificado, se consideran de estabilidad media
(Ligarda-Samanez et al., 2023). Sin embargo, Shakoury et al. (2022) consideran que las nanocapsulas
de propoleo con proteina de suero soy mas estables con valores de +27.5 a -24.61 mV. Valores bajos
de potencial Z (-6.16 a 0.42 mV) en microencapsulados de prop6leo utilizando proteinas como material
de proteccion, puede atribuirse a la deficiente formacién de enlaces cruzados, debido a la deficiente
desnaturalizacién de las proteinas durante el proceso de encapsulado (Baysan et al., 2021). Por lo
tanto, podemos afirmar que estas emulsiones presentan buena estabilidad durante 77 dias de

almacenamiento a 4°C.
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Figura 11. Potencial Z (mV) de emulsiones con extracto de propéleos, durante su almacenamiento
durante 77 dias a 4 °C.
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7.6.4 Conductividad eléctrica

En la figura 12, se muestran los resultados de la conductividad eléctrica de emulsiones que contiene
5% de extracto de propoleo proveniente de tres municipios de la cafiada oaxaquefia. El control al dia
0 tuvo una conductividad eléctrica de 22.7 y al final del almacenamiento fue de 30.6 uS/cm, la emulsidn
ET de 23.7 a 28.4 uS/cm, ESP de 22.4 a 28.9 uS/cm y ESJ 31.63 a 39.4 uS/cm. Se observa que
conforme pasan los dias de almacenamiento hay un incremento en la conductividad eléctrica. Seibert
et al. (2019) reporta valores de conductividad eléctrica de 36.47 pS/cm en nanoemulsiones de

propdleos al 1 %.
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Figura 12. Conductividad eléctrica (uS/cm) de emulsiones con extracto de propdleos, durante su

almacenamiento durante 77 dias a 4 °C.
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7.7 Comportamiento de compuestos bioactivos durante la digestion in vitro de las emulsiones

7.7.1 Fenoles totales

En la tabla 8, se presentan los resultados del contenido de fenoles totales durante la digestion in vitro
simulada de las emulsiones con 5 % de extractos de propoleos, desde el dia 0 a los 77 dias de
almacenamiento a 4 °C. Durante la fase gastrica (GP) el contenido de fenoles totales al dia cero fue
de 1,488.7 a 1,531.8 mg GAE/100 g, no se encontrd diferencia significativa (p>0.05) entre las
emulsiones con 5% de extracto de propoleos, a los 77 dias de almacenamiento a 4 °C el contenido
de fenoles totales fue de 1,310.3 a 1,428.7 mg GAE/100 g tampoco se encontro diferencia significativa
(p>0.05) estos resultados indican que el contenido de fenoles totales no se vio afectado por las
condiciones gastricas. Durante la fase intestinal (Pl) al dia 0, se aprecia un incremento en el contenido
de fenoles totales (1,509.3 a 1,769.9 mg GAE/100 g), sin embargo, se encontré diferencia significativa
(p<0.05). Un comportamiento similar se observé al dia 77 de almacenamiento a 4 °C, donde el
contenido de fenoles totales fue de 1,566.3 a 1,815.1 mg GAE/100 g. La digestion in vitro simulada es
considerado un ensayo de modelo Util para conocer el comportamiento durante la digestion in vitro
humana, a pesar que pueden influir otros factores (Ozdal et al., 2019). Las condiciones
gastrointestinales tales como el pH'y el contenido de enzimas, pueden reaccionar con los compuestos
fendlicos, provocando una disminucion asociada a la isomerizacion e hidrolisis de los compuestos
(Saliba et al., 2023). Las emulsiones aceite-agua empleadas en la proteccion de extractos liposolubles,
presentan mejor biodisponibilidad, debido a la alta solubilidad de estos compuestos (Lara-Abia et al.,
2023). Turkut et al. (2019) reportan una disminucion del 87 al 91 % de disminucion de los compuestos
fendlicos en extractos de propoleos durante la digestion gastrointestinal. Jansen-Alves et al. (2023)
reportan una reduccion de compuestos fendlicos durante la fase géastrica de microcapsulas con
extractos de propoleos, esto posiblemente por el ataque enzimatico que sufren las proteinas utilizadas
como material de pared. La biodisponibilidad de compuestos fendlicos en nanocapsulas con extracto
de propdleo rojo de Brasil, se vio afectada entre un 45 al 80 % durante la digestion in vitro (Alencar et
al., 2023). Por lo antes mencionado, podemos afirmar que la emulsion ayuda a proteger a los

compuestos bioactivos y por consiguiente mejor biodisponibilidad de los compuestos.
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Tabla 8. Contenido de fenoles totales y flavonoides totales durante la digestion in vitro simulada de

emulsiones con extractos de propoleos.
Trat. Fenoles mg GAE/100 g Flavonoides mg QE/100 g

Dia 0 Dia 77 Dia 0 Dia 77
GPET 1488.73 + 37.42a0A 1428.76 + 17.0520A 1196.14 + 35.10%8 1107.45 + 32.508
GPESP 1531.83 + 18.73a0A 1409.04 + 108.3220A 263.20 + 3.95bcdB 243.68 + 3.66bcB
GPESJ 1512.65 + 17.29a0A 1310.39 + 724207 215.96 + 3.04cdB 199.95 + 2,824
PIET 1650.41 + 122.13a0A 1599.67 + 25.662A 926.91 + 85.92abcB 979.99 + 90.84a0B
PIESP 1769.99 + 10.612A 1815.72 + 11.3227 252.76 + 1.87bcdB 320.68 + 2.37bcdB
PIESJ 1509.35 + 39.77abA 1566.33 + 54.81a0A 165.53 + 5.6048 218.77 + 7.39cdB
Diferentes letras mindsculas en las columnas representan una diferencia significativa (p<0.05) con una comparacién de
medias por la prueba de Tukey. Diferentes letras mayusculas en las filas representan una diferencia significativa (p<0.05)
con una comparacién de medias por la prueba de Tukey. GPET = Fase gastrica emulsion con extracto de propéleo de
Teotitlan de Flores Magén, GPESP = Fase géastrica emulsidn con extracto de prop6leo de San Pedro Ocopetatillo, GPESJ
= Fase gastrica emulsion con extracto de propéleo de San Jerénimo Tecoalt, PIET = Fase intestinal emulsién con extracto
de propoleo de Teotitlan de Flores Magon, PIESP = Fase intestinal emulsion con extracto de propdleo de San Pedro
Ocopetatillo, PIESJ = Fase intestinal emulsion con extracto de propéleo de San Jeronimo Tecoalt.

7.7.2 Flavonoides totales

El contenido de flavonoides totales en las emulsiones al dia 0, después de la digestion gastrica fue de
215.9 2 1,196.1 mg QE/100 g de emulsiones con 5 % de extracto de prop6leos, presentando diferencia
significativa (p<0.05) en las emulsiones ET con ESP y ESJ (Tabla 8), esto debido principalmente por
la composicion y lugar de procedencia de los propdleos. A los 77 dias de almacenamiento a 4 °C el
contenido de flavonoides totales durante la fase gastrica (GP), no se encontro diferencia significativa
(p>0.05) entre el dia 0 y al final del tiempo de almacenamiento, en este caso, se puede decir que los
flavonoides no se ven afectados por las condiciones gastricas, asi como el tiempo de almacenamiento.
Wojtunik-Kulesza et al. (2020) refieren que durante la accién enzimaticas intestinal, podria haber un
incremente de los compuestos bioactivos. Durante la fase intestinal (PI) en el dia 0, se aprecia un
comportamiento similar al de los fenoles totales, con una pequefia disminucion del contenido de
flavonoides totales. La emulsion ESJ presento el menor contenido (165.5 mg QE/100 g), ademas
presentd diferencia significativa (p<0.05) con ET y ESP. Al final del almacenamiento (77 dias a 4 °C)
no hubo diferencia significativa con los valores de la fase géstrica, esto podria indicarnos que las
condiciones intestinales no afectan a los flavonoides de las emulsiones que contienen 5% de extracto
de propoleos, provenientes de tres municipios de la cafiada oaxaquefia. Al final de la digestion

gastrointestinal se incrementd del 15 al 17 % la bioaccesibilidad de los flavonoides presentes en
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propoleos rojo de Brasil nanoencéapsulados (Alencar et al., 2023). Ozdal et al. (2019) reportan un
aumento en el contenido de flavonoides totales en extractos de propoleos al final de la digestion
intestinal. Por otra parte, Yesiltas et al. (2014) mencionan que después de la digestion gastrointestinal
de extractos de propéleos, la bioaccesibilidad de los flavonoides totales se reduce hasta 0.2 %. Por lo
antes mencionado, se deduce que las emulsiones realizadas cumplen con la funcién de proteger a los

flavonoides de las condiciones gastrointestinales hasta 77 dias de almacenamiento a 4 °C.

7.8 Actividad antioxidante durante la digestion in vitro de las emulsiones

Enlatabla 9, se presentan los resultados sobre la actividad antioxidante (ABTS* y DPPH*), durante la
digestion in vitro de emulsiones con 5 % de extracto de propoleos provenientes de tres municipios de
la cafiada oaxaquefia. Durante la fase gastrica se observé diferencia significativa (p<0.05) entre las
emulsiones, asociada principalmente al lugar de procedencia de los propoleos, la emulsién con menor
actividad antioxidante por el método ABTS* la presento la emulsion TGET con 407.8 + 6.4 mg GAE/100
g, ademas se observa que al final del almacenamiento (77 dias a 4 °C) no hubo diferencia significativa
(p<0.05) para cada una de las emulsiones, dicho comportamiento es similar al del contenido de fenoles
totales (Tabla 8). Por otra parte, la actividad antioxidante por el método DPPH* fue mayor que ABTS*,
por lo que no se encontro diferencia significativa (P<0.05) en ninguna de las emulsiones, en la fase
gastrica e intestinal, este comportamiento se present6 al dia 0 hasta los 77 dias de almacenamiento
a4 °C, por lo tanto se deduce que durante la digestidn in vitro simulada los compuestos responsables
de la actividad antioxidante no se ven afectados por las condiciones gastricas e intestinales, y que
durante este tiempo las emulsiones permanecen estables. La actividad antioxidante en extractos de
propdleo rojo de Brasil, microencapsulados disminuy6 significativamente durante la digestion
gastrointestinal simulada (Saliba et al., 2023), dichos resultados son muy similares a los reportado por
Alencar et al. (2023), en encapsulados con extracto de propdleo rojo de Brasil, con diferentes
materiales de pared. Por otra parte, Gomes et al. (2023) refieren que las microcapsulas con extracto
de propdleo rojo de Brasil (diferente material de pared y tres métodos de encapsulacion) presentan
buena biodisponibilidad y la actividad antioxidante (ABTS*) no se vio afectada después 108 dias de
almacenamiento. Es importante destacar, que existen pocas investigaciones relacionadas con la

estabilidad (tiempo de almacenamiento) de emulsiones con extractos de propéleos, asi como, su
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evaluacion de la actividad antioxidante durante la digestion in vitro simulada. Por lo antes mencionado,
se verifica que la actividad antioxidante de emulsiones con 5 % de extracto de propdleos proveniente
de tres municipios de la cafiada oaxaquefia permanecio estable hasta 77 dias de aimacenamiento a
4 °C.

Tabla 9. Actividad antioxidante durante la digestion in vitro simulada de emulsiones con extractos de

propdleos.
Trat. ABTS* mg GAE/100 ¢ DPPH* mg GAE/100 g
Dia 0 Dia 77 Dia 0 Dia 77

TGET 407.85 + 6.45bcA 367.72 + 26.42¢A 850.30 + 46.338 853.69 + 68.02:8
TGESP 610.49 + 14.55%A 570.86 + 19.6020A 703.75 + 42.55%8 706.69 + 64.778
TGESJ 704.98 + 14.682A 658.84 + 3.42aA 757.18 + 49.4048 740.61 + 68.0228

TIET 383.83 + 12.20¢A 435.62 + 3.820cA 1004.62 + 45.5328 873.49 + 74.73q8
TIESP 649.25 + 29.752A 560.51 + 25.33abA 685.21 + 23.33B 747.56 + 48.16%8
TIESJ 669.92 + 30.152A 570.40 + 151.84abA 831.53 + 29.4828 820.67 + 49.7428

Diferentes letras mindsculas en las columnas representan una diferencia significativa (P <0.05) con una comparacién de
medias por la prueba de Tukey. Diferentes letras mayusculas en las filas representan una diferencia significativa (P <0.05)
con una comparacion de medias por la prueba de Tukey. GPET = Fase gastrica emulsion con extracto de propéleo de
Teotitlén de Flores Magén, GPESP = Fase gastrica emulsion con extracto de propdleo de San Pedro Ocopetatillo, GPESJ
= Fase gastrica emulsion con extracto de propéleo de San Jerénimo Tecoalt, PIET = Fase intestinal emulsién con extracto
de propéleo de Teofitlan de Flores Magon, PIESP = Fase intestinal emulsion con extracto de propé6leo de San Pedro
Ocopetatillo, PIESJ = Fase intestinal emulsion con extracto de prop6leo de San Jeronimo Tecoalt.
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8. Conclusiones

El uso del ultrasonido en la elaboracion de extractos etandlicos de propéleos, puede ser una excelente

opcion, debido a que proporciona mejores rendimientos, e incrementa su actividad bioldgica.

La digestion in vitro, reduce considerablemente el contenido de compuestos bioactivos de los extractos
analizados; fenoles totales y flavonoides totales, por consiguiente, las propiedades funcionales

también se vieron afectadas: actividad antioxidante y actividad antimicrobiana.

En la actividad antimicrobiana los halos de inhibicion dependen principalmente de la concentracion y

el lugar de procedencia de los propdleos.

Los extractos de propdleos de los tres municipios de la cafiada oaxaquefia, obtenidos por ultrasonido
presentaron alto contenido de compuestos fendlicos (fenoles y flavonoides totales), asi como,

excelente actividad antioxidante.

Los resultados muestran que la composicion de compuestos bioactivos de los propdleos esta en

funcion del tipo de vegetacion, floracidn, zona geografica y factores climaticos.

Con base al contenido de fenoles totales, el proceso de emulsion fue excelente, con una eficiencia de
emulsion 87.8 al 97.8%. Por otra parte, durante el almacenamiento (77 dias a 4°C) las emulsiones
presentaron muy buena estabilidad respecto al tiempo, con un tamarfio de gota de 322.5 a 463.9 nm,

un potencial Zeta de -31.5, -31.0 a -28.2 mV y una conductividad eléctrica de 22.7 a 30.6 uS/cm.

Durante la digestion in vitro simulada de las emulsiones con 5% de extracto puro de propdleos, el
contenido de fenoles totales, flavonoides totales y la actividad antioxidante no present6 diferencia
significativa durante los 77 dias de almacenamiento a 4°C. Por lo tanto, el proceso de emulsion

cumplio la funcién de proteger a los compuestos bioactivos y por consiguiente su actividad bioldgica.
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Abstract The objective of this research was to determine the content of total phenols, total flavonoids,
and the antioxidant and antimicrobial activity of the ethanolic extracts of propolis cbtained by two
methodologies during in vitro digestion. Ethanolic extracts of propalis were obtained by ultrasound
and maceration and the yield and content of the bioactive compounds, as well as their antimicrobial
and antioxidant activity, were evaluated. Yields higher than those reported in other investigations
(71.6%) were obtained. The highest content of phenols and flavonoids in the ethanolic extracts
was 34,406.6 mg GAE/100 g in propolis from San Pedro, obtained by maceration (SP M), and
19,523.2 mg QE/ 100 g in propolis from Teotitlan, obtained by ultrasound (TU), respectively, being
higher than what is established in Mexican regulations. The antioxidant and antimicrobial activity of
the extracts was not affected by the method of obtaining. At the end of the in vitro digestion there was
an 80% loss of the phenolic content and a 90% loss of the Aavonoid content. Therefore, antioxidant
activity was affecied. On the other hand, ultrasound improves the obtaining of bioactive compounds.
In vitro digestion decreases the content of bioactive compounds; therefore, their functional properties
are affected. Thus, it is important to consider technologies that allow extracts to be protected from
in vitro digestion conditions.

Keywords: propolis; phenolic compounds; flavonoid; ultrasound; maceration; microbial inhibition

1. Introduction

The word propolis is derived from the Greek, “pro” meaning “at the entrance of”
and “polis” meaning “city”; it is a substance produced by bees in order to protect the
bee's larvae, honey stores and combs from microbial infections [1,2]. According to the
Mexican Official Standard [3], propolis is the natural product produced by the bees. It
consists of resinous substances collected and processed by forage bees from the vegetation
surrounding the apiary. With a resinous appearance, its color can vary depending on its
floral origin and range from red, reddish-yellow, dark-yellow, brownish-green, brown or
black, with a bitter and slightly spicy flavor Bees produce propolis to use it as a thermal
insulation material, sealing cracks present in the hive. This helps to control humidity and
temperature inside the hive, soften the internal walls and protect the hive against microbial
infections, as well as to mummify dead bees inside the hive [4].

Propolis is composed of 3% resins and vegetable balm, 30% beeswax, 5% pollen and
10% essential oils, among other organic compounds, mainly primary and secondary plant
metabolites, such as amino acids, vitamins, minerals, phenolic compounds, terpenoids,
tannins and alkaloids [5]. Nearly 300 chemical compounds have been identified. These
compounds are not necessarily present in all propolis, because their presence depends
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mainly on the botanical and geographical ongin, the species of bee and the harvest season,
as well as of various environmental factors [6-8]. In general, propolis contains flavonoids,
terpenes, phenols and their esters, sugars, alcohols, ketones, hydrocarbons, amino acids,
vitamins and minerals [7].

Since ancient times, propolis has been used in traditional medicine for the treatment
of various conditions in human and animal health. Today propolis is consumed in various
parts of the world, due to its health benefits, among which are antiseptics, antimicrobials
(antibacterial, antifungal, antiprotozoal and antiviral), spasmolytics, anti-inflammatories,
anesthetics, antioxidants, antidiabetic, antiulcer, antimutagenic, anticancer, immunomodu-
latory and antihepatotoxic, in addition, it is excellent for the treatment of skin burns and
oral health care [9-11]. Phenolic compounds are those mainly responsible for antioxidant
activity, due to their ability to capture free radicals with the formation of more stable
molecules [2]. Furthermore, flavonoids and phenolic acids exert a strong antimicrobial
activity [12-14]. For many years, tincture has been the traditional way to use propolis
(alcohol extraction); however, in order to obtain a pure propolis extract, various extraction
methodologies have been developed [4]. Ultrasound-assisted extraction is one of the most
promising methods due to extraction time, yield and profitability [15]. On the other hand,
ultrasound can be an excellent alternative for the decrystallization of honey, without affect-
ing quality parameters [16]. In addition to reducing the size of the crystals and the content
of products of the Maillard reaction, the honeys treated with the ultrasound increase the
content of bivactive compounds, consequently, an improvement in their functional prop-
erties, mainly due to the liberation of bicactive compounds from the crystallized honey
matrix [17].

The aim of the present investigation was to determine the content of phenols and
flavonoids and the antioxidant and antimicrobial activities of ethanolic extracts of propolis
obtained by ultrasound or maceration in a simulated in vitro digestion.

2. Materials and Methods
2.1. Propolis Sampies

Thive samples of propolis from hives Apis mellifera, from the Mazatec area belonging
to the Oaxaquefia Caflada were used: Teotitlin de Flores Magén (18707577 N, 97°0420" O),
San Jeronimo Tecdat! (18710007 N, 96755'00" O) and San Pedro Ocopetatillo (18712/00” N,
96°55'00" O), Oaxaca (Tabk 1). Propolis collection was performed with the support of the
following beekeeper organizations: “Miel Nectar Mazateco” and “Sociedad de Apicultores
de Eloxochitlan”. The samples were collected directly from the apiary, in hermetically
sealed containers protected from light, and stored at —30 “C until use,

Table 1. Origin and conditions for obtaining propolis extracts.

Sample Origin Treatment Time

TU Tectitlin de Flores Magon Ultrasound 30 min

™ Tectitlan de Flores Magon Maceration 17 days

SPU San Pedro Ocopetatilio Ultrasound 30 min

SPM San Pedro Ocopetatillo Maceration 17 days

sju San Jeranimo Tecoatl Ultrasound 30 min

SiM San Jeronimo Tecoat! Maceration 17 days
TU = Teotitlan de Flores Mﬂﬁ" Ultrasound; T M = Teotitlan de Rores Magion, Maceration; SP U = San Pedro
Ocopetatillo, Ultrasound; SP M = San Padro Ocopetatiflo, M ion; 5 U = Sen Jeronimo Tectat], Ultrasound;
SJ U = San Jerimime Tecoatl, Maatrati

2.2. Obtaining Extracts/Extraction Methods/Preparation of Extracts

The extracts were obtained / prepared according to Osés et al. [18], with some modifi-
cations. Frozen propolis (—30 7C) was ground with the help of a mill (Jiawanshun, Model
HC-2000Y, China). From the powdered propolis 6 treatments were prepared (Table 1). In all
treatments, the solvent used was 85% ethanol, in a 1:30 9/ ratio, at a temperature of 20 °C.
Ultrasounds were applied at a frequency of 42 klHz in an ultrasonic bath (Branson 3510,
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Mexico). The maceration was carried out with magnetic stirring at 200 rpm. Subsequently,
the extracts were centrifuged at 18,510 g for 15 min at 4 “C. The liquid extracts were
concentrated in a rotary evaporator at 40 °C (Biichi R-215, Switzerland). For the total
evaporation of the extraction medium, the extracts were placed in a vacuum oven at 40 °C.
The dry extracts were stored at 4 ”C, in glass containers protected against light, until use,

2.3. In Vitro Digestibility of Propolis Extracts

The in vitro simulation of the gastrointestinal digestion of the extracts was performed
according to Minekus et al. [19], with some modifications. Digestion was divided into two
stages: (a) Gastric phase; a solution of 20 mg/mL dry extract in 80% ethanol was prepared,
later this solution was diluted (1:5 0/v) with distilled water, and the solution adjusted to
pH 2 with 6 M HCI, 20 mL of gastric fluid (40,000 units of porcine pepsin in 0.3 M CaCl,
in 0.1 M HCI) were added, and the mixture was incubated in a water bath at 37 °C, with
agitation, for 120 min. (b) Intestinal phase, the pH was adjusted to 7 with 0.5 M NaHCO;,
then 10% pancreatic fluid was added (0.4 g of pancreatin and 2.5 g of bile salts in 100 ml.
of 0.1 M NaHCO3), the mixture was incubated in a water bath at 37 °C, with agitation,
for 120 min. Finally, the mixture was heated to boiling for 4 min in order to inactivate the
enzymes, Four samples were taken during the digestion: from the initial extract, at the
end of the gastric phase, at the end of the intestinal phase and after boiling. All samples
were centrifuged at 18,510 g for 10 min at 4 “C with a centrifuge (Hermle, Z 36 HK,
Gosheim, Germany) and they were later kept in refrigeration until analysis. Total phenols,
flavonoids, antioxidant activity with the reagent 2,2"-Azino-bis (3-thylbenzothiazoline-
6-sulfonic acid) (ABTS") and 2,2-Diphenyl}-1-picrylhydrazyl (DPPH") and antimicrobial
activity weme further determined.

2.4, Determination of Bioactive Compounds
2.4.1. Quantification of Total Phenolic Compounds

Phenols were quantified according to the Folin-Ciocalteu method described by
Rababah et al. [20], with some modifications: a dilution of propolis extract (1:1000 w/v) was
made using 85% ethanol, itwas homogenized until complete solubility using a Vortex, then
the extracts were centrifuged at 18,510 ¢ for 15 min at 4 °C (Hermle, Z 36 HK, Gosheim,
Germany). For this assay, 0.3 mL of the supernatant were taken in a st tube and mixed
with 1.5 mL of Folin-Ciocalteu 0.2 N reagent, incubated for 8 min at room ®mperature and
in the absence of light. Then 1.2 mL of 0.7 M NaCO; were added, they were homogenized
and incubated at room temperature for 120 min in the absence of light. Absorbance was
measured at 765 nm using a spectrophotometer (Jenway 6715, Ware, UK), against a water
blank. The total phenolic content was determined from a gallic acid standard curve (0 to
100 mg/L). The amount of total phenols was expressed as mg equivalents of gallic acid
(mg GAE/100 g propolis extract), according to the follow ing equation. All samples were
analyzed in triplicate.

Total phenolic compounds (mg GAE/100 g) = (GAC x V x DF x 100)/(weight of the sample (g))

where:
GAC = Gallic acid concentration from the standard curve (mg/mL);
V = Volume of sample (mL);
DF = Sample dilution factor.

2.4.2 Total Flavonoid Quantification

The total flavonoid content was determined according to the Dowd method adapted
by Arvouet-Grand et al. [21] with some modifications: a dilution of propolis extract (1:1000
w/v) was made using pure methanol, it was homogenized until complete solubility using
a Vortex, then the extracts were centrifuged at 18,510 g for 15 min at 4 °C (Hermle, Z
36 HK, Gosheim, Germany). A solution of 2% aluminum chloride (AICl3) in methanol
was prepared. For this assay, 2 mL of the supernatant with 2 mL of AICh were placed ina
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test tube, homogenized and left to stand at room temperature for 20 min in the absence of
light. The absorbance was measured at 415 nm in a spectrophotometer (Jenway 6715, Ware,
UK) using methanol as a blank. Quercetin was used for the elaboration of the standard
curve (0 to 100 mg/L). The total content of flavonoids was expressed in equivalent mg of
quercetin/ 100 g of propolis extract (mg QE/100 g of propolis extract), according to the
following equation. All samples were analyzed in triplicate.

Total flavonoids (mg QE/100 g) = (QC » V x DF x 100)/(weight of the sample (g))

where:
QC = Quercetin concentration from the standard curve (mg/mL);
V = Volume of sample (mL});
DF = Sampl dilution factor.

2.5. Antioxidant Activities
2.5.1. ABTS Free Radical Inhibition Activity

The antioxidant activity was determined using the chromogenic compound 2,2'-azino-
bis (3ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) according to Pimentel-Gonzalez et al [22],
A dilution of propolis extract (1:1000 @/7) was made using 85% ethanol, it was homog-
¢nized until complete solubility using a vortex, then the extracts were centrifuged at
18,510 x g for 15 min at 4 °C (Hermle, Z 36HK, Gosheim, Germany). Of 7 mM ABTS stock
solution (36 mg of ABTS reagent), 20 mL was prepared by adjusting to 10 mL with distilled
water and 10 mL of 245 mM potassium persulfate (5.83 mg of potassium persulfate in
10 mL of distilled water) was added. To generate the ABTS® free radicals, the mixture
was kept under magnetic stirring for 24 h in total darkness. Before starting the reading
of the samples, the ABTS™ reagent was standardized at an absorbance of 0.7 + (0.01 using
20%ethanol. An amount of 0.2 mL of the supernatant with 2 ml. of standardized ABTS”
was placed in a test tube, homogenized and left to stand at room temperature for 6 min
in the absence of light. The samples were read at 74 nm in a spectrophotometer (Jenway
6715). Gallic acid was used to prepare the standard curve (0 to 100 mg/L) and 20% ethanol
was used as a blank. Antioxidant activity was expressed as mg equivalents of gallic acid
in 100 g of extract, according to the following equation. All samples were analyzed in
triplicate.

Antioxidant activity (mg GA /100 g) = (CA x V x DF x 100)/ (Sample weight (g))

where:

CGA = Gallic acid concentration from the standard curve (mg/mlL);
V= Sample volume (mL);

DF = Sample dilution factor

2.5.2 DPPH Free Radical Inhibition Activity

The antioxidant activity of DPPH (radical 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) was deter-
mined according to Turkmen et al [23]. The propolis extract was diluted (1:1000 w/ v) using
methanol, homogenized until complete solubility using a vortex, then the extracts were
centrifuged at 18,510 g for 15 min at4 “C (Hermle, Z 36 HK, Gosheim, Germany ). One
hundred ml of a stock solution of 0.2 mM DPPH (7.9 mg of DPPH were dissolved and
adjusted to 100 mL with 80% methanol) was prepared to generate DPPH” free radicals, and
the mixture was kept under magnetic stirring for 2 h in total darkness. Before starting the
reading of the extracts, the DPPH" reagent was standardized to an absorbance of 0.7 £ (.01
using 80% methanol. Two and half mL of the standardized DPPH™ reagent was added to
0.5 mL of the supernatant, and they were incubated for 1 h in the absence of light. Samples
were read at 517 nm with a spectrophotometer (Jenway 6715, Ware, UK), and methanol
was used as a blank. The antioxidant activity was expressed as mg equivalents of gallic
acid in 100 g of extract, according to the following equation. All samples were analyzed in
triplicate.
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Antioxidant activity (mg GA /100 g) = (GA x V x DF x 100)/ (Sample weight (g))

where:

GA = Gallic acid concentration from the standard curve (mg/mlL);
V = Sample volume (mL);

DF = Sample dilution factor

2.6. Antimicrobial Activity of Propalis Extracts

Four microbial strains were used: Staphylococcus aureus (ATCC 13709), Escherichia coli
(ATCC 25922), Salmantella typhimurium (ATCC 43971) and Candida albicans (ATCC 1023). The
strains were activated in a tube with 10 mL of Miiller Hinton broth and incubated at 37 °C
for 24 h. This operation was performed a total of three times. Finally, the turbidity of the
microorganisms was standardized at (.5 on the McFarland scale (1 x 10® CFU/mL).

The antibacterial activity was determined by the agar diffusion technique per well [24].

One ml. of the microbial suspension adjusted to 0.5 in the McFarland scale was placed ina
Petri dish and 20 mL of Miiller-Hinton agar was added, the inoculum was homogenized
and allowed to solidify, then the wells were made with a sterile punch (5 mm). From the
pum extract, different dilutions (540 mg, 270 mg, 135 mg and 67.5 mg/mL) were prepared
using dimethyl sulfoxide (DMSO) as diluent Twenty-five pl. of each of the concentrations,
negative control (DMSO) and positive control (An antifungal-antibiotic solution (100x),
consisting of 10,000 units of penicillin, 10 mg of streptomycin and 25 ug of amphotericin

B per mL (Sigma-Aldrich Quimica, 5. de R.L. de C.V. A5955)) were placed in the wells.

The boxes were incubated at 37 °C for 24 h. All analyses were performed in triplicate. For
inhibitory activity, the diameter of the inhibition halos (mm) was measured with a vernier
calliper.

2.7. Analysis of Results

A completely randomized design was used. The results are expressed as the mean £
standard deviation. When ANOVA had significant differences (p < 0.05), Tukey's technique
of comparison of means was used. All analyses were performed using the Statgraphics

Centurion XV software version 16.1.11 (Stat Point Technologies, Inc., The Plains, VA, USA).

3. Results
3.1. Obtaining the Extracts
Performance/ Yield

In general, the extraction method did not influence the yield of the extracts; however,
the place of origin of the propolis does influence the yield. This could be due to the type of
vegetation in which the bees collect the propolis. On the other hand, very high yvields were
obtained, ranging from 63.84 to 71.59% (Figure 1). The propolis from San Jerénimo Tecoalt
was the one that presented the highest yield (71.34 to 71.54%), in addition there was no
significant difference (p < (.05) in the extraction method. On the other hand, the propolis
from San Pedro Ocopetatillo was the one with the lowest yield (63.84-66.05%), and, again,
the extraction method did not influence the yseld.

3.2. Behavior of Bioactive Compounds during In Vitro Digestion
3.21 Total Phenols

Table 2 shows the content of total phenols in the propolis extracts, as well as in the
different stages of in vitro digestion: gastric phase (GP), intestinal phase (IP) and intestinal
phase after boiling (IPB). In general, no significant differences (p < 0.05) were found in the
content of total phenols in the different propolis extracts and production methods. The
content of phenolic compounds was from 30,824.9 to 34,406.6 mg GAE/100 g. There was a
significant difference in the TU and TM propolis, with the ultrasound treatment having a
higher phenol content (33,433.3 mg GAE/100 g). However, the treatments SP U and SP M
and 5] U and S] M were not affected by the method of acquisition. Therefore, the use of
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ultrasound can be an excellent option for obtaining propolis extracts, reducing the time it
takes to acquire them.

100 1
990 +
80 +
70 -
60 4

Yiedd (%)

10 4

0
TU ™ SPU SPM sJu SIM
Figure 1. Yield in propolis extracts, from three places and two extraction methods. (T U = Teotitlan
de Flores Magon, Ultrasound; T M = Teotitlan de Flotes Magon, Maceration; SP U = San Pedro
Ocopetatillo, Ultrasound; SP M = San Pedro Ocopetatillo, Maceration; 5] U= San Jeronimo Tecoatl,
Ultrasound; S] U = San Jeronimo Tecoatl, Maceration).

Table 2 Behavior of total phenols during the in vitro digestion of different propolis extracts.

Total Phenolic Content (mg GAE100 g)
TU ™ SPU SPM SJU SIM

Ext 334333 £ 20390 316424 +11100%%F 35,3165+ 1784 344066 = 11670 312531 £ 23358 30,8249 + 526,628
GP 72626+ 189.9 RAC 7467 + 321180 69219 +87.5PA0 74767 + 583 BC 7475+ &S5 72918 £ 714 BEC
1 75728 + 245208 72458 = 881 A 7187.4 + 245204 73159 + 88.1 5eA 73743 = 123054 B9sd 455550
IPB 7738+ 157.9 ™ 74958 + 4204 *A 9385+ 202540 71804 + 000 74724 + &381% mme2 £ 72950

Different lowercase letters in the col S ep ¢ a significant difference (p < 0.05) with a comparison of
means using Tukey's st Ditferent capital Etkni in the rows represent a significant difference (p < 0L05) with a
comparison of means using Tukey's test. Ext = Extract, GP = Gastric Phase, 1P = Inwestinal Phase, IPB = Intestinal
Phase after Botling T U = Teotitlan de Flores Magon, Ultrasound; T™ = Teotitlan de Flores Magin, \(wmbun,
5P U= San Pedro Ocopetatillo, Ultrasound; SP M = San Pedro Ocopetatillo, M ion; 5] U = San |

Teohatl, Ultrasound; S} U= San Jeronimo Teodatl, Maceration

Phase

During in vitro digestion (GP), there was a decrease of around 80% in the content of
total phenols in all treatments, This could indicate that the acd pH or pepsin may directly
affect these compounds. However, in the next stage of digestion (IP and 1PB) the phenols
remained constant. The phenol content at the end of the digestion was from 6958.5 to
8208.2 mg GAE/100 g.

3.2.2 Total Flavonoids

The propolis extracts from TU (Teotitlan de Flores Magtn), presented the highest
content of flavonoids with a range of 18,107.7 to 19,523.2 mg QE/100 g, followed by
the extracts from SP (San Pedro Ocopetillo) with 3361.0 to 4152.3 mg QE/ 100 g and the
extracts with the lowest content were those from SJ (San Jerdnimo TecOalt) with 2859.8 to
3237.9 mg QE/100 g (Table 3). All the extracts obtained by ultrasound have the highest
content of flavonoids. In general, during in vitro digestion, the flavonoid content was
modified in each of the phases. At the end of the digestion, the treatments S] U and 5] M
were the most affected with a reduction greater than 98%, and TU and ™ presented a
reduction of 91.6%. Therefore, we can deduce that the digestion process negatively affects
the bivavailability of bivactive compounds (flavonoids) of propolis extracts, therefore its
functional properties could be affected.
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Table 3. Behavior of total flavonoids during the in vitro digestion of different propolis extracts.

Phase

Total Flavonoid Content (mg QE/100 g)

TU

™ SPU SPM SJjuU SIM

Ext
GP

1P
IPB

19,5232 + 0.0 oF
11704 + 004
13452 + 395
16287 + 11.4PA

18,1077 £ 10880 41523 +46.1%C  3361.0+39598 32370+ 8248 28508 £ 824
1258.3 + 57.8 A 7418+ 32908 6704 2955  34064251% 4121 +£494%
1325.4 + 3954 553.9 + 0.0 % 1846 +3029° 2067 +00% 4879+ 114
14968 4 11.4 58 380.0 + 11.49€ 2067 + 0,09 593+ 00F 19.7 + 0.0<F

Dafferent lowercase letters in the columns represent a significant difference (p < (105) with a comparison of
means using Tukey's ®st. Different capital ketters in the rows mpresent a significant difference (p < 0.05) with a
comparison of means using Tukey's test. Ext = Extract, GP = Gastric Phase, IP = Intestinal Phase, IPB = Intestinal
Phase after Boiling T U = Teotitlan de Flores Magon, Ultrasound; T™ = Teotitlan de Flores Magon, Mactration;
SP U= San Pedro Ocopetatillo, Ultrasound; SP M = San Pedro Ocopetatilio, M ion; S| U = San Jerémi
Tecdat!, Ultrasound; S| U= San Jertnimo Tectet], Maceratio.

3.3. Antioxidant Activity during In Vitro Digestion

The antioxidant capacity (ABTS) of the extracts was higher in the extracts obtained
by maceration, with the exception of the S] U and S] M treatments, where there is no
significant difference (p < 0.05) due to the extraction method (Table 4). However, during
in vitro digestion in the gastric phase, all extracts showed a decrease in antioxidant activity:
TU 86%, T™M 89%, SP U 92%, SP M 93%, S] U 91% and SJ M 91%. This could indicate that
the gastric conditions cause some type of hydrolysis or reaction with other compounds
that affects the antioxidant capacity. At the end of the intestinal phase, an increase in
antioxidant capacity is seen in all treatments, with some of them showing a significant
difference (p < 0.05). In gereral, the antioxidant capacity by DPPH is greater than the
antioxidant capacity by ABTS. In the gastric phase there was an increase in the antioxidant
capacity by DPPH of close to 50%, probably due to the hydrolysis of larger phenolic
compounds, forming some smaller ones. However, at the end of the intestinal phase there
was again a reduction in antioxidant capacity, which could affect the functional properties
of the propolis extracts,

Table 4 Antioxidant activity of propolis extracts and their behavior during in vitro digestion.

Phase

ABTS img GAE1M g)

TU

™ SPU SPM SjuU SiM

Ext
GP

83332 4 3557 *A
11334 4 2041 A
3977.3 4 607.6 M
38210 4+ 2155 BAR

10,7938 -+ 3327 *F 14,60.7 + 5780% 16,5302 + 8 230 13,1803 + 9338°C 13,0024 4 5336
11520 = 46284 11260 + 1698 11001 4 222384 11001 & 110194 10927 + 128394
797 4+ FT7EN 20924 < 31002 PAR 2874 4+ 206455 26993 4+ 2358.4 <5 38560 + 8767 A
38120 4 LF232HAR 309962 4 1347 bBC 36628 + 77.80A 40546 + 4732 0% 41579 4 1780 %

DPPH antioxidant activity (mg GAF 100 g)

Ext
GP

irs

20706.4 + 648884
35,817.7 + 14388 2AR
140719 & 4360°A
18138 + 15720 %A

18,5838 4 12237 ™ 15,3155 4 209584 13,3683 + 5430 % 17,133 + 83058 167735 + 0%

20,5548 £ 26514 293004 43BEX  BASKE L 17744N 87770 £ 13618 325503 L 16484 K
33834 + 008 12034 + §20C 14940 = 261.7C 23661 4 7.6 5C 26567 + 6660 5
3604 £ 25104 7964 4 6660 12324 + 2517 °A 26858 = 17440 11842 & 755294

Different lowercase letters in the columns represent a significant difference (p < 0.05) with a comparison of
means using Tukey's st Different capital ketters in the rows mpresent a significant difference (p < 0.05) with a
comparison of means using Tukey’s test. Ext = Extract, GP = Gastric Phase, 1P = Intestinal Phase, IPB = Intestinal
Phase after Boiling T U = Teotitlan de Flores Magon, Ultrasound; TM = Teotitlan de Flores Magim, Maceration;
SP U = San Pedro Ocopetatillo, Ultrasound; SP M = San Pedro Ocopetatillo, M ion; S| U = San Jeromi
Teodatl, Ultrasound; S| U = San Jerimimo Tecdet], Maceration

3.4, Antimicrobial Activity

Figure 2 shows the antimicrobial activity of the six propolis extracts obtained by
ultrasound and maceration against four pathogenic strains. It should be mentioned that
the antimicrobial activity was evaluated in the extracts before and at the end of in vitro
digestion. However, no treatment at the end of the simulated in vitro digestion showed
inhibitory activity. On the other hand, the higher the concentration of extract, the greater
the halos of inhibition. The inhibitory activity is a function of the components of the extract,
the place of origin of the propolis and in some cases of the extraction method. The SP U
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and SP M treatments did not present activity against S. aureus. The greatest inhibition for
S. aureus was the S] U treatment. In this case, the ultrasound (S] U) treatment was better
than the maceration (S] M). All treatments presented inhibitory activity for C. albicans. In
addition, this strain was the one that presented the highest inhibition halos; therefore, we
consider that these extracts could be an excellent source of bivactive compounds in the
preparation of formulations for control of urogenital infections. Regarding E. coli, the TU
and TM treatments presented the highest inhibitory activities, followed by the S] U and 5]
M treatments. It is worth mentioning that these treatments did not present inhibition halos
at concentrations lower than 270 and 135 mg/ml, respectively, being abk to be considered
as the minimum inhibitory concentration. In addition, the SP U and SP M treatments did
not present inhibition halos at any of the concentrations evaluated. For S. typhimurium,
all the extracts presented halos of inhibition, the largest being the extracts obtained by
maceration. Finally, we consider that the analysed propolis can be used in traditional
medicine for the treatment of various health conditions,

13 W5V gl S0 egm @18 mon @7 Sagm @0mnl. @I0mgirl. @Sy @E.Smgivl
B)

Hae of nngmen jon)
Haldos of irhebdon (o)

™ §PU SPM B SiM

" BROmowl @Dl @iFHrgnl @675 manl @0 nginl BTTmgrl BI3Emoirl BET 5 ey
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Walos of ishibtien (o |

Hlos of bediblion (roee|

-

T ™ sFU PN su SIM ™ ™ U "N ) RN
Figure 2 Inhibitory activity of propolis extracts against different microbial strains. (A) Staphylococ-
us awreus {ATCC 13709), (B) Candida albicans (ATCC 1023), (C) Esdreridhia cali (ATCC 25922) and
(D) Salmenella typhsmuriem (ATCC 43971).

4. Discussion

In general, raw propolis is not used in the preparation of food or medicine due to
its composition. Extracts are its most common form, and it is important to consider that
the performance of the extracts is variable due to different factors, such as the extraction
method (maceration, Soxhlet, ultrasound-assisted extraction, microwave-assisted extrac-
tion, supercritical fluids with CO; and high pressure), the nature of the solvent (according
to its polarity; low, medium or high), ratio or proportion of solvent and time and tempera-
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ture of extraction [4,15]. Our extracts presented a yield of 63.8 to 71.5%, being higher than
the 2.57 to 22.67% [25] and 18.2% [26] of various propolis simples.

According to the Official Mexican Standard, propolis marketed in Mexico must have a
minimum of 5000 mg EGA /100 g of phenolic compounds [3]. The propolis analysed had a
total phenol content of 30,824.9 to 34,406.6 mg EGA /100 g, thus complying with Mexican
regulations. In addition, these results are higher than those reported in ethanolic extracts of
propolis from China (8934.3 to 20,178.6 mg EGA/100 g). These extracts were obtained with
ultrasounds, and the difference in the content of total phenols could be related to the type
of vegetation from which the bees collected the propolis and the collection season, as well
as various environmental factors [27,25]. Ethanolic extracts (70%) of propolis from Turkey
have a very variable total phenol content, ranging from 2748 to 19,970 mg EGA /100 g. The
authors mention that this variability is associated with the geographical origin of the propo-
lis. In addition, these values are lower than ours [29]. On the other hand, aqueous extracts
of propolis from Algeria have a total phenol content of 9688.3 to 45,883.3 mg EGA /100 g,
the variation was mainly due to the place of origin of the propolis [30]. On the other hand,
there are various methods for the purification of extracts, which can influence the content of
bivactive compounds. In the elaboration of propolis extracts from Greece, four purification
methods were used, obtaining a total phenol content of 11,385 to 29,811 mg EGA /100 g,
centrifugation being the most effective method [31]. The total phenolic content in ethano-
lic extracts of propolis from Turkey was 25,000 mg EGA/100 g. However, at the end of
in vitro digestion only 8.9% were bioavailable. It should be noted that in vitro digestion
was performed in crude propolis [29], thus the low bicavailability of phenols could be due
to acid conditions and possible isomerization reactions of the phenolic compounds during
the digestion process [32]. The bioavailability of our extracts at the end of digestion was
20.88 t0 26.62%.

The range of total flavonoids in our extracts was from 2859 to 19,523 mg EQ/100 g
of propolis. These results are higher than those proposed by the Mexican regulations
(min. 300 mg EQ/100 g). Various investigations report a total flavonoid content of 3823 to
4745 mg EQ/100 g [31]; 3047 to 527.3 mg EQ/ 100 g [30]; 16,622 to 51,977 mg EQ/100 g [27];
1100 to 15,000 mg EQ/ 100 g [7]; 4946.5 mg EQ/100 g [33]; and 35,758 mg EQ/100 g [26]. As
we can see, the flavonoids” content is highly variable; therefore, biological activity could
vary. As mentioned above, the composition of phenolic compounds (flavonoids) depends
on factors, such as floral and geographical origin. However, for the biological properties of
the extracts to be preserved, it is important to assess the bicavailability at the end of the
digestion. The bicavailability of total flavonoids from our extracts at the end of in vitro
digestion ranged from (.68 to 9.36%. Therefore, it is important to look for alternatives for
the protection of bivactive compounds during gastrointestinal conditions,

The propolis extracts presented strong antioxidant activity, using the ABTS and DPPH
methods, ranging from 8333.2 to 16,530.2 and 13,368.3 to 20,706.4 mg EGA /100 g, respec-
tively. We can observe that the antioxidant activity is directly related to the content of
phenolic compounds (Tables 2 and 3), and the significant difference (p < 0.05) that the
extracts present is mainly due to the place of collection of the propolis [8] and, in some cases,
to the method of obtaining. On the other hand, the antioxidant activity of propolis extracts
can be increased using various purification methods, centrifugation being one of the most
effective [31). Around the world there are several investigations on the biological properties
and characterization of bivactive compounds in propolis extracts with very promising
results. The extracts obtained by the ultrasound-assisted method have better biological
properties than the extracts obtained by traditional methods [27,34], which is why, in recent
years, it has become the most popular method in the areas of medicine, biochemistry, food
industry, among others [35]. On the other hand, ethanol is the best extraction solvent for
obtaining propolis extracts by ultrasounds [36]. During in vitro digestion, the antioxidant
activity by both the ABTS and DPPH methods was significantly affected, as was the content
of phenolic compounds (total phenols and flavonoids). At the end of the digestion there
was a decrease in antioxidant activity from 77.83% for ABTS and from 98.09% for DPPH.
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As we have been able to observe, the antimicrobial activity of the evaluated extracts is
variable, and its effect depends mainly on the place of origin rather than on the extraction
method. It has been proposed that the antimicrobial activity of propolis extracts acts in
two ways: (1) Direct effect on the microorganism, affecting the permeability of the cell
membrane, cell membrane disruption, decreased ATP production and decreased mobility
and (2) the stimulation of the immune system, activating the body’s natural defenses [7,37].
There are various works available on the antimicrobial activity of propolis. These investiga-
tions vary according to the type of microorganism to be evaluated (backria, molds, yeasts,
protozoa and viruses), extracion conditions (method, temperature, type of solvent, ratio or
proportion of solvent, etc.), as well as the place of origin of the propolis [38]. The extracts
obtained by ultrasounds have antimicrobial activity against the stramns of S. aureus, E. coli,
C. krusei, C. glocosporioides, M. mucedo and A. solmi, ultrasounds being an excellent means of
obtaining propolis extracts [39]. Propolis from Chile has antibacterial activity with strains
of S. mutans and also decreases the formation of biofilms [39]. Rivero et al. [40] mentions
that propolis from Guanajuato, Mexico, has an excellent antibacterial activity against oral
pathogens (S. mutans, S. oralis, S. sanguinis and P. gingivalis).

5. Conclusions

The use of ultrasound in the production of ethanolic extracts of propolis can be an
excellent option, since it provides better yields and inceases its biological activity. In vitro
digestion considerably reduces the content of bivactive compounds in the extracts analysed
total phenols and total flavonoids thus, the antioxidant activity and antimicrobial activity.
In what concerns the antimicrobial activity, the inhibition halos depend mainly on the
concentration and the place of origin of the propolis.
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