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RESUMEN

El propdleo es una sustancia resinosa producida por las abejas, su composicion
incluye una amplia variedad de compuestos bioactivos a los que se les atribuyen
diversas propiedades biolégicas, entre ellas la actividad antioxidante vy
antimicrobiana. Sin embargo, estudios afirman que el rendimiento de extraccion de
estos compuestos depende principalmente del origen botanico del propdleo, de las
condiciones de extraccion y del solvente utilizado. El objetivo de este estudio fue
evaluar las caracteristicas bioactivas y antimicrobianas del propoleo extraido
mediante diferentes métodos de extraccion. Los extractos de propdleo se
prepararon utilizando cuatro métodos de extraccion (convencional — maceracion
durante 15 dias, licuadora, ultraturrax y ultrasonido) y cuatro solventes (etanol al
95%, etanol al 70%, aceite de oliva y propilenglicol). Para cada extracto se cuantificd
el contenido de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu, flavonoides totales
por el método de cloruro de aluminio, actividad antioxidante por DPPH y actividad
antimicrobiana frente a Salmonella entérica sv enteritidis, Escherichia coli y
Staphylococcus aureus por difusidn en agar. Los datos obtenidos se analizaron
mediante un ANOVA y una prueba de Tuckey para establecer diferencias
significativas entre los métodos de extraccidn y solventes respecto a los parametros
evaluados. La extraccion con propilenglicol como solvente presentd mayor
contenido de compuestos fendlicos totales que el resto de los extractos con 35,3 +
7,8 mg GAE/g de propdleo. En cuanto al contenido de flavonoides, los extractos
obtenidos utilizando etanol al 95%, mediante los métodos de extraccion
convencional y licuadora fueron los que presentaron el mayor contenido de estos
compuestos con 132,0 £ 7,8 y 207,8 £ 21,6 mg (QE) extraidos/g de propdleo
respectivamente. La extraccion convencional con propilenglicol es la que presenta
la mejor actividad antioxidante con un IC50 de 15,0 £ 0,2. En cuanto a la actividad
antimicrobiana, los extractos con propilenglicol por ultrasonido y etanol al 95% por
licuadora mostraron la mayor capacidad antimicrobiana frente a Staphylococcus
aureus, con diametros de inhibicion de 2,7 + 06 mm y 2,8 + 0,4 mm,
respectivamente, sin diferencias estadisticamente significativas entre ellos. En el
caso de Salmonella entérica sv enteritidis, todos los extractos elaborados con
propilenglicol independientemente del método de extraccion, mostraron una
capacidad antimicrobiana significativa, sin diferencias entre si, lo que sugiere una
eficacia comparable. Frente a Escherichia coli, solo el extracto preparado con
propilenglicol mediante licuadora present6 actividad antimicrobiana significativa (0,5
1+ 0,4 mm). En conclusién, el propilenglicol se destaco como el solvente mas eficaz
para extraer compuestos fendlicos utilizando el método de extraccion convencional,
mientras que el etanol al 95% fue el mas efectivo para la obtencién de flavonoides
bajo el método de licuadora. Por otro lado, los extractos elaborados con etanol al
70% y métodos de alta energia (ultraturrax y ultrasonido) presentaron actividad
antioxidante comparable a la observada con propilenglicol. En cuanto a la actividad
antimicrobiana, los extractos obtenidos con propilenglicol y etanol al 95% mediante
licuadora mostraron mayor efectividad, especialmente frente a Staphylococcus
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aureus y Escherichia coli, 1o que resalta el potencial de este método como una
alternativa eficiente para la obtencion de extractos bioactivos.

Palabras Clave: Actividad Antimicrobiana, Flavonoides, Compuestos Fendlicos y
Eliminacion de Radicales.
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1. INTRODUCCION

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La apicultura se ha consolidado como una actividad productiva en crecimiento en
Colombia (Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, 2020), desempefiando un
papel crucial en la seguridad alimentaria y la sostenibilidad ambiental. La apicultura
no solo es esencial para la produccién de alimentos, sino que también se presenta
como una actividad sostenible que promueve el uso responsable de los recursos
naturales (Organizacién de las Naciones Unidas, 2024a).

En este contexto, es fundamental destacar el papel que tienen las abejas para
mantener la biodiversidad y la salud de los ecosistemas agricolas y forestales, su
actividad de polinizacion asegura la reproducciéon de una amplia variedad de
plantas, muchas de las cuales son cultivos alimentarios (Food and Agriculture
Organization of the United Nations, 2021). Al fomentar practicas apicolas
responsables, es posible preservar tanto a las abejas como los ecosistemas que
dependen de ellas, lo cual es esencial para el equilibrio ambiental y el desarrollo
sostenible (Cantu-Martinez, 2024; Sastoque Vargas, 2024). Las abejas son
esenciales para la polinizacion, lo que asegura la reproduccién de una amplia
variedad de cultivos alimentarios y mantiene la biodiversidad de los ecosistemas
agricolas y forestales. Sin embargo, a pesar de su relevancia, la apicultura enfrenta
desafios significativos que limitan su potencial de crecimiento y desarrollo
sostenible.

Dentro de esta actividad, ademas de proporcionar alimentos de alta calidad, como
la miel, la jalea real y el polen, también se generan otros productos valiosos como
la cera de abeja y el propdleo (Organizacion de las Naciones Unidas, 2022). El
propdleo, en particular, es un producto resinoso elaborado por las abejas a partir de
exudaciones vegetales para ser empleado como sellante en la construccién de las
colmenas. Su rica composicion quimica incluye acidos fendlicos y sus ésteres,
flavonoides, terpenos, aldehidos aromaticos, alcoholes, acidos grasos vy
aminoacidos, entre otros (Orian et al., 2020), lo que le confiere diversas propiedades
bioactivas, entre las que se destacan su capacidad de combatir algunas bacterias,
virus y hongos (Salamanca Grosso, 2017).

A pesar de su bajo volumen de produccion en comparacion con la miel, el interés
por el propdleo ha crecido debido a la creciente demanda de productos naturales y
saludables. Este producto puede emplearse en suplementos dietéticos, bebidas
funcionales, productos lacteos, entre otros (Cedefio Carpio, 2018; Lisbona
Gonzalez et al., 2020; Salamanca Grosso, 2017), reflejando un interés creciente en
alternativas saludables para la nutricion. Sin embargo, su uso y comercializacién
enfrenta diversos desafios, como la falta de estandarizacion en su recoleccion y
procesamiento (Salamanca Grosso, 2017).
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El aprovechamiento de los compuestos bioactivos presentes en el propdleo
presenta multiples retos debido a su naturaleza fisica. En primer lugar, el propéleo
tiene una consistencia resinosa, pegajosa y quebradiza, lo que dificulta tanto su
extraccion como su formulacion en productos alimenticios (Sancho Ortiz, 2019).
Estas caracteristicas pueden limitar su incorporacion en diferentes matrices
alimenticias, ya que su textura podria afectar la palatabilidad y, en consecuencia, la
aceptacion del producto final por parte de los consumidores (Hidalgo, 2021).
Ademas, el propoleo posee propiedades organolépticas muy particulares, con
sabores que van desde insipido hasta amargo o incluso picante, y aromas que
varian entre suaves e intensamente aromaticos, dependiendo de su origen
(Salamanca Grosso, 2017).

Estos factores son poco atractivos para los consumidores dificultando su empleo
directo como ingrediente funcional en alimentos. Por otra parte, la extraccion de los
compuestos bioactivos del propdleo mediante maceracion ha sido una de las formas
mas comunes de aprovechamiento del propdleo, y aunque este método ha sido
tradicionalmente utilizado, presenta limitaciones importantes, entre las que se
destaca el prolongado tiempo de extraccion (Rodriguez Pérez et al., 2020), lo que
puede derivar en un uso ineficiente de los recursos y un aumento de los costos de
produccion; ademas de que resulta complicado mantener condiciones Optimas
durante estos periodos prolongados. También, la consistencia del propoleo complica
la extraccion efectiva de sus componentes bioactivos, y esta condicion puede
provocar su degradacion, lo que limita tanto la recuperacién como la calidad de los
compuestos obtenidos (Oroian et al., 2020).

En los ultimos afos, se han implementado diversas aplicaciones tecnoldgicas
modernas para la extraccidon del propdleo, como la extraccidon con fluidos
supercriticos y la extraccion por ultrasonido, las cuales han demostrado ser mas
efectivas al reducir el tiempo de extraccion y mejorar los rendimientos de los
compuestos bioactivos. Estos métodos permiten un ahorro significativo de tiempo y
energia, ademas de ofrecer una buena selectividad de los compuestos deseados
(Kalkan Yildirim, 2022; Oroian et al., 2020). Sin embargo, estas técnicas requieren
tecnologias avanzadas que no son accesibles para todos los apicultores en la
actualidad. Resulta crucial desarrollar soluciones accesibles y sostenibles que
permitan a los apicultores mejorar la extraccidon del propéleo de manera eficiente y
economica. Esto no solo diversificaria sus ingresos, sino que también contribuiria a
una produccion mas sostenible y al aprovechamiento 6ptimo del propdleo en
diversas aplicaciones.

Considerando lo anteriormente expuesto, se plantea la siguiente pregunta de
investigacion: ;Qué métodos de extraccion son eficientes y accesibles para
asegurar el aprovechamiento de los compuestos bioactivos del propdleo,
considerando las limitaciones técnicas y econémicas que enfrentan los apicultores
en su implementacion?
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1.2 JUSTIFICACION

La apicultura se ha consolidado como una actividad esencial para la seguridad
alimentaria, proporcionando productos altamente nutritivos como miel, polen y jalea
real, ricos en micronutrientes vitales para la salud humana (Verde, 2014). Segun la
Organizacion de las Naciones Unidas (2016), las abejas desempenan un papel
crucial en la produccion agricola, beneficiando a aproximadamente 2 mil millones
de pequenios agricultores en todo el mundo, este apoyo no solo mejora el acceso a
alimentos, sino que también contribuye a la nutricion de una poblacion global en
constante crecimiento. Ademas, alrededor del 75% de los cultivos alimentarios
dependen de la polinizacion, subrayando la importancia de las abejas en la cadena
alimentaria (Merlos, 2023). En Colombia, se estima que hay alrededor de 3.000
apicultores y que la produccién de miel alcanzé las 3.838 toneladas en 2019, un
crecimiento del 14% respecto al afio anterior (Ministerio de Agricultura y Desarrollo
Rural, 2020).

En este sentido, otro de los productos obtenidos a través de la apicultura es el
propéleo. Su composicidon, propiedades sensoriales y actividad biolégica varian
dependiendo de la ubicacién geografica de las colmenas, esto se debe, a que las
abejas utilizan como materia prima los compuestos que producen las especies
vegetales del entorno en el que viven para elaborar este producto (Ministerio de
Agricultura y Desarrollo Rural, 2015). La cantidad de propéleo producido por una
colmena dependera de dos factores principales: La especie de abeja y la ubicacién,
Romero et al., (2023) afirman que las colmenas situadas en bosques o cerca de rios
contienen mas propdleo que las que se encuentran en zonas llanas, la cantidad
estimada de propdleo que se obtiene de una colmena al afio esta entre 150 y 300
gramos.

Por ello, la implementacion de métodos modernos de extraccion del propdleo podria
beneficiar a un numero considerable de personas dedicadas a esta actividad,
permitiendo no solo diversificar sus ingresos, sino también optimizar el
aprovechamiento de un recurso natural valioso. Dado el creciente interés por
productos naturales y saludables, tener procesos eficientes contribuiria a nivel
economico como en términos de sostenibilidad ecoldgica.

En Colombia, la promocion del uso del propdéleo mediante técnicas de
transformacién eficientes y escalables podria ofrecer una importante fuente de
ingresos para los apicultores, quienes actualmente dependen de la produccién de
la miel, y donde se generan al menos 9.000 empleos (Ministerio de Agricultura y
Desarrollo Rural, 2020). Diferentes estudios han demostrado que el desarrollo de
productos derivados del propdleo no solo diversifica la oferta apicola, sino que
también crea nuevas oportunidades en el mercado (Farieta Montenegro, 2024;
Rodriguez Pérez et al., 2020). Ademas, su aplicacion potencial en sectores como la
industria farmacéutica, cosmética y alimentaria esta respaldada por investigaciones
que demuestran las propiedades bioactivas del mismo (Salamanca Grosso & Osorio
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Tangarife, 2019), lo cual favorece a la transicion del propdleo de solo la investigacion
a su utilizacién para diferentes fines comerciales. De este modo, la implementacién
de estos procesos contribuiria tanto al crecimiento econémico del sector apicola
como a la innovacion de diversas areas industriales del pais (Goémez Valencia &
Vélez, 2022; Salamanca Grosso, 2017).

La Fundacion Universitaria Agraria de Colombia — Uniagraria, con su enfoque en la
sustentabilidad, el emprendimiento y el desarrollo regional, busca formar
profesionales comprometidos con el desarrollo integral del pais. Este enfoque es
particularmente relevante en el contexto de la apicultura, siendo una actividad
predominantemente rural en Colombia, por lo cual el desarrollo de este proyecto se
alinea con la identidad institucional de Uniagraria de contribuir al desarrollo
sostenible y al impulso de economias rurales ya que al fomentar la investigacion
aplicada no solo se aporta al desarrollo de la comunidad apicola, sino que también
se fortalece la conexion con el sector agroindustrial, promoviendo alternativas
innovadoras y naturales para la conservacion de los alimentos.

La promocion de la actividad apicola mediante un mejor aprovechamiento de los
recursos derivados, como el propdleo, contribuye significativamente a la seguridad
alimentaria y a la proteccién del medio ambiente en Colombia. Al optimizar el uso
de productos apicolas, se incrementa la diversidad de alimentos disponibles y se
potencian sus beneficios nutricionales y de conservacion (Organizacion de las
Naciones Unidas, 2024b). Ademas, la apicultura es esencial para la polinizacion de
cultivos, lo que mejora la productividad agricola y sostiene la biodiversidad
(Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural & Gobierno de Colombia, 2018). Por lo
tanto, el impulso a esta actividad no solo fortalece la economia rural, sino que
también apoya practicas agricolas sostenibles que son fundamentales para el
equilibrio ecologico y la resiliencia de los ecosistemas (Cantu-Martinez, 2024;
Sastoque Vargas, 2024).
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo General

Evaluar las caracteristicas bioactivas y antimicrobianas del propdleo extraido
mediante diferentes métodos de extraccion.

1.3.2 Objetivos Especificos

- Establecer la cinética de extraccidn convencional del propdleo empleando
diferentes solventes, para identificar el efecto del tiempo de extraccion sobre
el contenido de compuestos fendlicos totales.

- Determinar el efecto de diferentes solventes y métodos de extraccidén sobre
las caracteristicas bioactivas de los extractos de propdleo, para optimizar las
condiciones que potencian las propiedades en el producto final.

- Comparar el efecto antimicrobiano de los extractos de propdleo obtenidos
mediante diferentes métodos y solventes de extraccion frente a patdogenos
de origen alimentario Staphylococcus aureus, Escherichia coliy Salmonella
entérica sv enteritidis.
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2. MARCO REFERENCIAL

2.1 MARCO TEORICO - CONCEPTUAL

El propdleo es una sustancia resinosa y pegajosa, producida por las abejas a partir
de resinas naturales recolectadas de arboles y plantas, combinadas con ceras y
secreciones salivales (Salamanca Grosso, 2017). Este material se utiliza para sellar
y proteger la colmena actuando como agente antimicrobiano y antifungico que
ayuda a mantener la salud de la colmena (Pasupuleti et al., 2017).

El propdleo es de naturaleza compleja si se tiene en cuenta las multiples fuentes
botanicas del que ha sido elaborado (Salamanca Grosso, 2017). La composiciéon
quimica del propéleo es altamente variable, dependiendo de la flora disponible en
la zona biogeografica de la colmena. Entre los componentes quimicos que pueden
encontrarse en los propéleos se incluyen acido benzoico y sus derivados, derivados
de benzaldehido, alcohol cinamico, acido cinamico y sus derivados, hidrocarburos
alifaticos, azucares, vitaminas, alcoholes, cetonas, fenoles, compuestos
heterociclicos aromaticos, minerales y otros componentes (Gonzalez Montiel,
2023).

La variabilidad de su composicién también se refleja en el color, pues en la literatura
se han descrito colores como amarillo claro, marrén oscuro, verde oscuro, café
oscuro con tintes amarillos y sabores amargos, picantes e insipidos (Sosa Lépez et
al., 2017; Viloria B et al., 2012). Se han identificado mas de 300 compuestos
bioactivos en el propdleo (Betances Salcedo, 2018; Salamanca Grosso, 2017), a
continuacion, se describen algunos de los mas relevantes:

e Flavonoides

Se han identificado mas de 150 flavonoides en el propdleo, lo que lo convierte
en uno de sus principales grupos de componentes, el cual ademas esta
estrechamente relacionado con sus propiedades farmacoldgicas (Gonzalez
Montiel, 2023). Estos compuestos destacan por su capacidad para eliminar
radicales libres y ejercer un efecto protector frente a la oxidacion de lipidos y la
vitamina C, ademas de poseer propiedades antimicrobianas, antiinflamatorias,
anticancerigenas, entre otras (Hernandez Zarate et al., 2017). Dentro de los
diferentes grupos de flavonoides presentes en el propdleo se incluyen flavonas,
flavonoles, flavanonas, flavononoles, flavandioles, asi como otros compuestos
relacionados como isoflavonoides, neoflavonoides, antocianinas, auronas,
chalconas y dihidrochalconas (Salamanca Grosso, 2017). Las flavanonas son
particularmente relevantes, ya que han sido detectadas en mas de 40 tipos de
propéleo en distintas regiones del mundo (Gonzalez Montiel, 2023). Aunque las
flavonas y flavonoles también son comunes en el propéleo, su concentracion
suele ser menor en comparacion con las flavanonas (Gonzalez Montiel, 2023).
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e Terpenos

Los terpenos son compuestos volatiles que constituyen aproximadamente el
10% del propdleo y son los principales responsables de su aroma, ademas de
contribuir a sus propiedades farmacoldgicas, tales como efectos antioxidantes,
antimicrobianos, antiinflamatorios y anticancerigenos (Gonzalez Montiel, 2023;
Rodriguez Pérez et al., 2020).

La fraccion volatil del propdleo esta compuesta principalmente por
monoterpenos (monoterpenoides), sesquiterpenos (sesquiterpenoides) y
fenilpropanos (fenilpropanoides) (Salamanca Grosso, 2017). Los monoterpenos
presentes en el propdleo se clasifican en aciclicos, monociclicos y diciclicos,
junto con sus derivados. En los grupos de monoterpenos aciclicos y
monociclicos se incluyen compuestos como el mirceno, los p-mentanos y el
cineol, los cuales son muy aromaticos, con notas de menta y trementina. Por su
parte, los diterpenos destacan por su amplio espectro de propiedades
farmacoldgicas, especialmente su notable actividad antibacteriana,
principalmente contra bacterias Gram positivas (Graikou et al., 2016).

e Hidrocarburos

En el propdleo se han identificado varios tipos de hidrocarburos, entre los que
se encuentran alcanos, alquenos, alcadienos, monoésteres, diésteres, ésteres
aromaticos, acidos grasos y esteroides, estos compuestos contribuyen a las
caracteristicas fisicas del propéleo, como su consistencia y viscosidad
(Gonzéalez Montiel, 2023). La composicién especifica de hidrocarburos en el
propoleo esta influenciada por factores genéticos de las plantas de origen, lo que
puede afectar su perfil quimico y sus propiedades terapéuticas (Ecem Bayram
et al., 2018).

e Compuestos Fendlicos

Los compuestos fendlicos, considerados metabolitos secundarios, son
abundantes en las plantas y desempeiian un papel crucial como mecanismos de
defensa frente a ataques de microorganismos, plagas y otros organismos que
pueden afectar su metabolismo (Salamanca Grosso, 2017). En el propdleo, la
cantidad y la composicion de estos compuestos varian considerablemente
segun factores como la fuente vegetal de los exudados recolectados por las
abejas y el origen geogréfico del propdleo (Vargas Sanchez et al., 2020).

Entre los compuestos fendlicos comunmente presentes en distintos tipos de
propoleo se encuentran el acido galico, acido cumarico, acido p-cumarico,
quercetina, luteolina, apigenina, pinocembrina, crisina, galangina y naringenina,
entre otros (Rodriguez Pérez et al., 2020; Silva Beltran et al., 2022; Vargas
Sanchez et al., 2020).

18



Es importante destacar que la concentracion de estos compuestos puede
fluctuar significativamente segun el origen botanico y las condiciones
ambientales. A continuacion, se presenta una tabla con los contenidos estimados
para extractos de propoleo del noroeste de México, obtenidos por el método de
maceracion, empleando como solvente etanol y lavado tres veces con n-hexano
para eliminar los rastros de ceras que pueden quedar en el extracto.

Tabla 1. Composicién Fendlica de Extractos de Propdleo del Noroeste de México

Compuesto Valor Minimo Valor Maximo
Acido Cinamico 1,6 +0,5 35+0,5
Acido p-cumarico 0,1+0,0 3,2+1,0
Naringenina 76+1,0 136 £ 5,4
Quercetina 0,1+0,0 29,5+ 3,1
Luteolina 0,1+0,0 3,605
Kaempferol 0,05+0,0 0,8+0,1
Apigenina 0,1+0,0 49+13
Pinocembrina 47 +15 101,9+5,8
Crisina 2,2+1,0 13+1,5
Galangina 1,2+£0,5 355+25
Acacetin 0,1+0,1 8,7+1,0

Fuente: Datos tomados de (Vargas Sanchez et al., 2020).
e Actividad Antimicrobiana del Propdleo

La actividad antimicrobiana del propdleo se atribuye principalmente a la
presencia de flavonoides y compuestos fendlicos. Esta propiedad es esencial y
se manifiesta tanto en la inhibicibn del crecimiento bacteriano (accion
bacteriostatica) como en la destruccion de las bacterias (accidén bactericida). Los
mecanismos involucrados incluyen la interferencia en la sintesis de acidos
nucleicos, el dafo a la integridad de la membrana citoplasmatica y la alteracion
de los canales idnicos. Estas acciones afectan procesos bioquimicos clave,
como la fosforilacion y desfosforilaciéon, lo que reduce la movilidad de las
bacterias y disminuye su capacidad para causar infecciones (Rodriguez Pérez
et al., 2020).

La mayoria de los propdleos muestran una mayor efectividad contra bacterias
grampositivas en comparacion con las gramnegativas, esto se debe a la
estructura celular de las bacterias gramnegativas, cuya membrana externa
contiene enzimas hidroliticas que pueden degradar los componentes activos del
propdleo (Przybytek & Karpinski, 2019).

19



No obstante, (Bucio Villalobos & Martinez Jaime, 2016) reporta que algunos
estudios han encontrado una mayor inhibicién en bacterias gramnegativas como
E. coliy Salmonella, lo cual podria estar relacionado con el origen botanico del
propdleo. En un estudio realizado con extractos etandlicos de propodleos, se
evaluo su actividad antimicrobiana contra los patégenos S. aureus, S. typhi, P.
aeruginosa y S. pyogenes, los resultados revelaron que P. aeruginosa mostro la
mayor sensibilidad al propdleo, con una concentracion minima bactericida
promedio de 3,33 mg/ml, mientras que S. typhi también fue susceptible, con 9,82
mg/ml (Rodriguez Pérez et al., 2020).

2.2 MARCO HISTORICO

La apicultura ha sido una actividad presente en Europa, Asia y Africa desde la
antigledad, evolucionando desde la recoleccion primitiva de miel por parte de
grupos nomadas hasta el desarrollo de técnicas rudimentarias de cria de abejas
(L6pez, 2018). El registro mas antiguo de esta practica data de entre los anos 6000
y 3000 a.C., con las pinturas rupestres de la Cueva de La Arana en Bicorp, Valencia,
donde se muestra a un recolector obteniendo miel de una colmena (Lopez, 2018).
En el antiguo Egipto, la apicultura ya era una practica establecida, con la miel
utilizada como edulcorante y el propdéleo empleado para embalsamar cadaveres. La
relevancia de la miel se extiende al antiguo Israel, descrito en la Biblia como "una
tierra que mana leche y miel", y confirmada por restos arqueolégicos en Tel Rehoy,
en el valle del Jordan, donde se encontré un colmenar datado entre los siglos X'y
IX a.C.

La apicultura también se practicaba en la peninsula ibérica durante la antigiedad,
como lo demuestran los hallazgos de colmenas de ceramica de los siglos IlI-Il a.C.
en asentamientos ibéricos (Gil Zubillaga & Luezas Pascual, 2015). En la época
romana, la miel fue un alimento central en la dieta, utilizada en la elaboracién de
postres y bebidas, como el "mulsum" o vino endulzado con miel. Escritores romanos
como Plinio el Viejo y Marcial describieron la importancia de la apicultura y sus
productos, mientras que el agronomo Columela dedicé parte de su obra a esta
actividad, abordando aspectos técnicos sobre la ubicacion y el manejo de los
colmenares (Gil Zubillaga & Luezas Pascual, 2015; Morillo et al., 2019).

La relevancia de la miel y la cera continu6é en la Edad Media, siendo productos
esenciales para las comunidades judia, cristiana y musulmana en la peninsula
ibérica. La cera era fundamental para la iluminacién de iglesias, y la miel tenia usos
rituales y medicinales en las tres religiones. En la era moderna, las menciones a la
miel y la cera en documentos historicos, especialmente como pago de diezmos,
indican su importancia econémica (Gil Zubillaga & Luezas Pascual, 2015).
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La apicultura llego al continente americano durante la expansion ultramarina de las
naciones europeas en el siglo XVI, con la introduccion de la abeja Apis mellifera en
América del Sur en 1583 y en Virginia, Estados Unidos, en 1622. Aunque las
técnicas de manejo eran rudimentarias, la invencion de las colmenas moviles por
Lorenzo Langstroth en 1852 marco el inicio de la apicultura moderna al facilitar la
cosecha sin destruir las colmenas (Lopez, 2018).

El cultivo y manejo de la produccion apicola en Colombia, es una actividad de
caracter agropecuario que se encuentra desarrollando desde la época precolombina
(Moreno Pérez & Arias Ramirez, 2020). La cultura muisca, asentada en el altiplano
oriental, fue una de las primeras en cultivar abejas, la miel producida por estas
abejas se utilizaba para endulzar bebidas y alimentos, mientras que la cera tenia un
uso destacado en la orfebreria. De manera similar, la cultura Tairona, ubicada en la
Sierra Nevada de Santa Marta, también practicaba la apicultura, empleando la miel
en la alimentacion y la cera en la elaboracién de objetos de oro. Por su parte, los
Chibchas se dedicaban a la recoleccion de miel y cera a partir de nidos silvestres
que encontraban en las riberas del rio Cauca, aprovechando estos recursos
naturales para sus actividades cotidianas (Moreno Pérez & Arias Ramirez, 2020).

La apicultura en Colombia se desarrollé6 de manera artesanal y rudimentaria durante
siglos, con un crecimiento lento en pequefias areas del territorio. El primer avance
significativo ocurrié a finales del siglo XIX y principios del siglo XX, gracias al trabajo
del sacerdote italiano Remigio Rizzardi, miembro de la orden de los salesianos,
quien es reconocido como el precursor de la apicultura moderna en el pais. Rizzardi
fundé el primer apiario cientifico con abejas italianas en el Noviciado de Mosquera,
Cundinamarca, y promovio diversas actividades apicolas. Ademas, escribio el libro
Apicultura Racional, publicado en 1993, con el objetivo de difundir conocimientos
apicolas en el campo colombiano (Camara Procultivos de la ANDI, 2017).

Desde 1927, personas como Pedro Pablo Pérez Chaparro, influenciado por el
sacerdote francés Gonzalo Carlos, contribuyeron al fortalecimiento de la apicultura
en regiones como Boyaca, Casanare y Santander. Pérez Chaparro fundo el Apiario
Colombiano Apicultura Pérez, conocido por su enfoque innovador. A partir de la
década de 1930, la implementacion de la apicultura moderna generé un cambio
considerable en las practicas apicolas tradicionales (Moreno Pérez & Arias Ramirez,
2020).

El Ministerio de Economia desempefd un papel crucial al fomentar la actividad
apicola mediante programas de importacion de abejas y colaboracion con empresas
y entidades. En la década de 1950, el Ministerio de Agricultura cred la granja
experimental La Picota, donde se realizaron exposiciones sobre produccion
agropecuaria, y mas adelante establecio la Division de Apicultura en la Oficina de
Industria Animal. En 1953, se lanzé la Campana Apicola Nacional, que capacité a
numerosos apicultores y formuld nuevos proyectos de produccion (Camara
Procultivos de la ANDI, 2017).
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El impulso de la apicultura en el pais se intensificd en 1956 gracias a las actividades
de capacitacion y divulgacion, especialmente a través de la televisidon nacional con
Gabriel Trillas, quien compartia su experiencia desde su apiario La Conchita en
Funza, Cundinamarca. Trillas fue uno de los primeros en comercializar productos
apicolas en Colombia y escribi6 el libro Vida de las abejas, un documento técnico
sobre apicultura rentable. En 1959, Trillas organizé la Asociacion Nacional de
Apicultores, y en 1967, Miguel Gémez promovié el reconocimiento del trabajo del
padre Rizzardi, lo que llevé a la designacion del 26 de abril como el Dia del Apicultor
Colombiano, fecha celebrada desde el primer congreso de apicultura realizado en
1956 (Moreno Pérez & Arias Ramirez, 2020).

En la década de 1970, se reporté la llegada de la abeja africanizada a Colombia.
Este hibrido surgié del cruce entre la subespecie africana natural Apis mellifera
Scutellata y abejas domésticas europeas de distintas subespecies de Apis mellifera.
Para 1983, se estimaba que la totalidad del pais ya habia sido invadida por estas
abejas. La introduccion de la abeja africanizada se realizdé con la intencion de
mejorar la productividad y la adaptacion de las abejas a los ambientes tropicales,
aunque también trajo consigo desafios debido a su alto grado de defensividad
(Camara Procultivos de la ANDI, 2017).

En este contexto, es relevante destacar que la apicultura con abejas meliferas en
Colombia constituye una actividad productiva que, en muchos casos, forma parte
de la economia familiar rural. Cuando se aplican buenas practicas apicolas vy
agricolas, se promueve el uso sostenible de la biodiversidad, lo que evidencia su
contribucion al desarrollo rural (Claro Carrascal et al., 2020).

2.3 MARCO GEOGRAFICO

En Colombia, la mayor concentracion de colmenas se encuentra en las regiones
Andina y Atlantica, con departamentos como Sucre, Bolivar, Cordoba y Huila que
son reconocidos tradicionalmente por su produccién apicola. En los ultimos afos,
departamentos como Antioquia, Magdalena y Cesar, asi como los de la regién de la
Orinoquia, han incrementado el numero de colmenas, impulsados por proyectos
que fomentan la sustitucion de cultivos ilicitos y la reduccion del impacto ambiental
causado por la mineria y otras actividades. Ademas, la apicultura ha mostrado un
notable crecimiento en los Llanos Orientales, asociado con las plantaciones de
Acacia mangium, una importante fuente de miel (Camara Procultivos de la ANDI,
2017).

Las principales zonas de actividad apicola en Colombia son la region Andina, la
region Caribe y la region de la Orinoquia. La regién Andina, con 12 departamentos
productores de miel de abejas, aporta el 49% de la produccién nacional, alcanzando
un total de 1.874 toneladas. En la region Caribe, la produccién de miel representa
el 31% de la produccién nacional, con un volumen regional de 1.211 toneladas.
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Por su parte, la regién de la Orinoquia, con 4 departamentos dedicados a la
apicultura, contribuye con el 19% de la producciéon nacional, sumando 711
toneladas. Todos estos datos fueron reportados por el Ministerio de Agricultura y
Desarrollo Rural para el afio 2019. En la imagen 1 se muestra la produccion de miel
de abejas en toneladas, clasificada por colores segun la cantidad producida.

llustracion 1. Zonas de mayor produccion de miel en Colombia

Providencia La Guajirs

Vichada

Huila Guainia

Guaviare

Putumayo Caquetd Vaupés

Amazonas

Fuente: (Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, 2020).

De acuerdo con los principales indicadores del mismo afo, en el pais habia 135.117
colmenas que generaban un total de 3.834 toneladas de miel, distribuidas en 4.074
apiarios con un promedio de 30 colmenas cada uno (Ministerio de Agricultura y
Desarrollo Rural, 2020).

2.4 MARCO LEGAL

En Colombia, no existe una legislacion actual que regule la identidad y calidad de
los propdleos (Ferreira et al., 2011). Por ello, para evaluar estos aspectos, se recurre
a normativas internacionales. La regulacién internacional sobre la calidad del
propoleo y sus extractos es limitada; sin embargo, existen algunas normativas
relevantes que establecen parametros de calidad y requisitos especificos. Entre
ellas destacan:
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- Norma Salvadoreiia NSO 65.19.02:03

Esta norma define los requisitos de calidad para el propéleo crudo, incluyendo tanto
caracteristicas sensoriales como parametros fisicoquimicos. Los requisitos
especificos son los siguientes:

Tabla 2. Parametros Fisicoquimicos determinantes en la Calidad del Propdleo

Anadlisis Resultado
Compuestos Fendlicos Reaccion positiva
Flavonoides Reaccion positiva
Solubilidad en Etanol 30-35%

Fuente: Datos tomados de la Norma Salvadorefia NSO 65.19.02:03 (2017).

Tabla 3. Parametros Microbiologicos determinantes en la Calidad del Propdleo

Analisis Resultado
Recuento de bacterias mesdfilas (UFC/g) <10.000
Coliformes fecales (UFC/Q) 0
Coliformes totales (UFC/qg) <100
Staphylococcus aureus (UFC/g) 100
Hongos (UFC/g) 1-100

Fuente: Datos tomados de la Norma Salvadorefia NSO 65.19.02:03 (2017).

La norma también establece requisitos sobre aditivos, contaminantes y otros
aspectos, y especifica los métodos a emplear en las pruebas de calidad
fisicoquimica para asegurar su cumplimiento.

- Norma Oficial Mexicana NOM-003-SAG/GAN-2017

Esta norma establece especificaciones fisicas, quimicas y de actividad
antimicrobiana para la produccion y procesamiento de propoleos. A continuacion, se
detallan las especificaciones quimicas y de actividad antimicrobiana:
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Tabla 4. Parametros Fisicoquimicos Cualitativos para el Procesamiento del
Propdleo

Analisis Resultado
Flavonoides Presencia
Fenoles Totales Presencia
indice de Oxidacién Max 22 seg

Fuente: Datos tomados de la Norma Oficial Mexicana NOM 003 SAG GAN (2017).

Tabla 5. Parametros Fisicoquimicos Cuantitativos para el Procesamiento del
Propodleo

Analisis Resultados

Expresados como equivalentes de
acido galico: minimo 5% (peso/peso)
Expresados como equivalentes de
quercetina: minimo 0.5% (peso/peso)
Actividad Antioxidante Minimo 100 microgramos/mililitro

Compuestos Fendlicos

Flavonoides

Fuente: Datos tomados de la Norma Oficial Mexicana NOM 003 SAG GAN (2017).

e Actividad Antimicrobiana

Todas las muestras deben someterse a pruebas de actividad antimicrobiana frente
a los microorganismos Staphylococcus aureus (ATCC), Escherichia coli (ATCC) y
Candida albicans (ATCC), debido a su relevancia en la salud publica. Un laboratorio
autorizado debera emitir los resultados de actividad antimicrobiana, indicando el
numero de referencia ATCC utilizado en el andlisis.

2.5 ESTADO DEL ARTE

La extraccidn del propdleo es un proceso crucial para obtener sus compuestos
bioactivos, y la eficiencia de este proceso puede verse influenciada por diversos
factores, tales como:

- Tipo de Solvente

La extraccion de propdleos se ve afectada por el tipo de solvente utilizado debido a
las propiedades quimicas de los compuestos que se desean extraer y la naturaleza
de la matriz de propdleos. Los solventes mas comunes incluyen etanol, agua y
mezclas de ambos. La eleccion del solvente afecta la solubilidad de los compuestos
activos (Guanche Gallardo, 2022).
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Los solventes polares (como el agua) son mas efectivos para extraer compuestos
polares, mientras que los solventes apolares (como el etanol) son mas adecuados
para extraer compuestos menos polares. Esto significa que la eleccion del solvente
puede influir en la cantidad y tipo de compuestos bioactivos que se extraen (El-
Sakhawy, 2023; Kalkan Yildirim, 2022).

En un estudio realizado (Freitas et al., 2022) se prepararon extractos de propdleo
utilizando diferentes disolventes tales como etanol puro, una mezcla de etanol/agua,
aguardiente de miel, hidromiel, propilenglicol y agua. Los resultados mostraron que
los extractos con mayor rendimiento de extraccion fueron los obtenidos con etanol
puro (61,6 + 1,2%), etanol/agua (68,3 £ 0,7%) y propilenglicol (64 + 5,2%). Cabe
destacar, que estos extractos no presentaron diferencias estadisticamente
significativas entre si. Los compuestos presentes en el propdleo tienen mayor
afinidad por ciertos disolventes, siendo los compuestos menos polares mas afines
al etanol, lo que dificulta su extraccion con disolventes polares y viceversa. En este
sentido, se puede concluir que el propilenglicol dada su naturaleza, tiene una mayor
afinidad a los compuestos bioactivos presentes en el propdleo lo que permite una
mayor extraccion de estos, convirtiéndolo en un potencial solvente de extraccion.

En otro estudio realizado (Kubiliene et al., 2015) se evaluaron extractos de propéleo
elaborados con diferentes solventes como polietilenglicol, aceite de oliva, agua y
etanol al 70%, el mayor contenido de compuestos fendlicos se encontré en el
extracto etandlico de propodleo (12,7 + 1,2 mg/ml GAE) y el menor contenido de
compuestos fendlicos se encontrd en el extracto oleoso de propdleo (0,5 £ 0,2 mg/ml
GAE). Sin embargo, se evaluaron dos extractos de propéleo que tenian una
combinacion de solventes: La primera mezcla fue polietilenglicol, aceite de oliva y
agua y la segunda mezcla fue polietilenglicol y agua obteniendo un contenido de
compuestos fendlicos de 9,5 = 1,3 mg/ml GAE y 10,7 = 1,2 mg/ml GAE
respectivamente. Lo anterior, demuestra que el aceite tiene una afinidad a ciertos
compuestos bioactivos que no se pueden extraer empleando otros solventes de
extraccion.

- Tiempo de Extracciéon

El tiempo de extraccion es un factor clave en la obtencidén de compuestos de interés.
Métodos tradicionales como la maceracion requieren tiempos prolongados,
generalmente de al menos tres dias, mientras que técnicas mas modernas, como la
extraccidon asistida por ultrasonido, pueden reducir este tiempo a menos de una
hora. Un estudio demostré que al utilizar una solucién hidroalcohdlica a 85 °GL, se
lograron resultados optimos en un periodo de 56 horas, obteniendo rendimientos
superiores en comparacion con los tiempos mas largos empleados con soluciones
de menor concentracion (Martinez Rojas et al., 2005).
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- Condiciones Experimentales

La temperatura es un parametro critico, ya que su variacion puede afectar tanto la
solubilidad de los compuestos como su estabilidad. Se recomienda mantener
temperaturas entre 30 °C y 50 °C para maximizar la extraccion sin provocar la
degradacion térmica de los compuestos sensibles. Temperaturas mas altas pueden
resultar en la descomposicién de ciertos componentes bioactivos, mientras que
temperaturas demasiado bajas pueden limitar la solubilidad y, por ende, la
recuperacion de estos (Duefias-Rivadeneira et al., 2016).

Eltamanio de las particulas del material a extraer también juega un papel importante.
Particulas mas pequeias aumentan la superficie de contacto con el solvente,
facilitando una mejor disolucién y transferencia de masa. Esto se traduce en una
mayor eficiencia en el proceso de extraccion. Un tamafio adecuado de las particulas
puede reducir significativamente el tiempo necesario para alcanzar una extraccion
optima (Ordofiez Castillo, 2005).

La agitacion durante el proceso de extraccion puede mejorar significativamente la
eficiencia al aumentar la interaccién entre el solvente y el material a extraer. La
agitacion ayuda a mantener el sistema homogéneo y a facilitar la transferencia de
masa (Duefias-Rivadeneira et al., 2016).

La extracciéon de propdleo es un proceso fundamental para aprovechar sus
propiedades bioactivas, que incluyen efectos antioxidantes, antimicrobianos y
antiinflamatorios. Dada la complejidad de su composicion quimica, que abarca una
amplia variedad de compuestos fendlicos, flavonoides y resinas, la seleccion del
método de extraccion adecuado es crucial para maximizar el rendimiento y la
calidad del producto final. En la tabla 6 se presenta una relacién de los métodos
convencionales de extraccion, mientras que en la tabla 7 se detallan los métodos
alternativos de extraccion.
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Tabla 6. Métodos Convencionales para la extraccién de Propdleo

Método Ventajas Limitaciones
- Sencillo y econémico. - Puede ser lento; requiere
- Ideal para pequeias tiempo y control.
cantidades. - La temperatura puede
- No requiere equipo afectar la calidad del extracto.
M ‘. especializado. - Riesgo de contaminacion
aceracion . : : : :
- Permite extraer una amplia microbiana, especialmente en
gama de compuestos activos. maceraciones  prolongadas
(Alba de Armas et al., 2022; con agua.
Guanche Gallardo, 2022). - Extraccion incompleta de
algunos compuestos.
- Permite una alta extraccidon de - La exposicion prologada a
los compuestos bioactivos del temperaturas altas puede
propoleo. degradar compuestos
- Se utiliza una pequeha termolabiles del propdleo.
cantidad de solvente, y el - La extraccién de propdleo a
solvente se recicla durante el altas temperaturas puede
Soxhlet proceso. aumentar la solubilidad de las

- Permite reducir el desperdicio
de solvente, lo que puede ser
mas ecoldgico y econémico.

- Con tiempos de extraccion
entre 4 y 6 horas, el rendimiento
es alto.

ceras, lo que puede reducir la
calidad del extracto.

- El equipo Soxhlet no es tan
accesible o econdémico.
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Tabla 6. (Continuacion)

Método

Ventajas

Limitaciones

Extraccion
con Etanol

- Permite obtener extractos ricos
en compuestos  bioactivos
(fenoles y flavonoides) y bajos
en cera.

- La mayoria de los compuestos
activos del propdoleo son
facilmente solubles en etanol.

- Existen numerosos estudios
que respaldan su eficacia y
optimizacion.

- Es un proceso sencillo,
ampliamente estudiado y facil de
implementar en laboratorios y a
escala industrial.

- El etanol es un solvente comun,
econdmico y de facil acceso.

- Los compuestos obtenidos en
etanol son estables y conservan
sus propiedades biologicas.

- El extracto etandlico tiene un
sabor residual pronunciado,
limitando  su aceptacion
sensorial.

- Algunos compuestos
menores del propdleo no son
extraibles con etanol
(Guanche Gallardo, 2022).

Tabla 7. Métodos Alternativos para la extraccion de Propdleo

Método Ventajas Limitaciones
- Alta eficiencia en la - Dependencia de parametros
extraccién de compuestos. como frecuencia, tiempos y
- Reduccién de tiempos de potencia.
extraccion. - Requiere trabajar en un
- Método limpio y de bajo sistema liquido.

N impacto ambiental. - Generacion de calor local
Extraccion Baja inversién inicial en que puede degradar
por equipos. compuestos termolabiles
Microondas - Versatilidad en su aplicacion. - Limitaciones en la

- Mejora propiedades
funcionales del extracto.

- Parametros ajustables para
optimizacion (Campos Montiel
et al., 2023).

escalabilidad industrial.

- Variabilidad en la eficiencia
segun el solvente utilizado

- Posible desgaste del equipo
por cavitacion (Kalkan
Yildirim, 2022).

29



Tabla 7. (Continuacion)

Método

Ventajas

Limitaciones

Ultrasonido

- Tiempos de extraccidn mas
cortos.

- Mayor rendimiento de
compuestos bioactivos como
fenoles y flavonoides.

- Menor uso de solventes, lo
gue lo hace mas econémico.
Alta selectividad

compuestos.

- Mayor nivel de
automatizacién, los equipos
permiten un control preciso de
parametros como temperatura,
tiempo y potencia

- Eficiencia energeética
(Campos Montiel et al., 2023).

de

- Costo elevado de equipos
por su nivel de especialidad.

- Alto riesgo de degradacion
de compuestos si no se
controla de manera adecuada
la temperatura.

- Requiere de experiencia
técnica para ajustar
parametros, y poder ser
utilizado.

- Limitada escalabilidad a nivel
industrial (Campo Vera et al.,
2018).

Extracciéon
con CO2
Supercritico

- Produce extractos sin
solventes organicos residuales,
por lo tanto, es de alta pureza e
ideal para aplicaciones
farmacéuticas y alimentarias.

- Utiliza CO, que es seguro, no
toxico y no deja residuos en los
extractos

- Adecuado para la extraccion
de compuestos no polares y
algunos polares con la ayuda
de cosolventes.

- Se ha demostrado que los
extractos obtenidos por este
meétodo tienen alta actividad
antibacteriana y antioxidante
(Campos Montiel et al., 2023).

- Los equipos para CO,
supercritico son complejos y
requieren una inversion
significativa.

- Requiere de altas presiones
para funcionar por lo tanto se
incrementan los costos
operativos.

- Los procesos de extraccidon
pueden tomar varias horas

- Equipos especificos para
CO, supercritico no estan
ampliamente disponibles.
-Matrices extremadamente
polares  pueden  requerir
ajustes complejos o}
cosolventes.

- Los sistemas de alta presion
requieren mantenimiento
especializado (Hangisi, 2024).
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3. METODOLOGIA

Este proyecto se baso en una investigacion experimental con enfoque cuantitativo,
empleando herramientas de medicion de distinta indole. La poblacion estudiada
corresponde al propéleo producido en Colombia. La muestra consistié en propéleo
recolectado mediante mallas en colmenas de abejas Apis mellifera durante los
meses de cosecha de la empresa Mellifera Colombia S.A.S., ubicada en el municipio
de Puerto Lépez, vereda la Serrania, en el departamento del Meta, Colombia.

Hipoétesis: Los métodos de baja energia como la licuadora podrian favorecer la
obtencidn de extractos de caracteristicas bioactivas y antimicrobianas comparables
a las generadas por los métodos de alta energia y eficiencia como el ultraturrax y el
ultrasonido, pero empleando equipos de menor complejidad y mas accesibles para
los apicultores.

3.1 CINETICA DE EXTRACCION DEL PROPOLEO

3.1.1 Adecuacion del Propdleo

El propdleo fue limpiado manualmente para eliminar las impurezas macroscoépicas,
posteriormente fue sometido a ciclos de ultracongelaciéon a -85°C e impacto con
mortero para reducir su tamafo de particula. Finalmente, el propéleo fue molido
utilizando un molinillo de café convencional y tamizado para obtener un polvo
homogéneo, con un tamano de particula de 250 pyM. EIl procedimiento anterior se
repitid varias veces hasta que todo el propéleo quedo con el tamafio de particula
establecido anteriormente.

llustracion 2. Adecuacion del propodleo. A) propéleo crudo obtenido del proveedor,
B) propdleo molido y tamizado

Fuente: Propia
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3.1.2 Condiciones de Extraccion Convencional

Se utilizaron diferentes disolventes para cada uno de los métodos de extraccion,
incluyendo etanol comercial con una concentracion del 95% (E95), etanol preparado
al 70% en agua (E70), aceite de oliva (AO) y propilenglicol (PP). Los extractos se
prepararon utilizando una proporcion de 1 gramo de propoleo molido por cada 30
mL de disolvente.

Para la determinacién de la cinética de extraccion convencional, la mezcla de
extraccion, preparada por triplicado, se sometio a agitacion constante en un Shaker
orbital marca Biobase a 100 rpm durante 15 dias a temperatura ambiente. Se
tomaron alicuotas de 0,6 mL en cada uno de los siguientes tiempos: 1, 5, 10, 15y
30min, 1,2,3,4y7horasy 1, 2,3,7,9, 15 dias. Cada muestra se centrifugd por
2 minutos a 22 °C y 4000 rpm en una centrifuga para Eppendorfs marca Sigma 1-
14 para sedimentar los solidos suspendidos. El sobrenadante se utilizé para medir
el contenido de compuestos fendlicos totales.

3.1.3 Cuantificacion de Fenoles Totales en los Extractos

El contenido total de fenoles se midié utilizando el método de Folin-Ciocalteu
descrito por Gracia Nava, (2009) con algunas modificaciones. Brevemente, se
mezclé 30 uL de extracto de propoleo con 3 mL de agua destilada y 200 uL de
reactivo de Folin-Ciocalteu. Finalmente, se anadieron 600 uL de carbonato de sodio
al 20% mlv, se agité vigorosamente empleando un vortex por 30 segundos para
homogeneizar y se almacend en oscuridad a temperatura ambiente durante 2 h,
tiempo después del cual se midié la absorbancia a 765 nm, empleando un
espectrofotometro de absorcién atémica marca Jenway UV/visible 6305. Se utilizd
una curva de calibracion de acido galico preparado en etanol, con concentraciones
entre 0 y 500 ug/ mL. Los resultados se expresaron como mg de acido galico
equivalente (GAE) por g de propdleo.

3.2 CARACTERIZACION BIOACTIVA DE LOS EXTRACTOS

3.2.1 Preparacion de Extractos

La proporcion de la mezcla de extraccidn se mantuvo en 1g de propdleo por cada
30 mL de disolvente. Los extractos por el método convencional se prepararon
empleando la técnica descrita anteriormente en la seccion 3.1.2 (15 dias de
agitacion constante a temperatura ambiente). Para la extracciéon en licuadora, se
utilizé una licuadora de cocina comun, marca Kalley K-lpp40s, y se licué a maxima
velocidad durante 1 minuto. En el caso de la extraccion con ultraturrax, se utilizé un
equipo marca IKA Basic 19 con un accesorio de homogeneizacion estandar,
sometiendo la mezcla a una velocidad de 25.000 rpm durante 6 min.
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Finalmente, para la extraccion por ultrasonido, se empled un equipo marca Branson
con un accesorio de homogeneizacién estandar a condiciones de 40 Hz durante 6
min, controlando que la temperatura de la mezcla no superara los 50°C, para lo cual
el proceso de homogenizacion se realiz6 manteniendo la muestra sumergida en un
bafio de agua-hielo.

Al finalizar los procesos de extraccion, las muestras se centrifugaron durante 20
minutos a 10.000 rpm en una centrifuga universal de mesa HEX — 301.00V04
Hermle y el sobrenadante se transfirié a frascos color ambar. Los extractos fueron
almacenados a 4°C hasta su posterior analisis. Cada extracto fue preparado por
triplicado.

llustracion 3. Extractos de Propodleo

Fuente: Propia

3.2.2 Cuantificacion de Fenoles Totales en los Extractos

La cuantificacion se realizé siguiendo el método previamente descrito en la seccién
3.1.3.

3.2.3 Cuantificacion de Flavonoides Totales en los Extractos

El contenido total de flavonoides se midio utilizando el método de cloruro de aluminio
descrito por Gracia Nava, (2009), con algunas modificaciones. Se mezclaron 400
ML de extracto de propdleo con 1,6 mL de agua destilada y 120 uL de NaNO:2 al 5%
m/v. Posteriormente, la mezcla se agitdé durante 30 segundos en un vortex y se dejé
reaccionar por 5 min. Transcurrido este tiempo, se afiadieron 120 uL de AICIs al 5%
m/v en etanol, se agitd nuevamente por 30 segundos y se dejo reaccionar durante
6 min. Finalmente, se incorporaron 800 uL de NaOH 1My 960 uL de agua destilada,
agitando la mezcla en vortex durante el tiempo previamente establecido. La
absorbancia se midié a 510 nm, utilizando una curva de calibracién de quercetina
preparada en etanol, con concentraciones que varian entre 0 y 1100 pg/ mL. Los
resultados se expresaron como mg equivalentes de quercetina (QE) por g de
propodleo.
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3.2.4 Medicion de Capacidad Antioxidante por DPPH

La actividad antioxidante se midié por el método descrito por Rojano et al., (2008)
con algunas modificaciones. Para cada uno de los extractos, se prepararon
diluciones de 50%, 25%, 12,5% y 6,25% del extracto original utilizando metanol. De
cada muestra (extracto, disolvente de dilucion y de extraccion), se transfirieron 30
ML a tubos de ensayo independientes y a cada uno se le afiadié 2790 pL de una
soluciéon de DPPH preparada a una concentracion de 100 yM en metanol. La mezcla
se agitd en vortex por 30 segundos, se dejo reaccionar en oscuridad durante 30 min
y se midid la absorbancia a 517 nm. La sefal generada por los respectivos
disolventes de extraccion se restd de la absorbancia de cada dilucidn y extracto.

llustracion 4. Extractos de Propodleo

Fuente: Propia

Se realizé la medicion de metanol como blanco. El porcentaje de inhibicion del
radical DPPH se calculé mediante la ecuacion 1. Para determinar la concentracion
de extracto necesaria para inhibir el radical DPPH al 50% se construyd una grafica
del porcentaje de inhibicidn vs la concentracion de las diluciones para cada extracto
y se determind la ecuacion de la recta para cada uno. A partir de las ecuaciones se
determind la IC50.

L Absorbancia de la muestra
% Inhibicion = (

0
Absorbancia del blanco ) * 100%

Ecuacion 1
3.3 EVALUACION ANTIMICROBIANA DE LOS EXTRACTOS

3.3.1 Activacion y caracterizacion de Cepas Bacterianas

Para la activacion y caracterizacién de las cepas se siguié el método descrito por
(Instituto del Mar del Peru, 2019) con algunas modificaciones. Se obtuvieron cepas
ATCC certificadas por la compania Thermo Fisher Scientific, correspondientes a
Staphylococcus aureus (29737), Salmonella entérica sv enteritidis (13076) vy
Escherichia coli (11775).
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Para la activacion de las cepas, se introdujo el asa que contenia la bacteria en un
tubo de ensayo con 6 mL de caldo BHI (infusién cerebro corazén/PanReac
AppliChem). Posteriormente, el tubo fue incubado a 35 + 2°C), realizando este
procedimiento de manera individual para cada cepa. Después de 30 minutos de
incubacion, se agitaron los tubos vigorosamente de forma manual para
homogenizar y se volvieron a incubar a la misma temperatura por un tiempo de 18
a 24 horas.

Transcurrido el tiempo estipulado, se verificd el crecimiento de las bacterias. De
cada tubo se tomaron 500 uL, que se dispensaron en un tubo de ensayo con 6 mL
de caldo BHI estéril de manera independiente. Este procedimiento se realizd por
duplicado para cada bacteria, después los tubos se llevaron a incubacién a la
temperatura 6ptima de crecimiento de los microorganismos por un tiempo de 18 a
24 horas. Al finalizar el tiempo de incubacion recomendado, en agar Nutritivo, agar
Mdaller Hinton y agar Tripticasa de Soya se realiza una siembra por estria (Cada
bacteria se siembra en los tres medios por separado) y se llevaron nuevamente a
incubacion a la temperatura optima.

Para la caracterizacién de las cepas, se verifico que en la siembra por estria el
crecimiento de las colonias fuera uniforme, sin detectar colonias diferentes de la
misma cepa. Adicional a esto, se realizé una siembra por agotamiento en agares
selectivos para cada bacteria, los agares seleccionados fueron: Baird Parker para
Staphylococcus aureus, EMB (Eosina azul de metileno) para Escherichia coliy SSH
(Salmonella-Shigella), XLD (Xilosa lisina desoxicolato) y SB (Bismuto sulfito) para
Salmonella entérica. Después de realizar la siembra las cajas Petri se llevaron a
incubacion a 35 x 2°C por un periodo de tiempo de 18 a 24 horas.

llustracion 5. Crecimiento de las cepas en los agares selectivos: Staphylococcus
aureus en Baird Parker (A); Escherichia coli en EMB (B); Salmonella entérica sv
enteritidis en SSH, XLD y SB (C, D y E respectivamente)

Fuente: Propia
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3.3.2 Medicion de Capacidad Antimicrobiana por Difusiéon en Disco

La actividad antimicrobiana se midi6 utilizando el método de difusién en disco
descrito por Silva Beltran et al., (2022) con algunas modificaciones. Al hacer la
activacion de las cepas, cada bacteria fue estandarizada a la escala de McFarland
0,5 (1,5 X 1078 UFC/mL) en agua peptonada. Seguido a esto, en cajas Petri con
agar Muller Hinton se adicionaron 100 uL del inéculo (bacteria) y con ayuda de un
rastrillo drigalsky se distribuyé uniformemente en toda la superficie del agar. A
continuacion, empleando una pinza se colocaron 4 sensidiscos de 6 mm de
diametro distribuidos en todo el agar y sobre estos se adicionaron 10 uL del extracto
de propdleo a evaluar, las muestras se incubaron a 35 + 2°C durante 18 a 24 h. Los
diametros de las zonas de inhibicion se midieron con una regla y se expresaron en
cm.

Como control negativo se utiliz6 un disco impregnado con el disolvente de
extraccion y como control positivo un disco impregnado con amoxicilina a una
concentracion de 1,3 mg/ml.

3.4 ANALISIS ESTADISTICO

Para establecer si existen diferencias estadisticamente significativas entre los
solventes y métodos de extraccion, se realizd un analisis de varianza (ANOVA) y
comparacion de medias mediante la prueba de Tuckey utilizando el software
Minitab® 17.1.0 con un valor de significancia de 0,05. Todos los analisis se
realizaron por triplicado y los resultados se expresaron como media + desviacion
estandar.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 CINETICA DE EXTRACCION CONVENCIONAL

La llustracion 6 presenta la variacion del contenido de compuestos fendlicos totales
a través del tiempo para los cuatro solventes, utilizando el método de extraccion
convencional. Como se puede observar, el aceite fue el solvente con el que se
genero la menor tasa de extraccion, alcanzando un maximo de 9,1 + 1,1 mg GAE/g
a las 4 horas de extraccion, mientras que los extractos preparados con etanol
comercial, etanol al 70% y propilenglicol alcanzaron maximos de extraccién de 28,3
+1,8;26,9+1,8y353+7,8mgGAE/galos7, 3y 15 dias respectivamente.

llustracion 6. Cinética de extraccién de compuestos fendlicos totales mediante el
meétodo de extraccion convencional durante 7 horas durante el primer dia de
extraccion (A); y durante varios dias (B) hasta completar el ciclo de extraccion
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Al comparar los valores obtenidos el ultimo dia de extraccion para cada solvente,
se observa que el propilenglicol es estadisticamente diferente al resto, ya que para
este punto especifico presentd un contenido de compuestos fendlicos totales,
aproximadamente 1,3 veces mayor que los etanoles y 3,9 veces mayor que el
aceite. Sin embargo, al comparar el punto maximo de concentracion de compuestos
fendlicos totales alcanzado por cada extracto independientemente del tiempo, se
encontré que no existe diferencia significativa entre dichos maximos (p-valor 0,071)
para el propilenglicol (35,3 + 7,8 mg GAE/g) y los etanoles con concentraciones de
95% y 70% (28,3 £ 1,7 mg GAE/g y 26,9 + 1,8 mg GAE/g respectivamente), lo que
significa que extraen la misma concentracion de compuestos fenodlicos totales del
propéleo, pero en tiempos diferentes. Finalmente, se compar6 la concentraciéon
maxima de compuestos fendlicos totales con la concentracion observada en el
ultimo dia de extraccion para cada extracto. Se evidencié una disminucién
significativa en la concentracion de compuestos fendlicos totales tras alcanzar su
punto maximo, con reducciones del 53,7% para el E95 (p = 0,001), 73,2% para el
E70 (p = 0,011) y 53,8% para el AO (p = 0,002). Estos resultados sugieren que la
disminucién observada podria deberse a un proceso de degradacion de los
compuestos fendlicos totales después de haber alcanzado su concentracion
maxima.

Diversos estudios han demostrado que los compuestos fendlicos pueden
degradarse con el tiempo, lo que explica por qué en algunos solventes se observa
un maximo en la extraccion seguido de una disminucién en la cantidad recuperada.
La degradacion de estos compuestos puede ser resultado de una exposicion
prolongada a factores como el oxigeno, la temperatura y la luz, asi como de la
inestabilidad quimica de ciertos compuestos fendlicos en solucion. En una
investigacion llevada a cabo por Peng et al., (2023) , se evidencié que, una vez
alcanzada la saturacion, los compuestos pueden comenzar a degradarse o
transformarse debido a reacciones secundarias en el medio de extraccion. Esta
observacion se alinea con hallazgos previos, como los reportados por Wang et al.,
(2020) quienes describieron la degradacion de compuestos fenolicos en sistemas
acuosos, provocada por efectos mecanicos durante el proceso de extraccion. Dicho
estudio, demostré que la generacion de radicales hidroxilos durante los procesos de
extraccién asistidos por ultrasonido, puede acelerar la degradacién de compuestos
fendlicos como la rutina y el cianidina-3-glucosido. Por otro lado, Brglez et al., (2016)
indica que temperaturas superiores a 70 °C pueden acelerar la degradacion de
antocianinas y otros compuestos fendlicos, reduciendo su rendimiento y actividad
biolégica, ademas, que el tiempo prolongado de extraccion puede favorecer
reacciones de oxidacién y polimerizacion, afectando la calidad del extracto final.

En el estudio realizado por Medina Jaramillo et al., (2022), se determin6 el
rendimiento de extraccion de tres extractos de propoleo bajo dos métodos de
extraccion: Convencional y Ultrasonido, el contenido maximo de sélidos extraidos
para todos los extractos ocurrié el dia 15, el contenido de sdlidos oscild entre 13%
y 18% utilizando extraccion convencional y entre 20% y 28% utilizando extraccién
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asistida por ultrasonido. Al analizar la informacion obtenida en el estudio anterior
frente al presente, se puede observar (llustracidén 6) que a los 15 dias solo el extracto
preparado con propilenglicol obtuvo la maxima concentracion de compuestos
fendlicos totales. En contraste, los extractos preparados con otros solventes ya
mostraban una disminucion en la concentracion de estos compuestos, lo que
sugiere que estaban en proceso de degradacion. Sin embargo, tomando en cuenta
que en el articulo de Medina Jaramillo et al., (2022) se midi6 el contenido de sélidos
en los extractos y en este el contenido de compuestos fendlicos totales, se puede
deducir que dependiendo de los componentes que se busquen extraer, se pueden
fijar las mejores condiciones de extraccion, ya que para el contenido de solidos los
extractos mostraron un incremento directamente proporcional al tiempo de
extraccion, mientras que para la concentracién de compuestos fendlicos totales, el
tiempo es una condicién que debe seleccionarse cuidadosamente, dependiendo del
solvente empleado.

Para este primer objetivo se podria inferir que el tiempo de extraccién empleando el
meétodo convencional depende del solvente a emplear, de modo que el uso de etanol
al 70% resulta el solvente que logra una extraccion mas rapida (3 dias), seguido del
etanol al 95% (7 dias). Esto implica que es necesario que las practicas de extraccion
convencional que comunmente realizan los apicultores, y que conlleva tiempos
prolongados de mas de una semana y hasta un mes, sean reevaluadas, si se tiene
como objetivo la extraccion de compuestos de tipo fendlico, pues el uso de tiempos
prolongados de extraccion no solamente es innecesario, sino que ademas es
contraproducente en la medida en que aparentemente permite la degradacidn
progresiva de los compuestos fendlicos extraidos.

4.2 CONTENIDO TOTAL DE COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES,
FLAVONOIDES Y CAPACIDAD ANTIOXIDANTE EN LOS
EXTRACTOS.

La calidad del propdleo y su potencial biolégico estan determinados por el contenido
de compuestos fendlicos y flavonoides que contiene (Rebaza et al.,, 2016),
convirtiéndose en un parametro importante a la hora de utilizarlo como materia
prima en la elaboracion de un producto (Palomino G et al., 2009).

En la Tabla 8 se muestra el contenido de compuestos fendlicos totales para los
diferentes métodos de extraccién y solventes evaluados. Como se puede observar,
en los métodos de extraccion convencional, ultraturrax y ultrasonido, los extractos
realizados con propilenglicol como solvente presentan un mayor contenido de
compuestos fendlicos totales que el resto de los extractos, destacandose como el
solvente mas favorable para la obtencidn de este tipo de compuestos y confirmando
el comportamiento observado en la cinética de extraccion.
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En un estudio en el que se extrajeron compuestos fendlicos totales de pulpa de café,
mediante el método de ultrasonido y utilizando diferentes solventes de extraccion
(propilenglicol, glicerina, butilenglicol y agua), se evalud la capacidad que tenian los
solventes para extraer estos compuestos, los resultados obtenidos demostraron que
las muestras con propilenglicol acuoso produjeron el mayor contenido fendlico (8,91
+ 0,40 mg GAE/g) seguido de la glicerina (8,64 + 0,40 mg GAE/g), cabe resaltar
que, aunque estos dos solventes no fueron estadisticamente diferentes (p = 0,05)
entre ellos, al compararlos con el butilenglicol (7,44 + 0,52 mg GAE/g) y el agua
(6,88 + 0,07 mg GAE/Qg) si presentaron diferencias significativas (p < 0,05) entre si.
(Myo & Khat-udomkiri, 2022). Adicional a esto, estudios en los que comparan
diferentes solventes de extraccion para propéleo mediante el método tradicional de
maceracion, también han puesto de relieve las ventajas de disolventes mas polares
como el propilenglicol, el glicerol y el polietilenglicol. Estos disolventes son
relativamente seguros, ampliamente utilizados en aplicaciones farmacéuticas y
alimentarias, y proporcionan altos rendimientos de extraccién en comparacion con
las mezclas hidroalcohdlicas tradicionales (Suran et al., 2021).

Tabla 8. Contenido de compuestos fendlicos totales en los extractos expresados
como mg de equivalente de acido galico (GAE) extraido / g de propdleo

Solvente Convencional Licuadora Ultraturrax Ultrasonido
E 95% 15,2+ 2,008 20,3+1,42% 179+14bP® 199+ 35baB
E 70% 19,7 + 1,4 ba 18,7 +2,02¢ 20,1+1,3P2 20,2+2723aba

AO 0,0+2,3¢P 2,1+3,2baB 59+1,2c¢c«a 45+0,8¢¢
PP 35,3+7,82c¢ 16,6 £ 4,2 aB 256+0,62F 248+ 1,7 2P

*Diferentes letras latinas (a, b, ¢) en la misma columna indican diferencias significativas entre los
solventes para el mismo método de extraccion. Diferentes letras griegas (a, ) en la misma fila
indican diferencias significativas entre los métodos de extraccion para el mismo solvente.

Al comparar los métodos de extraccion para cada solvente, no se observa una
diferencia significativa entre los métodos cuando se trabaja con etanol al 70%
(p=0,658), lo que implica que el uso de una licuadora de cocina comun durante 1
minuto genera los mismos compuestos fendlicos totales en el extracto que los
obtenidos macerando durante 15 dias. Para el etanol en concentracién comercial,
la extraccion convencional es la menos eficiente, mientras que la extraccion con
licuadora es la mas eficiente, la cual ofrece un nivel de extraccién comparable al
ultrasonido o ultraturrax. Caso contrario ocurre para el propilenglicol, donde la
extraccion convencional es el método mas eficiente, sin que los otros tres métodos
presenten diferencias significativas. Finalmente, el aceite de oliva bajo los métodos
de alta energia como el ultraturrax y el ultrasonido mejoraron significativamente su
capacidad para extraer compuestos fendlicos totales del propdleo, aunque todavia
bastante baja en comparacion con los otros disolventes.
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Esto sugiere que cuando se requiere una aplicacion organica, el uso de ultraturrax
o ultrasonido es una forma razonable de obtener algunos compuestos valiosos del
propoleo utilizando aceite de oliva como solvente.

La actividad anfifilica del etanol le permite extraer una amplia gama de sustancias
(Kubiliene et al., 2015). Sin embargo, algunos estudios han demostrado que
concentraciones muy altas de etanol pueden disminuir la capacidad de extracciéon
de los compuestos fendlicos totales (Sai-Ut et al.,, 2023). Esta reduccion
posiblemente se deba a que el agua tiene una mayor afinidad por los compuestos
acidos presentes en el propdleo que no se pueden extraer con etanol (Kubiliene et
al., 2015), por eso se recomienda utilizar mezclas con agua para incrementar la
polaridad (Rojas et al., 2019). No obstante, los resultados obtenidos en el presente
estudio no apoyan la afirmacion anterior, debido a que la adicion de un 30 % de
agua al etanol (E70) no mejord significativamente sus caracteristicas en
comparacion con el E95, ya que el contenido de compuestos fendlicos totales de
estos extractos no tuvo una diferencia importante en ningun método de extraccion.
En un estudio realizado por Freitas et al., (2022) se prepararon extractos de
propoleo utilizando diferentes disolventes (etanol puro, etanol/agua, aguardiente de
miel, hidromiel, propilenglicol y agua), bajo el método de maceracion y se observé
que los extractos con un mayor contenido de compuestos fendlicos totales fueron el
etanol puro, etanol al 70% y propilenglicol (224,60 £ 10,86 mg GAE/g, 255,30 £ 3,26
mg GAE/g y 207,49 + 8,55 mg GAE/g respectivamente), los extractos anteriores no
fueron significativamente diferentes entre si.

Sin embargo, al contrastar dichos resultados contra este estudio se puede observar
que, empleando el método de extraccion por licuadora, estos tres solventes
tampoco tienen una diferencia significativa. Lo anterior, nos permite inferir que no
solo el solvente y su concentracion tienen una influencia en la extraccion de
compuestos bioactivos si no también otros factores como el método de extraccion
utilizado, la relacién muestra — solvente, temperatura y tiempo de extraccion (Freitas
et al., 2022).

Adicional a lo anterior, diversos autores (Guntero et al., 2015; Rojas et al., 2019),
afirman que la temperatura afecta desfavorablemente la estabilidad de los
compuestos fendlicos totales debido a una posible degradacion térmica.
Considerando que métodos de alta energia como el ultraturrax y ultrasonido
generan incrementos de temperatura, es de resaltar que en las condiciones
experimentales propuestas el posible efecto negativo de la temperatura solamente
se haya evidenciado en el uso de propilenglicol, siendo el unico solvente para el
cual estos métodos presentaron una concentracion significativamente menor de
compuestos fendlicos totales.

Para la obtencion de compuestos fendlicos totales, el propilenglicol es el disolvente
que mejores resultados ofrece, siendo la técnica convencional con la que se
consigue el mayor nivel de extraccion, pero si se desea obtener extractos etandlicos
la mejor opcidn es utilizar etanol comercial mediante la técnica del licuado.

41



En la Tabla 9 se presenta el contenido de flavonoides totales obtenidos en cada uno
de los extractos de propdleo. Entre todas las técnicas, el etanol comercial se
destaca como el mejor solvente para extraer flavonoides, exhibiendo rendimientos
significativamente mas altos que los otros solventes en todos los casos. Cabe
destacar, que los métodos de mayor energia (ultraturrax y ultrasonido) logran un
contenido de flavonoides estadisticamente igual usando propilenglicol, mientras que
los métodos de energia media y baja (licuadora y maceracién convencional) no lo
logran con este mismo solvente.

Una razon para este fendmeno podria ser la viscosidad del propilenglicol, que es
mas alta que la del etanol. Las viscosidades mas altas hacen que sea mas dificil
que el solvente interactue con la muestra (Huang et al., 2019), como se ve en el
método convencional y de licuadora. Sin embargo, los métodos de alta energia
como ultraturrax y ultrasonido tienden a producir un aumento en la temperatura y
mayores velocidades de corte, que reducen la viscosidad del propilenglicol y facilitan
el proceso de extraccion (Huang et al., 2019). Esta misma razén explica por qué el
etanol comercial da como resultado una mejor extraccion de flavonoides. Dado que
este método no produce un aumento drastico de la temperatura, los efectos
negativos que las altas temperaturas tienen sobre los compuestos bioactivos son
minimos (Mokrani & Madani, 2016).

Tabla 9. Contenido total de flavonoides en los extractos expresado como mg de
equivalente de quercetina (QE) extraido/g de propdleo

Solvente Convencional Licuadora Ultraturrax Ultrasonido

E 95% 132,0+7,82F 207,8+21,62% 138,1+5823F 176,0+24,12¢
E 70% 100,7+1,4°* 827+80°® 744+266°® 63,8+16,5°F
AO 9,3+2,8¢¢ 39+264d¢ 8,2+24c¢¢ 52+3,5¢¢
PP 1058+4,1°F  466+134°f 1352+37,12%® 156,3+13,52¢
*Diferentes letras latinas (a, b, ¢) en la misma columna indican diferencias significativas entre los

solventes para el mismo método de extraccion. Diferentes letras griegas (a, ) en la misma fila
indican diferencias significativas entre los métodos de extraccion para el mismo solvente.

En un estudio realizado por (Rebaza et al., 2016), se cuantificd el contenido total de
flavonoides en extractos de propodleos recolectados de diferentes paises, utilizando
extraccion convencional y etanol como solvente, el contenido de estos compuestos
varié entre 2,5+ 0,8 y 176 + 1,7 mg de QE/g, valores que son comparables a los
obtenidos en el presente estudio, considerando las variaciones inherentes que se
presentan en la materia prima, condiciones y solvente de extraccion, asi como la
zona y época de recoleccion del propdleo.

El ensayo DPPH es un método ampliamente utilizado para evaluar la capacidad que
tienen los antioxidantes para neutralizar radicales libres como el DPPH (Guicin &
Alwasel, 2023) . Al analizar diferentes niveles de dilucion del compuesto de interés,
se puede estimar la concentracion necesaria para inhibir el 50 % de los radicales
DPPH presentes en la solucién (IC50). Una concentracion menor indica una mayor
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capacidad de eliminacion de radicales del compuesto. La Tabla 10 presenta los
valores de IC50 de los extractos.

Tabla 10. Actividad antioxidante de los extractos expresada como IC 50

Solvente Convencional Licuadora Ultraturrax Ultrasonido
E 95% 37,3+1,82¢ 19,0+ 1,15  220+1,3bB 19,1+ 1,0bP%
E 70% 222 +21°ba 185+ 1,4 b8 15,1+ 0,6 ¢ 15,9+ 0,4 P%

AO 33,4+1,22F 472 +3829 389+322aPF 382+502Fk
PP 15,0+ 0,2 ¢* 21,1+2,0Pb8 15,9+ 2,2¢% 349+ 1,32¢

*Diferentes letras latinas (a, b, c) en la misma columna indican diferencias significativas entre los
solventes para el mismo método de extraccion. Diferentes letras griegas (a, B) en la misma fila
indican diferencias significativas entre los métodos de extraccion para el mismo solvente.

El uso de propilenglicol mediante los métodos convencional y ultraturrax, asi como
etanol al 70% con ultraturrax y ultrasonido, presentan el mismo nivel de actividad
antioxidante, siendo las combinaciones mas efectivas para lograr la mayor actividad
antioxidante en extractos de propdleo. En la extraccion con licuadora, todos los
extractos excepto el aceite tiene la misma capacidad antioxidante, mientras que la
extraccidon convencional con etanol comercial logra niveles de actividad antioxidante
tan bajos como los obtenidos con el aceite. (Palomino G et al., 2009), afirma que
existe una correlacién entre el contenido de fenoles y flavonoides con la actividad
antioxidante, dado que en su estudio los extractos de propodleo que presentaron
mayores contenidos de dichos compuestos bioactivos también exhibieron altos
valores en su capacidad antioxidante.

Sin embargo, nuestros resultados indican que si bien el extracto convencional con
propilenglicol presenta consistentemente un alto contenido de compuestos fendlicos
totales, flavonoides totales y actividad antioxidante, los extractos con 70% de etanol
no destacan particularmente por la presencia de fenoles y flavonoides, pero aun asi,
exhiben actividad antioxidante de igual magnitud a la de los extractos con
propilenglicol, lo que sugiere que la presencia de agua en este solvente logra extraer
otros componentes no cuantificados en este trabajo, pero con importantes
propiedades antioxidantes, por lo que se sugiere realizar un analisis composicional
mas amplio y detallado que permita establecer la identidad de los compuestos que
pueden estar presentes en los extractos elaborados con etanol al 70% y que
contribuyen a la actividad antioxidante del propdleo.

Un estudio realizado por Guanche Gallardo, (2022) reporté que los extractos
elaborados con 30% y 70% de etanol presentaron los segundos valores mas altos
en términos de contenido fendlico (2,68 + 0,11 mg GAE/ml; 1,44 £ 0,01 mg GAE/ml
respectivamente) y flavonoides totales (0,23 £ 0,01 mg QE/ml; 0,04 £ 0,01 mg QE/ml
respectivamente) después de los extractos preparados con etanol puro, de estos
ultimos se obtuvieron contenidos fendlicos que oscilaron entre 23,21 + 1,92 mg
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GAE/mly 24,90 £ 2,99 mg GAE/ml y valores de flavonoides que oscilaron entre 1,91
1+ 0,01 mg QE/mly 2, 61 + 0,01 mg QE/ml.

Asociado a esto, el estudio demuestra que a pesar de las diferencias entre el
contenido de fenoles y flavonoides entre los extractos etandlicos y acuosos, la
actividad antioxidante no tuvo diferencias significativas, por lo que deducen que los
disolventes utilizados no solo son capaces de extraer compuestos fendlicos si no
otros grupos que son lo suficientemente fuertes como para generar una capacidad
antioxidante similar a la generada con compuestos extraidos solo con etanal,
corroborando los resultados obtenido en el presente estudio.

En la Tabla 10, también se puede observar que el ultrasonido con propilenglicol
produce extractos con altos niveles de compuestos fendlicos totales y flavonoides,
pero la actividad de eliminacién de radicales alcanzada se encuentra entre las mas
bajas en comparacidn con otros extractos. Lo anterior, se debe a que la alta energia
liberada durante la homogeneizacién con tecnologia ultrasénica resulta en un
aumento significativo de la temperatura, lo que puede afectar negativamente la
actividad bioldgica de estos compuestos (Mokrani & Madani, 2016). Por lo tanto, los
flavonoides y los compuestos fendlicos totales podrian estar presentes y ser
detectables, pero inactivos como eliminadores de radicales. Esto es coherente con
los resultados de Ultraturrax y la maceracion convencional, métodos de extraccion
con menor liberacion de energia, para los cuales el propilenglicol destaca como un
buen disolvente en todos los casos.

Como era de esperar, el aceite, por su naturaleza hidrofébica, fue el solvente que
presento los menores contenidos de compuestos fendlicos y flavonoides, y la menor
actividad antioxidante para todos los métodos de extraccion, ya que los compuestos
evaluados son en su mayoria hidrofilicos y polares. En un estudio realizado
(Kubiliene et al., 2015) se evaluaron extractos de propdleo elaborados con
diferentes solventes como polietilenglicol, aceite de oliva, agua y etanol al 70%, el
mayor contenido de compuestos fendlicos se encontré en el extracto etandlico de
propdleo (12,7 £ 1,2 mg/ml GAE) y el menor contenido de compuestos fendlicos se
encontrd en el extracto oleoso de propdleo (0,5 + 0,2 mg/ml GAE), sin embargo, se
evaluaron dos extractos de propodleo que tenian una combinacion de solventes: La
primera mezcla fue polietilenglicol, aceite de oliva y agua y la segunda mezcla fue
polietilenglicol y agua obteniendo un contenido de compuestos fendlicos de 9.5 +
1,3 mg/ml GAE y 10,7 + 1,2 mg/ml GAE respectivamente. Lo anterior, confirma los
resultados obtenidos en este estudio, debido a que el aceite por si solo no es capaz
de extraer una gran cantidad de compuestos bioactivos del propdleo. Sin embargo,
al combinarse con otros solventes puede extraer compuestos bioactivos que, por su
naturaleza, tienen mayor afinidad con solventes menos polares.
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4.3 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LOS EXTRACTOS DE PROPOLEO

La actividad antimicrobiana permite evaluar la inhibicidn que ejerce el producto en
estudio frente al crecimiento de diversos microorganismos. Pensando en el
potencial uso de los extractos de propoleo en la industria alimentaria, se evalu6 su
capacidad para inhibir 3 bacterias patdogenas comunmente relacionadas con la
aparicion de enfermedades transmitidas por alimentos.

En la Tabla 11 se presenta el diametro de los halos de inhibicién generados por los
diferentes extractos de propoleo como indicadores de la inhibicion del crecimiento
microbiano.
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Tabla 11. Actividad antimicrobiana de los extractos expresada en centimetros

Microorganismo | Solvente | Control | Convencional | Licuadora | Ultraturrax | Ultrasonido | P-value
E9%% [09%0,1¢ 1,6+0,3°P 27+0,62 1,9£0,1° 1,9+£0,2b 0,000
Staphylococcus E70% [09%0,1b 1,6+0,1a 1,8 +0,32 1,5+0,12 1,9+0,23a 0,000
aureus (29737) AO 0,7+0,3 0,8+0,1 0,8+0,1 0,8+£0,1 0,5+0/4 0,583
PP 0,0£0,0¢ 2,3+0,1°b 22+0,2° | 24+0,32 28+04-2 0,000
E9%% [0,9+0,1 09+0,0 1,0£01 1,0£01 1,204 0,109
Escherichia coli| E70% |0,6+0,5 0,3+0,5 0,8+0,1 1,0+0,2 1,0+ 0,1 0,140
(11775) AO 0,7+0,02 0,6 £0,12 0,2+0,4t | 0,0+£0,0¢ 0,6 £0,1a 0,000
PP 0,0+£0,0°b 0,0+£0,0°b 0,5+£04-> 0,0£0,0° 0,0+£0,0°b 0,009
Salmonella E9%% [14+04 1,2+0,3 1,2+0,2 1,2+0,2 1,2+0,2% 0,936
entérica v E70% [1,0+0,1b 1,0+ 0,1 1,2+£01a | 11£0,12 1,1+£01 0,024
enteritidis (13076) AO 05+0,4 0,5+0,9 0,0+£0,0 0,0+£0,0 0,0+£0,0 0,227
PP 0,0+£0,0°b 0,8+0,12 1,1+0,32 0,9+£0,1a 0,9+£0,1a 0,000

**Letras diferentes (a, b, c) en la misma fila indican diferencias significativas entre los métodos de extraccién para el mismo solvente. El
control positivo se realizé con amoxicilina para los tres microorganismos. Las zonas de inhibicion para Staphylococcus aureus, Escherichia
coliy Salmonella entérica fueron 4.4 £ 0.1, 3.0 £ 0.1 y 1.8 £ 0.2 respectivamente.
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Para Staphylococcus aureus, se observd que el uso de aceite de oliva como
solvente no presentd diferencias significativas entre los distintos métodos de
extraccion, lo que indica una baja efectividad general. En contraste, los otros tres
solventes si mostraron diferencias significativas. El propilenglicol presenté la mayor
actividad antimicrobiana cuando se utilizO6 en combinacién con ultrasonido,
evidenciado por el mayor diametro del halo de inhibicién. El etanol al 95 % también
mostré un resultado destacado con el método de licuadora, con una actividad
antimicrobiana comparable a la del propilenglicol. Por su parte, el etanol al 70 %
mostré una menor actividad en general, aunque se evidencio una ligera mejora con
el uso de ultrasonido, con resultados similares a los obtenidos mediante licuadora.

En el caso de Salmonella entérica sv enteritidis, se identificé que tanto el etanol al
95 % como el aceite de oliva no presentaron diferencias significativas entre
métodos. Sin embargo, con etanol al 70 % se observaron diferencias significativas
en comparacion con el control cuando se utilizé la licuadora, lo que indica un efecto
positivo del proceso sobre la actividad antimicrobiana. Los resultados mas
relevantes se presentaron con propilenglicol, ya que todos los métodos de
extraccion generaron halos de inhibicidn significativamente mayores que el control.
No obstante, entre si, los métodos no mostraron diferencias significativas, lo que
sugiere que cualquier método aplicado con este solvente permitiria obtener una
actividad antimicrobiana comparable.

Para Escherichia coli, no se observaron diferencias significativas entre métodos al
utilizar etanol al 95 % y al 70 %. En el caso del aceite de oliva, la actividad
antimicrobiana del extracto fue incluso menor que la del solvente solo, lo que sugiere
una posible interferencia del extracto con la accién antimicrobiana del aceite.
Finalmente, con propilenglicol se evidencié actividad antimicrobiana significativa
unicamente cuando se utilizé el método de licuadora, siendo esta la Unica condicion
efectiva frente a este microorganismo.

En general, se puede inferir que los extractos obtenidos con etanol al 95 % y
propilenglicol presentan mayor potencial antimicrobiano, y que la licuadora se
destacé como un método eficaz, especialmente frente a Staphylococcus aureus 'y
Escherichia coli.

En un estudio realizado por (Martinez et al., 2012), se observo que los extractos de
propéleo utilizando etanol destilado al 96% y bajo extraccion convencional no
presentaron capacidad de inhibicion frente a E. coli, Salmonella tiphy y S. aureus,
dado que la medicion de los halos fueron muy similares al control, sin embargo, el
extracto etandlico colectado en trampa presentd un efecto bacteriostatico y
bactericida frente a B. subtilis, resaltando la accién efectiva de los extractos de
propodleo frente a bacterias gram positivas y la accion limitada frente a bacterias
gram negativas. Las bacterias gram negativas como E. coli poseen una membrana
adicional que les confiere un mayor grado de resistencia a los antimicrobianos
(Sforcin et al., 2000).
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Al comparar los resultados del presente estudio con el mencionado anteriormente,
se puede afirmar que el método de extraccion y el origen de la materia prima son
aspectos que también influyen significativamente en la extraccion de los
compuestos que conforman la actividad antimicrobiana, ya que los extractos
provenientes del municipio de Caldas no presentaron efecto contra S. aureus a
pesar de ser grampositivos, sin embargo, el extracto empleado en este proyecto
proveniente de la region del Meta si lo presenta.

Para el tercer objetivo, los resultados de este estudio indican que existen factores
que influyen en la capacidad inhibitoria de los extractos frente a las bacterias
analizadas. El etanol al 95 % y el propilenglicol fueron los solventes mas eficaces
para extraer compuestos bioactivos con capacidad inhibidora, mientras que el aceite
de oliva mostré una efectividad limitada en todos los casos. Entre los métodos
evaluados, la licuadora destacé como una alternativa eficiente, no solo por su
accesibilidad y simplicidad, sino también por su capacidad para potenciar la
actividad antimicrobiana en combinacion con solventes adecuados. Estos hallazgos
sugieren que el uso de tecnologias accesibles como la licuadora, junto con
solventes como el etanol al 95 % o el propilenglicol, puede representar una
estrategia viable para la obtencion de extractos naturales con potencial
antimicrobiano aplicables en la industria alimentaria.

4.4 METODOS DE EXTRACCION: VENTAJAS Y DESVENTAJAS EN EL
SECTOR APICOLA.

El método de extraccién del propdleo tiene un impacto directo en el rendimiento y la
calidad del extracto. Actualmente, la busqueda de técnicas de extraccidon
sostenibles se ha convertido en uno de los temas mas importantes para la industria;
la incidencia y propagaciéon de nuevas enfermedades como el COVID-19 ha
centrado el interés en los compuestos naturales y sus derivados (Campos Montiel
et al., 2023). Los métodos de extraccion se clasifican en dos grandes grupos:
Métodos convencionales y métodos emergentes (Hernandez et al., 2023), en este
estudio solo se evalué un método de extraccion convencional, mientras que los
demas se clasifican como métodos emergentes.

Una de las principales desventajas de la extraccion con técnicas convencionales es
que los compuestos bioactivos se degradan y pierden su efectividad. Los factores
responsables de esto son principalmente la alta temperatura y el tiempo de
extraccion. Asi mismo, los solventes utilizados son compuestos organicos volatiles
y sustancias toxicas que representan un peligro para la salud, la seguridad y el
medio ambiente (Campos Montiel et al., 2023). Lo anterior ha generado la necesidad
de buscar tecnologias que puedan mejorar la forma en la que se extraen los
compuestos bioactivos sin que estos se vean afectados (Hernandez et al., 2023).
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De los métodos emergentes evaluados en este articulo (licuadora, ultrasonido y
ultraturrax), el que ha cobrado mayor relevancia en los ultimos tiempos es la
extraccidn por ultrasonido, la cual destaca por tener menores tiempos de extraccion,
mayor rendimiento y capacidad de extraer compuestos bioactivos, sustancias de
bajo peso molecular y otros metabolitos de las plantas (Campos Montiel et al.,
2023),sin embargo, la principal desventaja es el costo de adquisicion, el cual se
estima aproximadamente en 26.254.201 pesos (Fisher Scientific, 2024; Sino Sonics,
2024), con una capacidad maxima de procesamiento de 1000 mL (Direct Industry /
Connect, 2024). El otro método es la extraccion con Ultraturrax, este tiene un
procesamiento rapido que protege las muestras de dafos por calentamiento
producto de homogeneizaciones prolongadas, ademas asegura que las fases
sélida, liquida y gaseosa inmiscibles tengan una emulsificacién instantanea y
uniforme (Lobov Cientifica, 2024). Sin embargo, su principal desventaja también es
el costo de adquisicion, el cual es de 22.326.780 pesos con una capacidad entre 1
y 1500 ml (Open Sky Colombia, 2024).

Si bien las técnicas de extracciébn antes mencionadas tienen caracteristicas
importantes para la obtencion de compuestos bioactivos, el equipo que se utiliza es
muy costoso y poco accesible para los apicultores, por lo que en este proyecto se
propuso una técnica adicional utilizando la licuadora como técnica de extraccion.
Los resultados obtenidos demuestran que la extraccion de compuestos bioactivos
con el método de la licuadora es comparable a la cantidad que se puede extraer
utilizando ultraturrax y ultrasonido, ademas, el acceso que pueden tener los
apicultores a esta técnica y su equipo es mayor en comparacioén con el resto, el
valor de una licuadora con capacidad de 30 litros se estima aproximadamente entre
2.400.000 pesos y 2.800.000 pesos (Casa de la Licuadora Industrial, 2024).
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5. CONCLUSIONES

La cinética de extraccidon sugiere que el método convencional (maceracion por 15
dias) debe ser reconsiderado debido a la disminucion en la concentracion de
compuestos fendlicos totales posiblemente debido a procesos de deterioro que se
hacen significativos a partir del noveno dia para el aceite, decimotercer dia para el
etanol 70% y decimocuarto dia para el etanol 95%.

El propilenglicol resultd ser el solvente con el que se logra un mayor nivel de
extraccion de compuestos fendlicos totales utilizando el método de extraccion
convencional, mientras que el etanol al 95% es el que permite una mejor obtencién
de flavonoides utilizando una licuadora como mecanismo de extraccion. Sin
embargo, los extractos preparados con etanol al 70% mediante métodos de alta
energia como ultraturrax y ultrasonido alcanzan niveles de actividad antioxidante
comparables a los evidenciados en el propilenglicol con mayor contenido de
compuestos fendlicos totales. Los métodos de extraccion licuadora y ultraturrax son
igualmente efectivos en la extraccion utilizando etanol al 70% como solvente, con
mayor contenido de flavonoides y actividad antioxidante en comparacion con los
resultados obtenidos en la extraccién convencional.

En relacidon con la actividad antimicrobiana, los extractos con propilenglicol
mediante ultrasonido y etanol al 95% mediante licuadora mostraron la mayor
capacidad antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus, sin diferencias
significativas entre ellos. Para Salmonella entérica sv enteritidis, todos los extractos
elaborados con propilenglicol mostraron inhibicion significativa,
independientemente del método de extraccion. Finalmente, frente a Escherichia
coli, unicamente el extracto elaborado con propilenglicol mediante licuadora
presentd una actividad antimicrobiana significativa, posicionandose como la opcién
mas efectiva frente a este microorganismo.
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6. RECOMENDACIONES

Los extractos oleosos no mostraron un efecto prominente en relacién con los
compuestos fendlicos totales y flavonoides. No obstante, se recomienda realizar un
estudio que evalue como los diferentes métodos de extraccion pueden favorecer la
obtencién de compuestos organicos valiosos, como fitoesteroles, esteroles,
estanoles y fitoestrogenos, los cuales podrian ser extraidos mas eficientemente por
el aceite en comparacion con otros solventes, debido a su afinidad particular con
estos compuestos.

Se sugiere realizar procesos de transferencia del conocimiento dirigida a los
apicultores sobre las técnicas de extraccion del propdleo que han desarrollado,
ensefandoles métodos mas eficientes para obtener los extractos, sin necesidad de
recurrir a tiempos prolongados que podrian ser contraproducentes para la obtencion
de los compuestos bioactivos. Ademas, se podria presentar una variedad de
técnicas y solventes alternativos al método convencional, o que contribuiria a
incrementar la extraccion de dichos compuestos, reduciendo el tiempo de extraccion
y aumentando la productividad.

Existen diversas variables que influyen de manera significativa en el proceso de
extraccion, siendo el origen del propdleo uno de los factores mas determinantes.
Por esta razon, resulta fundamental validar los resultados obtenidos en el presente
estudio considerando el analisis de propdleos provenientes de diferentes origenes
y caracteristicas, con el fin de comprobar si exhiben un comportamiento similar.

Se sugiere ampliar el analisis de los compuestos bioactivos con el fin de identificar,
bajo las condiciones de extraccion evaluadas, otros componentes presentes en los
extractos, distintos a los compuestos fendlicos totales y flavonoides, que puedan
contribuir a incrementar la capacidad antioxidante y antimicrobiana.
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