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RESUMEN

El propdleo es un sub producto creado por las abejas a partir de resinas y exudados,
presenta una composicion quimica rica en compuestos fenolicos. El objetivo del
estudio fue evaluar las propiedades de los nanoencapsulados de propoleo
purificado en matrices de goma ardbiga y maltodextrina. Para tal propdsito se
recolectaron propoleos provenientes de Cuncataca, Chaccamarca y Huinchos de la
provincia de Andahuaylas, estos fueron purificados en medio etandlico al 80% para
la inmersion en medios encapsulantes. Se realizé secado por aspersion en el equipo
nano Spray Dryer B-90 Buchi para obtener el nanoencapsulado de propdéleo en
forma de polvo. Se determind el contenido de flavonoides totales, compuestos
fendlicos totales, capacidad antioxidante, rendimiento, humedad, actividad de agua,
color, grupos funcionales, microfotografias estructurales y tamafio de particula en

los nanoencapsulados de propdleo.

Los flavonoides totales variaron entre 1.81 y 2.26 mg de quercetina/g de muestra,
los compuestos fendlicos totales mostraron valores entre 1.76 y 3.38 mg de &cido
gélico equivalente/g de muestra, la capacidad antioxidante por DPPH fue de 10.33
y 12.55 umol de trolox equivalente/g de muestra'y por ABTS oscilo entre 1.03y 2.33
pmol de trolox equivalente/g de muestra, el rendimiento de encapsulacion varié
entre 61.27 y 69.40 %, la humedad presentd valores entre 4.93 y 6.26 %, la
actividad de agua estuvo en los rangos de 0.24 y 0.30, para el color se tuvo
luminosidad que varié entre 91.48 y 92.25, los espectros IR mostraron picos
intensos con la presencia del grupo hidroxilo, grupo carbonilo, que indican la
presencia de agua, carbohidratos, compuestos fendlicos, compuestos antioxidantes
y flavonoides. Las microfotografias estructurales mostraron la formacion de esferas

heterogéneas con tamafnos de particula que variaron de 204.4 a 266.7 nm.

Se concluye que el nanoencapsulado proveniente de Cuncataca presentd mejores

propiedades, lo que permitiria su potencial uso en la industria alimentaria.

Palabras clave: propdleo, nanoencapsulado, flavonoides, compuestos fendlicos,

capacidad antioxidante.



ABSTRAC

Propolis is a by-product created by bees from resins and exudates, it has a chemical
composition rich in phenolic compounds. The objective of the study was to evaluate
the properties of purified propolis nanoencapsulates in matrices of gum arabic and
maltodextrin. For this purpose, propolis from Cuncataca, Chaccamarca and
Huinchos in the province of Andahuaylas were collected, these were purified in 80%
ethanolic medium for immersion in encapsulating media. Spray drying was carried
out in the Buchi nano Spray Dryer B-90 equipment to obtain the nanoencapsulated
propolis in powder form. The content of total flavonoids, total phenolic compounds,
antioxidant capacity, yield, moisture, water activity, color, functional groups,
structural photomicrographs and particle size in the propolis nanoencapsulates were

determined.

Total flavonoids varied between 1.81 and 2.26 mg of quercetin/g of sample, total
phenolic compounds showed values between 1.76 and 3.38 mg of gallic acid
equivalent/g of sample, antioxidant capacity by DPPH was 10.33 and 12.55 umol of
trolox equivalent. /g of sample and by ABTS ranged between 1.03 and 2.33 ymol of
equivalent trolox/g of sample, the yield varied between 61.27 and 69.40%, the
humidity presented values between 4.93 and 6.26%, the water activity was in the
range of 0.24 and 0.30, for the color there was luminosity that varied between 91.48
and 92.25, the IR spectra showed intense peaks with the presence of the hydroxyl
group, carbonyl group, which indicate the presence of water, carbohydrates,
phenolic compounds, antioxidant compounds and flavonoids. Structural
photomicrographs showed the formation of heterogeneous spheres with particle
sizes ranging from 204.4 to 266.7 nm.

It is concluded that the nanoencapsulated from Cuncataca presented better

properties, which would allow its potential use in the food industry.

Keywords: propolis, nanoencapsulated, flavonoids, phenolic compounds,

antioxidant capacity.



CHUMASQA

Propéleo nisqaga kasga subproducto abejakunapa kamasgan, resina chaymanta
exudados nisganmanta, huk composicién quimica nisgayugmi ghapag compuestos
fenodlicos nisgawan. Kay yachaypa munayninga karga chaninchay kay
nanoencapsulados de propoleo purificado kay matrices de goma arabiga
maltodextrina. Chaypagmi hufiurganim propoleos Cuncataca, Chaccamarca
hinaspa Huinchos llagtakunamanta provincia Andahuaylasmanta, chaykunatam
churakurgan medio etandlico 80% nisqapi, kagmanta medios encapsulantes nisgapi
challpunankupag. Kay chakichiyga ruwakurga nano Spray Dryer B-90 Buchi equipo
nisgawan, chaymantaga nanoencapsulado propoleo nisganmanta polvo nisgapi
tarikurga. Chay contenido de flavonoides totales, compuestos fendlicos totales,
capacidad antioxidante, rendimiento, humedad, actividad de agua, color, grupos
funcionales, microfotografias estructurales, tamafio de particula nisqgakuna tarikurga

kay polvo hurqusgqamanta.

Contenido de flavonoides totales chayarga 1,81 hinataq 2,26 mg de quercetina/g de
muestra, chaymanta compuestos fendlicos totales chayarga 1,76 hinataq 3,38 mg
equivalente de acido gélico/g de muestra, capacidad antioxidante DPPH
nisganmanta karga 10,33 hinatag 12,55 umol de trolox equivalente/g de muestra,
chaymanta ABTS karga 1,03 hinataq 2,33 pmol de trolox equivalente/g de muestra,
chay rendimiento tikrarqa 61,27 hinatagq 69,40%, hinaspa humedad chayarga 4,93
hinataq 6,26%, chay actividad yakumanta kasga 0,24 y 0,30, chay llimpim challarga
yaga yuraq kaynimpi, chaninmi kasqa 91,48 hinataq 92,25 chaniyuqg, chaymanta
espectros IR nisganmanta gawarichirgaku ancha munay picos nisgakunata chay
grupo hidroxilo, carbonilo, yaku, carbohidratos, compuestos fendlicos, compuestos
antioxidantes hinataq flavonoides kasqa. Kay microfotografias estructurales
gawarichirgaku achka ruyrukunata, sayayninga karga 204,4 hinataq 266,7 nm,
Tukunapag, chay nanoencapsulado propdleo Cuncatacamanta aswan allin karga,
tukuy ima ruranapaq kay mikuy industria nisqampag.
Tiksi rimaykuna: prépolis, nanoencapsulado, flavonoides, compuestos fendlicos,

antioxidante atiy.



INTRODUCCION

El Peru es un pais con gran diversidad biolégica que permite el buen desarrollo de
la apicultura, mediante esta actividad se logra producir miel, jalea, polen, cera y

propoleo.

El objetivo fue evaluar las propiedades del propéleo nanoencapsulado, debido al
incremento de este producto en la regidn y porque posee una composicion quimica
alta en compuestos fendlicos que son beneficiosos para la salud (Soleimanifard et
al., 2021; Bodini et al., 2013; Chaillou y Nazareno, 2009), logrando tener resultados

comparables con diversos reportes internacionales.

La presente investigacion de nanoencapsulacion del propéleo estd compuesta por
el capitulo I, que trata sobre la situacion problematica, formulacién del problema,
justificacion, objetivos e hipotesis de la investigacion, cuyo proposito fue identificar
y generar una nueva alternativa de solucién al problema, el capitulo Il muestra los
antecedentes recopilados sobre el estudio de propoleo encapsulado y crudo que
fueron importantes para obtener informacion y comparar con los resultados
obtenidos, en el capitulo Il se encuentran todas las teorias y conceptos de la
investigacion que serviran para el mejor entendimiento del lector, el capitulo IV hace
mencion al lugar de ejecucion, identificacion de las variables, materiales,
instrumentos, equipos, poblacién y muestra, tipo de investigacion, metodologia
experimental, los métodos de analisis y disefio experimental de la investigacién que
forman parte de la metodologia de la investigacién, en el capitulo V se muestran los
resultados obtenidos de flavonoides totales, compuestos fendlicos totales,
capacidad antioxidante, rendimiento, humedad, actividad de agua, color,
espectrofotometria por transformada de Fourier, microfotografias estructurales,
tamafio de particula de los nanoencapsulados de propdleos con sus respectivas

discusiones.

Finalmente, en el capitulo VI se hace mencion a las conclusiones en respuesta a
los objetivos, recomendaciones para futuras investigaciones, bibliografias y los

anexos del trabajo de investigacion.



CAPITULO I: PROBLEMA DE LA INVESTIGACION

1.1.Situacion problematica.

La apicultura en el Peru esta sujeta a la diversidad de plantas y climas que permiten
la produccion de miel, jalea real, polen, ceray propdleo, es asi que para el afio 2020
se tuvo mas de 300 mil colmenas en produccion, 2314 toneladas de miel y alrededor
de 40 mil productores apicolas en actividad. De acuerdo al Ministerio Agricultura
(2015) la regién de Apurimac se ubicé en el quinto lugar con 15614 colmenas en
produccion, de esta manera la produccion de propoleo viene creciendo
paralelamente, pero segun el Ministerio de comercio exterior y turismo (2008), mas
del 95% de apicultores solo le dan énfasis a la produccién de miel, teniendo
desconocimiento del potencial uso del propdleo.

El propoleo es un sub producto recolectado por las abejas a partir de resinas y
exudados de las plantas, presenta gran variedad de propiedades por su
composicién quimica, ha demostrado ser muy favorable para la salud por ser buen
antioxidante, antimicrobiano, antinflamatorio, cicatrizante, anestesico,
anticariogénico, antiviral y anticancerigeno debido a la presencia de compuestos
fendlicos como flavonoides y acidos fendlicos (Soleimanifard et al., 2021; Bodini et
al., 2013; Chaillou y Nazareno, 2009). Sin embargo, su uso es limitado por los
consumidores e industrias debido a su alta perecibilidad, baja tasa de disolucion,
biodisponibilidad, alta sensibilidad y sabor amargo, dejando de lado la bioactividad

de este producto (Soleimanifard et al., 2021).

La encapsulacion por atomizacion es una técnica muy usada para la produccion de
alimentos en polvo (Flaquer-Florez et al., 2016). Es buena opcién para reducir
algunas caracteristicas sensoriales indeseables, también ayuda a proteger la
bioactividad y amplia su dosificacion, a través de una matriz de encapsulacion
soluble en agua (Da silva et al., 2013; Bruschi et al., 2003). Para ello, es importante
contar con un material de pared, con adecuadas propiedades fisicoquimicas, las
cuales son fundamentales debido a que los compuestos son sensibles a
condiciones ambientales adversas (Jafari et al., 2008). Cabe resaltar, que los

compuestos bioactivos, casi siempre tienen muy baja solubilidad y biodisponibilidad,
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debido a que son hidrofébicos. De esta manera, el secado por atomizacion
contribuye a mejorar la solubilidad y absorcién de los compuestos flavonoides (Di
Battista et al., 2015; Fujimori et al., 2016). Es asi que el presente trabajo de
investigacion tuvo como objetivo evaluar los nanoencapsulados de propoéleo
purificado en matrices de goma arabiga y maltodextrina, con la finalidad de obtener
un polvo rico en compuestos fendlicos y flavonoides que despierte el interés de las

industrias para futuras aplicaciones en alimentos.

1.2.Formulacién del problema

1.2.1. Problema general

¢, Como sera el comportamiento de la nanoencapsulacion de propéleo purificado en

matrices de goma arabiga y maltodextrina?
1.2.2. Problemas especificos

¢,Como es el contenido de flavonoides, compuestos fendlicos y capacidad
antioxidante en la nanoencapsulacion de propoleo purificado en matrices de goma

arabiga y maltodextrina?

¢Como es el rendimiento, humedad, actividad de agua y color en la
nanoencapsulaciéon de propdleo purificado en matrices de goma arabiga y

maltodextrina?

¢Como son los grupos funcionales, microfotografias estructurales y tamafio de
particula en la nanoencapsulacion de propdleo purificado en matrices de goma

arabiga y maltodextrina?



1.3. Justificacién de la investigacion

La apicultura en el Pera es una actividad econémica de muchas familias, de este
modo la produccion de miel, jalea real, polen, cera y propdleo generan ingresos
econoémicos. Por otro lado, Apurimac se sitla en el quinto lugar por crianza de
colmenas, es por esto que surge el interés de estudiar el propéleo y dar a conocer

a la poblacion su gran valor.

Como se indicoé en el problema, el propdleo presenta una composicion quimica
notable, que favorece a la salud humana por la presencia de compuestos fendlicos,
es buen antioxidante, antimicrobiano, antinflamatorio, cicatrizante, anestésico,
anticariogénico, antiviral y anticancerigeno (Soleimanifard et al., 2021; Bodini et al.,
2013; Chaillou y Nazareno, 2009). También, presenta baja tasa de disolucion,
biodisponibilidad, alta perecibilidad, alta sensibilidad y sabor amargo (Soleimanifard
et al., 2021).

Segun Sharifi et al. (2015) la encapsulacion es bastante usada y econdmica, ayuda
a disminuir el deterioro de biocompuestos y es caracteristico usar una matriz para
apresar las sustancias sensibles, formando barrera que ayuda a reducir su perdida,
incrementado la estabilidad y biodisponibilidad. Cabe sefialar que, en tecnologia de
alimentos, se usa la encapsulacién con el propdsito de enmascarar los sabores
desagradables (Gouin, 2004).

En base a este argumento se pretende realizar la nanoencapsulacion de propéleo,

para obtener un polvo muy fino, que sirva como material de estudio.

De este modo, innovar el mercado a través del nanoencapsulado, para mejorar su
presentacion y atributos que permitan enmascarar esas caracteristicas indeseables,
asi generar mayores ingresos econdémicos a nuestros apicultores de la region y
despertar el interés de industrializarlos, es por eso que nace la idea de poder

nanoencapsular al propoleo.

Desde el punto de vista metodoldgico, se pretende evidenciar informacién sobre la
nanotecnologia incorporada en alimentos, para futuros estudios dentro de la region

y el pais.



1.4.0bjetivos de la investigacion

1.4.1. Objetivo general

Evaluar el comportamiento de la nanoencapsulacion de propdleo purificado en

matrices de goma arabiga y maltodextrina.
1.4.2. Objetivos especificos

Determinar el contenido de flavonoides, compuestos fendlicos y capacidad
antioxidante en la nanoencapsulacion de propoleo purificado en matrices de goma

arabiga y maltodextrina.

Determinar el rendimiento, humedad, actividad de agua y color en la
nanoencapsulacion de propoéleo purificado en matrices de goma ardbiga y

maltodextrina.

Determinar los grupos funcionales, microfotografias estructurales y tamafio de
particula en la nanoencapsulacion de propdleo purificado en matrices de goma

arabiga y maltodextrina.

1.5.Formulacion de la hipétesis

1.5.1. Hipétesis general

Los nanoencapsulados de propéleo purificado en matrices de goma arabiga y

maltodextrina difieren de la zona de recoleccion.
1.5.2. Hipétesis especifica

El contenido de flavonoides, compuestos fendlicos y capacidad antioxidante de los
nanoencapsulados de propdleo purificado en matrices de goma arabiga y

maltodextrina difieren de la zona de recoleccion.

El rendimiento, humedad, actividad de agua y color de los nanoencapsulados de
propéleo purificado en matrices de goma arabiga y maltodextrina difieren de la zona

de recoleccion.



Los grupos funcionales, microfotografias estructurales y tamafio de particula de los
nanoencapsulados de propoleo purificado en matrices de goma arabiga y
maltodextrina provenientes de Chaccamarca presentan diversos grupos

funcionales, adecuada morfologia y tamafio de particula a nivel nanométrico.



CAPITULO II: ANTECEDENTES
2.1. Antecedentes internacionales

Pant et al. (2022), estudiaron la optimizacion de la encapsulacion de propoéleo en la
India, el objetivo de esta investigacion fue desarrollar un polvo de propdleo
encapsulado rico en polifenoles, sin alcohol y secado al vacio, con la finalidad de
enmascarar el sabor amargo y astringente de este tipo de productos; para tal efecto,
recolectaron 30 muestras de propoleo de 4 lugares distintos, las cuales fueron
disueltas en etanol al 70 % y colocadas en un ultrasonido para posteriormente ser
filtradas, los extractos se mezclaron con maltodextrina, que lo trataron en un rota
vapor con la finalidad de eliminar el exceso de etanol, finalmente lo secaron al vacio
a una temperatura que oscilé entre 30 y 50 °C, para luego realizar molienda y
obtener un polvo fino. Las propiedades que estudiaron fueron: densidad, color,
solubilidad, higroscopicidad, grupos funcionales, propiedades termales, humedad,
actividad de agua, compuestos fendlicos y capacidad antioxidante. Evidenciaron
resultados de compuestos fendlicos totales entre (20.98 — 30.91 mg GAE/Q), la
luminosidad de sus encapsulados fue (66.13 — 74.85), también bajé la luminosidad
al aumentar su concentracion y temperatura. Ademas, los polvos de propoleo que
encapsularon presentaron una alta eficiencia en la encapsulacion, en cuanto al
analisis térmico se mostrd que los compuestos fendlicos estaban bien conservados

en el producto, demostrando un potencial funcional y nutraceutico.

El aporte de la presente investigacion contribuyé a entender mejor el proceso de
obtencion del propdleo purificado y conocer las propiedades mas importantes de

este estudio.

Sturm et al. (2019), estudiaron la encapsulacion de propéleos no descerados
procedentes de Eslovenia, el objetivo de esta investigacion fue lograr atomizar
propéleo no descerado por liofilizacion y secado por aspersion, para que obtengan
un polvo con alto nivel en compuesto fendlicos. Para esta investigacion los insumos
gue utilizaron fueron extracto de propdleo de alamo al 70%, en alcohol al 96%, goma
arabiga, maltodextrina e inulina. Las matrices encapsulantes lo prepararon por

individual y por combinacion para ver el efecto de estas, seguidamente combinaron
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con propdleo a diferentes concentraciones. Fueron pasados por bafos ultrasonicos
durante 10 minutos y seguidamente homogenizaron a 1600 rpm por 2 minutos,
seguidamente centrifugaron a 250 de fuerza centrifuga, también utilizaron sin
centrifugar. Los sobrenadantes que obtuvieron mediante la centrifugacion fueron
retirados y procedieron a liofilizar y secar por aspersion. Presentaron los siguientes
valores, de extracto de propdleo al 25%, 101.7 + 11.7 mg CAE/g de compuestos
fendlicos totales, los encapsulados tuvieron valores de 63.2 + 1.4 mg CAE/g de
compuestos fenolicos, actividad antioxidante de 43.9 + 2.5 mg CAE/g, tamafio de
particula de 3 + 2.6 um y actividad de agua (Aw) 0.072 + 0.003. En este trabajo de
investigacién afirman que los métodos de liofilizacion y secado por aspersion
permiten lograr extraer prop6leo en polvo, con alto nivel de compuesto fendlicos
encapsulados, alto nivel de actividad oxidante, también la goma arabiga fue la mejor
pared de encapsulacion, sin embargo, esta tiene costo alto y hay que tomarlo en

cuenta.

Este trabajo aportd informacion en cuento a rendimiento, microscopia electrénica

de barrido, actividad antioxidante (DPPH) y fenoles totales.

Catchpole et al. (2018), estudiaron propdleos procedentes de Nueva Zelanda,
tuvieron como objetivo evaluar la funcién que tiene el propdleo contra el cancer
gastrointestinal, ademas de ello realizaron con la finalidad de mejorar la
aceptabilidad de este en el marcado por su sabor y aroma picante. Formularon el
propdleo en complejos de ciclodextrina, por lo que hicieron pruebas in vitro, usando
ensayos humanos anti-cancer gastrointestinal, antiinflamatorios y antioxidantes. Los
procedimientos que realizaron inicio al extraer los propoleos en etanol,
seguidamente realizaron la formacion de complejos de propdéleo — ciclodextrina,
donde estos fueron mezclados segun su formulacién, seguidamente enfrascaron y
pusieron en un bafio acetona/hielo, donde se congelaron para luego ser liofilizados.
Los resultados que reportaron muestran la presencia de buena capacidad
antioxidante, ademas de ello presentan un potencial beneficioso para la salud

gastrointestinal.
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El aporte de este trabajo de investigacion para este proyecto de tesis, fue evidenciar
que los métodos de encapsulacion son importantes también para poder enmascarar

algunas caracteristicas indeseables de productos.

Busch et al. (2017), estudiaron las caracteristicas y estabilidad del encapsulado de
propoéleo por atomizacion, este trabajo lo realizaron en la universidad de buenos
aires, tuvieron como objetivo de estudio encapsular propoleos, usaron matrices de
maltodextrina y gomas afiadidas para poder verificar las caracteristicas
fisicoquimicas, capacidad antioxidante y compuestos fendlicos. Ademas,
pretendieron mejorar la baja solubilidad en agua y malos sabores. Realizaron el
secado por aspersion de la siguiente manera: primeramente, purificaron el propoleo
cuya muestra fue 14 g. de propéleo en 100 mL de etanol, pusieron en agitacion por
24 horas, luego filtraron, seguidamente pusieron a un congelador por un tiempo de
10 horas a 20 °C y finalmente fueron centrifugadas a 4500 rpm a 5 °C durante 10
minutos. Prosiguieron a extraer y purificar la goma vinal, después prepararon 30 g
de maltodextrina y 0.3 g goma arabiga en 100 mL de agua bidestilada, estas fueron
agitadas a 500 rpm durante 24 horas. Continuaron con la homogenizacion mediante
un ultra-turrax a 15000 rpm por 2 minutos. Finalmente agregaron 10 mL de extracto
de propdleo y nuevamente homogenizaron en el ultra-turrax por 2 minutos, luego
filtraron para evitar obstrucciones en el atomizador. Los estudios que realizaron
fueron actividad antioxidante, SEM, rendimiento y actividad de agua, los resultados
que obtuvieron para SEM mostraron tener forma esférica deformadas con extensas
superficies abolladas, la matriz no tuvo fisuras y se puede decir que es una buena
barrera de proteccion para el material, encontraron gran poder reductor de actividad
antioxidante con la adicion de goma arabiga, que ayuda a cuidar los compuestos
bioactivos, rendimiento de 68%, en cuanto a quercetina que hace referencia al
contenido de flavonoides obtuvieron 9.1 + 0.2 mg/g de propéleo, los mejores valores

de actividad de agua fue 0.52, tuvieron contenido de fenoles totales de 1.67 + 0.02.

Se encontro gran informaciéon para poder realizar la extraccion de propoleo, medir
actividad de agua y también sobre como nanoencapsular al propoleo por

atomizacion.
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Santana et al. (2017), estudiaron diferentes propodleos del noreste de Brasil, el
trabajo se realiz6 en la universidad federal de Sergipe y universidad federal de
Ceara, tuvieron como objetivo determinar los compuestos bioactivos y actividad
antioxidante de los propdleos de color pardo, verde y rojo, por lo tanto, usaron 2 gy
15 mL para empezar el proceso de purificacion del propoleo, donde realizaron
mediante un bafio ultrasénico a 35° C por 60 minutos. Los extractos lo centrifugaron
por 10 minutos, finalmente fueron filtrados por medio de filtros de celulosa.
Presentaron resultados de 91,32 + 0.49 mg GAE/g en compuestos fendlicos, 59,45
+ 0.82 mg de quercetina/g en contenido de flavonoides, también mencionaron que
la actividad antioxidante del propdleo tiene relacion con el contenido de compuestos

fendlicos.

Este trabajo ayudo a tener en cuenta la variacion del contenido de compuestos de

los propdleos de acuerdo a su procedencia.

Cottica et al. (2015), estudiaron propoleos canadienses, tuvieron como objetivo de
investigacion extraer propdleo secuencial en dos pasos para que realicen
comparaciones quimicas y sus propiedades de estas. Realizaron las extracciones
del propéleo en agua y en etanol, por lo que usaron 40 g de propdleo y 400 mL de
etanol, estos lo agitaron por 24 horas a 37°C, luego los filtraron en papel Whatman
N° 42 para eliminar restos. El agua y alcohol los evaporaron a presion reducida.
Prosiguieron con la determinacion del contenido de compuestos fendlicos totales,
flavonoides y capacidad antioxidante (DPPH), donde vieron la existencia de fuerte
capacidad antioxidante en los propoéleos. Llegaron a las conclusiones que los
propéleos canadienses tenian iones parecidos al propéleo marrén brasilefio.
También que los polifenoles y los flavonoides se extrajeron preferentemente con

etanol.

Esta informacion sirvio para poder contrastar los procedimientos, que se realizan en
la extraccion de propdleo, como realizaron los métodos de capacidad antioxidante
y las recomendaciones que nos dan para poder realizar mejor el trabajo de

investigacion.
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Da Silva et al. (2013), evaluaron propodleos atomizados procedentes de Brasil, el
objetivo en esta investigacion fue de obtener polvos de propdleo, donde usaron
paredes encapsulantes como goma arabiga y almidon OSA, seguidamente
evaluaron sus propiedades fisicas y funcionales. Realizaron una extraccion
etandlica de propdleo hasta ver que la muestra quede preparada, seguidamente
prepararon las formulaciones de propoleo en almidon de goma arébiga y almidon
OSA a concentraciéon de 30 g /100 mL, fueron homogeneizadas con un ultra-turrax
T25, por un periodo de 2 minutos a 15000 rpm. Finalmente trabajaron en un secador
por aspersion de modelo MSD 1.0 Lambag, para ello usaron 120 °C temperatura de
entrada y 91 °C temperatura de salida, caudal de aire a 0.60 m3/min y el didmetro
de la boquilla fue de 1.3 mm, los polvos obtenidos se pusieron en viales bien tapados
y forrados con papel aluminio. Estudiaron los compuestos fendlicos totales,
capacidad antioxidante, microscopia electronica de barrido, donde presentaron
resultados de microfotografias SEM, las microparticulas mostraron tener forma
redonda, algunos presentaron abolladuras atribuidas por la evaporacion rapida del
liquido, en cuanto a los resultados que obtuvieron para capacidad antioxidante,
mencionan que las muestras con goma arabiga presentaron mayor actividad
antioxidante porque usaron una formulacion adecuada de medio encapsulante y
propdleo, humedad de 9.3 a 12 %, luminosidad de 88 a 89, Aw de 0.25 a 0.39,
tamafio de particula de 16 a 34 micras. La conclusion a la que llegaron fue que el
propéleo es posible utilizarlo como un ingrediente funcional, que presente

caracteristicas adecuadas.

Esta investigacion ayudd a entender como se realiza la encapsulacion por
atomizacion, ademas de ello ayud6 a aclarar algunos analisis que realicé en mi

trabajo de investigacion.

Rajibul et al. (2010), estudiaron la capacidad antioxidante y los componentes
guimicos del propéleo indio, la investigacion lo realizaron en la universidad de Visva-
Bharat de India, tuvieron como objetivo de investigacion reportar la actividad

antioxidante del propoleo, para ello realizaron los extractos acuosos y etandlicos de
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propéleo, la muestra la recolectaron en el mes de diciembre y luego la procesaron

para el uso en su investigacion, prosiguieron con la preparacion EEP y AEP.

Determinaron contenido de flavonoides, contenido de polifenoles totales, actividad
antioxidante donde los resultados fueron los siguientes: para el contenido de
polifenoles totales lo encontraron desde 269.10 y 159.10 mg GAE g, el contenido
de flavonoides fue de 25.50 y 57.25 mg QE/g, los ensayos que obtuvieron de
antioxidantes AEP mostraron mayor actividad antioxidante comprados con EEP,
esto puede ser atribuido a que poseen mayor contenido de polifenoles, de esta

manera AEP puede ser un buen sustituto del extracto en etanol.

Esta investigacion ayudd a tener en cuenta que los extractos de propdleo variando

condiciones de extraccion influye en los resultados.

Alencar et al. (2007), estudiaron un nuevo propoleo de coloracion roja procedente
de Brasil, el objetivo que tuvieron fue evaluar las actividades biologicas y
composicién quimica de estos, para lo cual recolectaron propoleo de regiones del
noreste de Brasil, después pesaron 100 g de propdleo, diluidas en 450 ml de etanol
al 80% en bafio maria por media hora, seguidamente lo filtraron. Los analisis que
realizaron a este nuevo propoleo fue la actividad antioxidante (DPPH), compuestos
fendlicos y flavonoides, donde mostraron resultados de 232 mg GAE/g de
polifenoles totales, el reporte de flavonoides fue de 43 mg/g equivalente de
guercetina, para actividad antioxidante reportaron los porcentajes, donde tuvieron
57% de actividad antioxidante. Por lo que demostraron que poseen fuerte actividad
antioxidante, también mencionaron que el contenido de flavonoides tenia una alta

relacion sobre la reduccion de antioxidantes.

Esta investigacion ayudé a tener mas informacion sobre extraccion de propéleoy la

influencia de los compuestos flavonoides sobre la actividad antioxidante.

Bedascarrasbure et al. (2004), estudiaron al propdleo argentino, el objetivo que
tuvieron fue determinar la cantidad de fenoles y flavonoides en propéleos, donde
realizaron el analisis de 84 muestras de propéleo que provenian de las diferentes

regiones de argentina. Para ello emplearon un diferente método que consistio en la
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extraccion de cera por método de Soxhelet, después de esto realizaron la extraccion
de resinas con etanol al 96%. Estudiaron los compuestos fendlicos totales y
flavonoides totales. El resultado de contenido de fenoles totales que obtuvieron esta
en el rango de 13.7 y 21.23 % (p/p) y flavonoides entre 3.61y 12.28 % (p/p). Donde
llegaron a las siguientes conclusiones: los propdleos argentinos tienen alto
contenido de compuestos fendlicos y flavonoides, también que existe variacion de

acuerdo a la procedencia de estos.

Este trabajo de investigacion ayud6 en mostrar otros procedimientos para realizar

el analisis de fenoles y flavonoides de los propdleos.
2.2. Antecedentes nacionales

Lépez y Ubillis (2004), estudiaron al propdéleo en la provincia de Oxapampa, en el
departamento de Pasco-Perq, tuvieron como objetivo de investigacién determinar
metabolitos secundarios, los compuestos fendlicos y flavonoides, la materia que
usaron fue extraida en medio etanodlico, estas muestras las recolectaron en los
departamentos de Piura, Ayacucho, Pucallpa. La manera como extrajeron el
propdleo fue poner en inmersion en alcohol por un periodo de dos semanas,
seguidamente filtraron el material y dejaron libre de material ajeno al propoleo,
seguidamente coloraron en estufa a 50 °C por 48 horas hasta tener peso constante.
Para el desarrollo de la investigacion utilizaron el método Folin-Ciocalteau, método
con el que identificaron flavonoides y compuestos fendlicos, entre los resultados
mAas resaltantes para mi trabajo de investigacion, fueron los diferentes metabolitos
secundarios como catequina, lactona, triterpenos, etc. En cuanto a sus resultados
de fenoles sus valores fueron de 60.5 + 0.10 hasta 78.6 + 0.20 mg de GAE/g de
EEP y flavonoides 28.5 + 0.10 hasta 42.5 + 0.10 mg de QE/g de EEP, finalmente
llegaron a la conclusion que el propéleo de Ayacucho presentdé mas cantidad de

compuestos fenolicos y flavonoides.

Informacion que sirvio para identificar evaluar los métodos de cuantificacion de

flavonoides y compuestos fendlicos.

16



CAPITULO IIl: MARCO TEORICO

3.1. Bases tedricas

3.1.1. Propdleo

La palabra propdleo se origina del griego “pro” que es defensa, y “polis” que es
ciudad; teniendo el termino propolis que es defensa de la colmena (Cueto,
2001).

El propdleo es la mezcla de sustancias resinosas que las abejas las acopian de
las yemas de arboles y vegetales, estas se mezclan con saliva de las mismas
abejas (Farré et al.,, 2004). Esta materia es usada como desinfectante y
microbicida dentro de la colmena (Lacalle, 2008).

El propdleo es una sustancia empalagosa de coloracién variante de acuerdo a
su procedencia, tiene sabor amargo y su aroma puede ser agradable. Este se
obtiene de la recoleccion de los exudados o secrecion de los vegetales que son
trabajadas por las abejas (Lopez, 2015). Su apariencia superficial es sin forma,
de color variante de marrén claro a oscuro y presenta fuerte olor a resina
(Maldonado et al., 2013).

Composicion quimica

El propdleo tiene una composicion muy compleja que cambia por la floracion,
condiciones geogréficas y climas donde se elaboran. Su composicién depende
mucho de la vegetacion del alrededor y la prioridad de las abejas por el tipo de
flor, por lo que las abejas colectan resinas 1 a 2 kilbmetros a la redonda de su
colmena (Bankova et al., 2005).

La presencia de ceras, resina, balsamos, aceites esenciales y polen, muestran
la presencia de compuestos bioactivos totales como acido cinamico,
compuestos fendlicos, flavonoides, terpenos, acidos aromaticos, derivados del

acido caféico, acidos grasos y aminoacidos (Ferreira et al., 2011).

Los propdleos presentan la siguiente composicion quimica como se muestra en
la Tabla 1.
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Tabla 1

Composicion quimica del propéleo

Componente Porcentaje Contenido
(%)
Resinas y balsamos 50-55 Flavonoides, acidos fendlicos y
esteres
Cera de abeja 30-40 Acidos grasos de cadena larga
Aceites esenciales 5-10 Aceites volatiles
Polen 5 Proteinas
Materiales diversos y 5-14 14 trazas de minerales, Fe 'y Zn
compuestos organicos (mas comunes), cetonas,

lactonas, quinonas, esteroides,
acido benzoico, vitaminas y

azlcares

Fuente: (Krell, 1996).

Propiedades y usos

El uso de propéleo tiene un gran efecto sobre la salud humana y se utiliza como
medicamento tradicional hace mucho tiempo atras. Hoy en dia, se sabe que es
antibacteriano, antifingico, antiinflamatorio, antiviral, anestésico, antioxidante,

antitumoral, antiprotozoario, anticancerigeno (Anjum et al., 2019).
Las propiedades farmacoldgicas segun Huayhua y Nina (2009) son:

e Antimicrobiana, el prop6leo ayuda contra microorganismos como Bacilo
de Koch, Staphylococcous Aureus, Escherichia Coli, salmonela, etc.

e Antifungica, presenta capacidad fungicida a especies como Candida
Albicans, Aspergilius Niger, entre otros.

e Antiviral, presenta efectos inhibidores a los virus, influenza, gripes, entre
otros.

e Antiprotozoario, presenta una regular actividad para controlar

Tripanosoma Cruzi, Acanthamoeba Castellanii, entro otros protozoarios.
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¢ Antiinflamatorio, los componentes del propdleo como &cido caféico,
quercetina y naringina tiene poder antiinflamatorio influyendo en la
produccion de eicosanoides.

e Otras propiedades y usos, como el poder antioxidante se deben a los
compuestos flavonoides, también son buenos para la curacion de heridas
debido a sus propiedades bactericidas y antiinflamatorias, tiene uso

como desodorante, conservante y odontologico.
3.1.2. Propdleo purificado

La purificacion de propdleo consiste en la remocidn ceras y resinas por medio
solventes (mezcla de agua y etanol). También se ha evidenciado que la
concentracion de etanol como solvente influye sobre la variacion de la

capacidad antioxidante (Cotica et al., 2011).
3.1.3. Encapsulacion

Consiste en la envoltura de materiales sélidos, liquidos 0 gaseosos a traves de
una capsula, lo que permite el cuidado del medio ambiente para evitar
reacciones quimicas, asi incrementar la vida util y ayudar a cuidar la

composicién del producto (Desai y Jin, 2005).

Figura 1

Estructura de un material encapsulado

goesial do cubigy

Material activo
I pm

100 pm

Fuente: (Lozano, 2009).
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3.1.4. Nanoencapsulacion y microencapsulacion

La palabra encapsulacion proviene originalmente del campo de la biotecnologia
y la ciencia farmacéutica, es usada para proteger la administracion de
ingredientes, medicamentos y vacunas sensibles, ademas, para hacer que los
procesos productivos sean mas eficientes. Al pasar del tiempo, la encapsulacion
en la industria alimentaria se ha usado para proteger el ingrediente activo de los
alimentos, porque con esta técnica es posible proteger los materiales
encapsulados del calor, la humedad u otras condiciones extremas, mejorando
asi su estabilidad y manteniendo la viabilidad (Lee et al.,2018). Ademas, existen
diferentes técnicas disponibles para la encapsulacion de ingredientes
alimentarios; el tamafio de las capsulas producidas depende de la técnica de
encapsulacion, microencapsulacion (50-200 ym) y nanoencapsulacion (1-100
nm) (Chopde et al., 2020).

Por lo tanto, los procesos de micro y nanoencapsulacion, consisten en recubrir
ingredientes bioactivos dentro de capsulas, donde el tamafio de particula es
micrométrico y nanométrico. Esto se da con la finalidad de protegerlas de
condiciones ambientales en deterioro como altas temperaturas, oxigeno, luz,
variaciones de pH, interacciones no deseadas con otros compuestos, etc. (Yada
et al., 2014).

La nanoencapsulacion presenta muchas ventajas sobre microencapsulacion.
Principalmente, las capas ultrafinas, deberian mejorar significativamente el
transporte masivo de nutrientes esenciales a los islotes y reducir el volumen
total de material y células que se trasplantan. Ademas, con la
nanoencapsulacion, el tamafio pequefio de las cdpsulas, permite el trasplante
a una gran cantidad de sitios alternativos dentro del cuerpo. Por ello, la
nanoencapsulacion podria usarse para proteger muchos tipos de células
ademas de los islotes primarios (De Vries et al., 2020).

Nano proviene del griego nanos, cuyo significado es considerablemente

diminuto, es aplicado en diversos campos disciplinarios (Pinzon, 2010).
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la nanoencapsulacion forma nanoesferas con estructuras homogéneas donde
se muestra el ndcleo-capsula. Para obtener las nanoparticulas es importante
realizar una buena formulacion ya que influye en la distribucion de tamafo
homogéneo, la morfologia y la compatibilidad de las propiedades fisicoquimicas

del agente bioactivo (Li et al., 2010).
3.1.5. Secado por Aspersién

El secado por aspersion es una operacién unitaria, que ayuda a transformar una
materia de estado liquido a un polvo fino, mediante una corriente de aire
caliente, para seguidamente ser separada del flujo de corriente a través de un
ciclon (Walters et al., 2014).

Este método es muy practicado por la industria alimentaria, para producir
alimentos como leche en polvo, café instantaneo, etc. También es usado para
encapsular sabores, ingredientes para alimentos, compuestos bioactivos y

aceites esenciales (Gémez-Cruz y Jiménez-Munguia, 2014).
3.1.6. Materiales encapsulantes

Existen diferentes paredes encapsulantes para cubrir materiales sélidos,

liguidos o gaseosos, estos se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2
Materiales encapsulantes
Material para encapsular Cobertura especifica
Gomas Acacia, agar, alginato de sodio, carragenina
Carbohidratos Almidon, maltodextrinas, quitosano dextranos,

sacarosa, jarabes de maiz

Celulosas Etilcelulosa, metilcelulosa, acetilcelulosa,
nitrocelulosa, caboximetil-celulosa

Lipidos Ceras, parafinas, diglicéridos, monoglicéridos, aceites,
grasas, acido estearico, trisetearina

Proteinas Gluten, caseina, albimina

Materiales inorgénicos Sulfato de calcio, silicatos

Fuente: (Desai y Jin, 2005).
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3.1.7. Matriz de Maltodextrina

Se obtiene a partir de métodos de hidrolisis acida o enzimatica de los almidones,
donde su estructura esta constituida por D-glucosa unidas por enlaces a-1,4. La
maltodextrina es muy buena alternativa como encapsulante debido a que tiene
bajo costo, es eficiente, tiene alta solubilidad en agua, baja viscosidad, es

inodora e incolora (Garcia-Gutiérrez et al., 2004; Fioramonti, 2015).

3.1.8. Matriz de Goma Arabiga

Es un polimero con elevadas ramificaciones de galactosa, ramnosa, arabinosa
y acido glucuronico. La presencia de la proteina unida covalentemente en las
moléculas de goma arabiga, influye altamente en las propiedades funcionales
de esta (Randall, 1988). Ademas de esto la goma arabiga tiene una buena
solubilidad en agua, baja viscosidad a altas concentraciones de solidos, también
forma una matriz alrededor de compuestos en los procesos de deshidratacion,
donde esta pared encapsulante ayuda a mantener protegido el material
(Tevenet, 1988).

Sin embargo, esta tiene alto costo y su disponibilidad estd sujeta a las
fluctuaciones, por ello es importante tener presente otros agentes
encapsulantes que ayuden en este proceso (Gibbs et al., 1999; McNamee et
al., 2001).

3.1.9. Compuestos fendlicos

Los fenoles son metabolitos secundarios que se encuentran en todo el reino

Plantae, su concentracién depende mucho del ciclo vegetativo (Paladino, 2008).

La palabra compuestos fendlicos unifica a las sustancias que presentan varias

funciones fenol (Creus, 2004).

Los compuestos fendlicos estan formados por mas de 8000 compuestos de
origen vegetal, por lo que tienen caracteristicas estructurales similares, un grupo
fenol presenta por lo menos un grupo hidroxilo como sustituyente (Robbins,
2003).
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Los compuestos fendlicos presentan la forma de ésteres o glicosidos, mas no
como compuestos libres, es asi que se debe tener en cuenta al momento de

realizar la extraccion de estos compuestos (Grotewold, 2006).
Estructura quimica de los compuestos fendlicos

Quimicamente los compuestos fendlicos tienen un anillo aromatico, un anillo de
benceno, con uno o mas grupos hidroxilos incluyendo derivados funcionales

(esteres, metil esteres, glicosidos, etc.) (Tsimidou, 1998).

Figura 2
Estructura de los compuestos fenélicos

CH, CH,OH

Tirosol

COCH ]
Acido siringico

CH30 OCH;

CH30

OH

Fuente: (Creus, 2004).

Importancia de los compuestos fendlicos

Una de las mas importantes propiedades de los compuestos fendlicos es la
capacidad antioxidante, esta es responsable de inhibir la oxidaciéon de
biomoleculas ayudando como efecto preventivo sobre determinadas
enfermedades (Soobratte et al., 2005). Los flavonoides estan dentro del grupo
de compuestos fendlicos que presenta un elevado potencial para la salud, tales
como quercetina, kaemferol, miricetina; los cuales forman la fraccion

polifendlica de vegetales (Manach et al., 2004).
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Tabla 3

Clasificacion de compuestos fendlicos

Numero de Estructura basica Clase Ejemplo
atomos de
carbono
6 C6 Fenoles simples Catecol, hidroxiquinona
benzoquinonas 2,6dimetilhidroxiquinona
7 C6-C1 Acido galico y salicilico
C6-C2 Acetofenonas Derivados 3-Acetyl-6-
de la tirosina methoxybenzaldehido Tirosol p-
Acidos fenilacéticos Hidroxifeilacético
9 C6-C3 Acidos hidroxicindAmicos Acido cafeico, Acido ferulico,
Fenil propenos  Eugenol Umbeliferona,
Cumarinas Isocumarinas aesculetin, Eugenin
Cromones
10 C6-C4 Naftoquinonas Juglone,plumbagin
13 C6-C1-C6 Xantonas Magpniferin
14 C6-C2-C6 Estilbenos Resveratol, Emodin
Antroquinonas
15 C6-C3-C6 Flavonoides Quercetin, Ginistein
Isoflavoniodes
18 (C6-C3)2 Lignanos Neolignanos Pinoresinol
30 (C6-C3-C6)n Biflavoniodes Amentoflavona
N (C6-C3)n (C6-C3-C6)n  Ligninas Taninos

Fuente: (Harbone, 1989).

3.1.10. Capacidad antioxidante

Los alimentos poseen la capacidad antioxidante cuando controlan la oxidacion

de un organismo inseguro, los radicales libres son los causantes del

envejecimiento y diferentes enfermedades (Starke-Reed, 2003).

El proceso de oOxido-reduccion tiene dos momentos importantes: en primer

lugar, la oxidacién que genera perdida de electrones de hidrogeno para ganar

oxigeno en la molécula y en segundo lugar la reduccion que permite ganar

electrones de hidrogeno, para perder oxigeno. De esta manera el oxidante se

reduce reaccionando con la molécula que oxida. Este proceso es cotidiano en

el organismo humano y representa el conocido par oxido-reductor o balance

redox (Quintanar y Calderén, 2009).
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Se debe aclarar que el termino oxidacion solo se les da a sustancias, pero se
debe tener en cuenta que también tiene relacidon con los procesos celulares,
que conllevan a tener enfermedades. Asi, no soélo hay que valorar los
mecanismos de defensa del organismo, sino también las especies involucradas
(Coronado, 2015).

3.1.11. Flavonoides

Los flavonoides son considerados pigmentos que se encuentran en los
vegetales y que cuidan al organismo de la oxidacion por rayos ultravioletas,
contaminacion ambiental, sustancias quimicas en los alimentos, etc. (Aherne,
2002).

Los flavonoides abarcan un grupo de compuestos polifenélicos que estan
presentes en diferentes frutas y vegetales, existen 13 subclases de flavonoides
con mas de 5000 compuestos, presentan diversas propiedades, pero el que ha

sido mas estudiado es la capacidad antioxidante (Pérez, 2003).
Estructura quimica de los flavonoides

Los flavonoides presentan bajo peso molecular, tienen una estructura coman de
difenil piranos (C6-C3-C6), también esta compuesto por dos anillos de fenilos A

y B, unido a un anillo C de piranos (heterociclicos) (Kuhnau, 1976).

Figura 3
Estructura basica y tipos de flavonoides
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Fuente: (Martinez-Flérez, 2002).



Figura 4

Estructura de diferentes tipos de flavonoides

Categuina Cuercitina Dicemetina

Fuente: (Martinez-Flérez, 2002).

Flavonoides destacados

Segun Ross y Kasum (2002), se muestra algunos flavonoides de gran

importancia:

o Citroflavonoides: quercetina, hesperidina, rutina, naranjina y limoneno.
¢ |soflavonoides: genisteina y daidzeina.

e Proantocinidinas: uva, vino tinto.

e Antocianidinas: pigmentos de color rojo y rojo azulado.

e Acido elagico: frutas como uva y verduras.

e Catequina: té verde y negro.

o Kaemferol: puerros, brécoles, rabano, etc.
3.1.12. Espectrofotometria por transformada de Fourier (FTIR)

Es una técnica espectroscépica vibracional, centrada en la interaccién entre la
radiacion electromagnética y el material en las regiones IR. Permite analizar
muestras cuantitativa y cualitativamente, tanto para muestras organicas e
inorganicas, en cualquier estado de la materia con un analisis de picos de
absorcion a una longitud de onda determinada (Rees, 2010).

Es considera una huella o registro Unico de cada molécula, se pasa una fuente
de radiacion por la muestra y se determina que fraccion de la radiacion incidente
se absorbe a una energia en particular. La absorcion de la radiacion de un
compuesto a una longitud de onda dada, origina un descenso en el porcentaje

de transmitancia (%T), y se manifiesta como un pico o banda de absorcion en
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el espectro correspondiente a la frecuencia vibratoria de grupos funcionales en

la molécula (Rees, 2010).
3.1.13. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Es una técnica de andlisis de superficies, utiliza un haz de electrones de gran
energia que interactla con una muestra opaca a los electrones. Esto permite
tener resultados de la topologia, composicion quimica y estructura cristalina de
muestras, es por esto que se usa para estudiar micro y nanoestructuras
(Ipohorski, 2011). Los electrones interactan con los atomos que componen la
muestra produciendo sefiales que contienen informacion sobre la topografia de
la superficie de la muestra, la composicion y otras propiedades como la
conductividad eléctrica. Estas sefales pueden ser captadas por detectores, por
lo tanto, dependiendo del detector tendremos cierta informacion de la muestra
(Dimas, 2011).

3.1.14. Rendimiento en encapsulados

El rendimiento en la encapsulacion se da a conocer mediante la cantidad de
material obtenido y la cantidad total de material empleado (material activo +
encapsulante). Esto ayuda mucho a poder tener un control de gastos, sabiendo
que este proceso demanda de economia y tiempo, por lo que es importante
contar con la mayor cantidad posible de material para recuperar los gastos
(Lozano, 2009).

3.1.15. Colorimetria

Es un método fisico muy usado para determinar el color de una muestra. Para
la medicién de una muestra se utiliza el colorimetro donde se describe de una
manera cuantitativa la coloracion, existen diferentes modelos propuestos por
(Carrefio et al., 1995; Lana et al., 2006; Mendoza et al., 2006) que permiten

facilitar la especificacion de objetos en colores de una forma estandar.

Los diferentes modelos plantean un sistema de coordenadas tridimensional en
el cual se define un sub espacio, donde cada color queda definido por un punto

anico. De este modo CIE L*a*b* da una mejor precision de color con referencia
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a la percepcion humana, L* va desde negro = 0 a blanco = 100, a* desde verde
(-) arojo (+) y b* desde azul (-) a amarillo (+) (Pathere et al., 2013; Abbott, 1999;
Ferreira, 1994; McGuire, 1992).

3.1.16. Actividad de agua (a,,)

La actividad del agua (a,,) se define formalmente como la presion parcial de
vapor de agua en equilibrio con el alimento dividido por la presion parcial de
vapor de agua en condiciones estandar, (presion de vapor parcial del agua pura
a la misma temperatura) (Cardona, 2019).

Este parametro tiene relacion con el contenido de agua de un alimento,
directamente con el agua disponible o no ligada al soluto. Tiene relacion con la
vida (til de los alimentos, porque este determina la disponibilidad de agua para
el crecimiento de microorganismos, actividad quimica, enzimatica durante la
conservacion del alimento, que va dafiar su calidad. Esto se da porque los
microrganismos requieren cantidad de agua libre para vivir, donde la reaccion
se dan en los valores de 0 a 1, cuando se toman valores cercanos a 0 mas dificil
es la actividad biologica, por eso, existe mayor conservacion y vida util. Es por
ello que muchos métodos de conservacion de alimentos se basan en reducir la
actividad de agua mediante la deshidratacion, liofilizacién, adicién de azUcares
o sales, evaporacion y congelacion.

La a,, tiene un gran impacto tanto en la seguridad del alimento como en su
calidad, ya que la actividad biol6gica va a influir también en su textura, sabor,

color, gusto, valor nutricional y tiempo de conservacion (Cardona, 2019).
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Figura5
Actividad de agua en alimentos
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Fuente: (Vilgis, 2015).
3.1.17. Humedad

La cantidad de humedad es uno de los parametros que ayudan en regular la
calidad de granos y sus derivados, sin embargo, también influye en su
conservacion o resistencia al deterioro, a su vez es la referencia de la base seca
del andlisis bromatol6gico y en las operaciones comerciales de compra y venta.
Por eso, los métodos para su cuantificacién son muy diversos, pudiendo ser
dispositivos no destructivos para la deteccion continua en tiempo real en la linea

de produccién o con técnicas de laboratorio (Bradley, 2010).
3.1.18. Dispersién dinamica de luz (DLS)

La dispersion dinamica de luz es una técnica utilizada para medir el tamafio de
una particula de materiales, por este medio se logra identificar cuanta

distribucion de tamafio de particula existe (Cuadros-Moreno et al., 2014).

Cuando la luz laser alcanza muchas particulas de una suspension, se dispersa
en diferentes direcciones, al tener este comportamiento los haces de luz
interfieren entre si, motivo por el cual se tiene una intensidad de dispersion

determinada, cambio constante de posiciones de las particulas, cambio de
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condiciones de interferencia e intensidad de dispersion (Cuadros-Moreno et al.,
2014).

3.2. Marco conceptual

Propodleo: sub producto creado por las abejas a partir de resinas y exudados de
las plantas (Bodini et al., 2013).

Encapsulacion: envoltura de materiales sélidos, liquidos o gaseosos a través de
una capsula (Desai y Jin, 2005).

Nanoencapsulacion: en industria alimentaria protege el ingrediente activo de los
alimentos de las condiciones adversas (Lee et al.,2018).

Secado por aspersion: operacion que ayuda a transformar una materia de
estado liquido a un polvo fino, mediante una corriente de aire caliente (Walters et
al., 2014).

Matriz de Maltodextrina: material encapsulante obtenido por hidrolisis, con bajo
costo, con baja viscosidad, soluble en agua, inodora e incolora (Garcia-Gutiérrez
et al., 2004; Fioramonti, 2015).

Matriz de Goma arabiga: material encapsulante de baja viscosidad, buen
protector de material (Tevenet, 1988).

Compuestos fendlicos: metabolitos secundarios que se encuentran en todo el
reino Plantae, su concentracion depende mucho del ciclo vegetativo (Paladino,
2008).

Capacidad antioxidante: es la medida de la actividad antioxidante (Mercado-
Mercado et al., 2013).

Flavonoides: son considerados pigmentos que se encuentran en los vegetales
y que cuidan al organismo de la oxidacién (Aherne, 2002).

Espectrofotometria por transformada de Fourier: es considera una huella o
registro Unico de cada molécula (Rees, 2010).

Microscopiaelectrénica de barrido: muestra la topologia, composicién quimica
y estructura cristalina de muestras (Ipohorski, 2011).

Rendimiento en encapsulados: es la relacion de la cantidad de material

obtenido y la cantidad total de material empleado (Lozano, 2009).

30



Colorimetria: es un método fisico usado para determinar el color de una muestra
(Carrefio et al., 1995; Lana et al., 2006; Mendoza et al., 2006).

Actividad de agua: agua libre disponible de un producto, para el crecimiento de
microorganismos, actividad quimica, enzimatica durante la conservacion del
alimento (Cardona, 2019).

Humedad: influye en su conservacion o resistencia al deterioro de alimentos
(Bradley, 2010).

Dispersion dinamica de luz: la dispersion dinamica de luz es una técnica
utilizada para medir el tamafio de una particula de materiales (Cuadros-Moreno
et al., 2014).
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CAPITULO IV: METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION
4.1. Lugar de ejecucion

El presente trabajo de investigacion se realizé en el Laboratorio de Investigacion de
Nanotecnologia de Alimentos (LINA) y en el Laboratorio de Investigacién de Control
y Andlisis de Aguas (LICAA) de la Universidad José Maria Arguedas (UNAJMA),
gue se encuentra en la localidad de Santa Rosa, del distrito de Talavera, provincia
de Andahuaylas, departamento de Apurimac. El Analisis SEM y DLS se realiz6 en
la Universidad Nacional Mayor de San Marcos en el Centro de Investigaciones

Tecnolbgicas Biomédicas y Medioambientales.
4.2. ldentificacion de las variables
4.2.1. Variables independientes y dependientes

Mediante la Tabla 4 se visualiza las variables independientes y dependientes:

Tabla 4
Variables independientes y dependientes
Variable independiente Variables dependientes
Nanoencapsulados (Huinchos, Chaccamarca, Flavonoides, compuestos fendlicos y capacidad
Cuncataca). antioxidante.

Rendimiento, humedad, actividad de agua y
color.
Grupos funcionales, microfotografias y tamafio

de particula.

4.3. Materiales, instrumentos y equipos
Los materiales, instrumentos y equipos que se utilizaron para llevar a cabo esta
investigacion se detallan de la siguiente manera:

4.3.1. Materiales

Los materiales que se utilizaron en la presente investigacién se detallan en la
Tabla 5.
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Tabla b

Materiales

N° Material Cantidad
1 Vaso de precipitado de 100 mL 10 unidades
2 Vaso de precipitado de 250 mL 10 unidades
3 Vaso de precipitado de 500 mL 10 unidades
4 Vaso de precipitado de 1000 mL 10 unidades
5 Micro pipetas automatizadas de 10 a 100 pL 1 unidad
6 Micro pipetas automatizadas de 100 a 1000 pL 1 unidad
7 Micro pipetas automatizadas de 1000 a 5000 uL 1 unidad
8 Probetas de 10 mL 10 unidades
9 Probetas de 50 mL 10 unidades
10  Probetas de 100 mL 10 unidades
11  Probetas de 500 mL 10 unidades
12 Lunas de reloj 5 unidades
13 Placa Petri 10 unidades
14  Viales de plastico y &mbar 10 unidades
15 Espatulas de caucho 3 unidades
16  Micro espatulas de acero inoxidable 10 unidades
17  Pisetas 3 unidades
18 Frascos de polietileno para la conservacion de muestras 10 unidades
19 Embudos de vidrio 10 unidades
20 Goteros 12 unidades
21  Papel Filtro de grado 41 1 paquete
22  Bolsa transparente de polipropileno 15 unidades
23 Papel aluminio 1 caja
24  Papel tissue 1 caja
25  Guantes de nitrilo 1 caja
26  Cubos de hielo en bolsa de 3 g. 3 unidades
27 Bastidores 3 unidades
28 Tubos de ensayo 30 unidades
29  Cinta scotch 1 unidad
30 Tijera 2 unidades
31  Film 1 rollo
32 Fiolas de 25 ml 3 unidades
33  Fiolas de 50 mi 3 unidades
34  Fiolas de 100 ml 3 unidades
35 Fiolas de 250 ml 3 unidades
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4.3.2. Instrumentos y equipos

Los instrumentos y equipos que se utilizaron en la presente investigacion se

detallan en la Tabla 6.

Tabla 6

Instrumentos y equipos

N° Material Cantidad Marca
Balanza analitica 1 unidad PIONER (OHAUS)

2  Refrigeradora 1 unidad LG

3  Agitadores magnéticos 6 unidades CAT (M6)
termostatizado

4  Refractometro de mesa 1 unidad ISOLAB

5  Colorimetro 1 unidad Konica Minolta

6  Estufa de secado 1 unidad Binder

7 FTIR 1 unidad Thermo Fisher

8  Microscopio electrénico de 1 unidad Prisma E (Thermo Fisher, Massachusetts,
barrido (SEM) USA)

9  Espectrofotometro UV 1 unidad Thermo scientific

10 Nano Spray Dryer 1 unidad B-90 BUCHI

11 Centrifuga refrigerada 1 unidad BIORIDGE

12 Viscosimetro 1 unidad BROOKFIELD METEK

13 Vortex 1 unidad ISOLAB

14  Medidor de actividad de agua 1 unidad Rotronic

15 Destilador 1 unidad GFL

16  Purificador 1 unidad PURELAB

17 Sistema de extraccion 1 unidad EDGE
automatica

18 Desecador 1 unidad SPECAC

19 Dispersador dindmico de luz 1 unidad Nicomp

4.3.3. Reactivos

Los reactivos que se utilizaron en la presente investigacion se detallan en la
Tabla 7.
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Tabla 7

Reactivos
N° Material Cantidad
1 Reactivo Trolox (Acido-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil- 1 frasco
croman-2- carboxilico)
2 Radical libre ABTS 2,2'-azino-di-(3-ethylbenzthiazoline 1 frasco
sulfonic acid
3 Radical libre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) 1 frasco
4 Persulfuro Potasico 1 frasco
5  Acido galico 1 frasco
6  Reactivo de Folin-Ciocalteu 1 frasco
7  Quercetina 1 frasco
8  Carbonato de Sodio 1 frasco
9  Cloruro de aluminio 1 frasco
10 Hidréxido de sodio 1 frasco
11 Metanol 2 litros
12 Etanol de 96° 2 litros
13 Agua destilada 5 litros
14 Agua ultra pura 5 litros

4.4.Poblacién y muestra

4.4.1. Poblacion

No existe poblacion debido a que se usé una porcion del total de propdéleos que
hay en una colmena, a la vez que se realiz6 un muestreo no probabilistico
(discrecional o de juicio) donde se recolectaron los propdleo en base a la

experiencia, mejores condiciones y con el fin de ver la variabilidad de acuerdo

su procedencia.

4.4.2. Muestra

Se tomo6 aproximadamente 30 g de propdleo por referencia de Busch et al.
(2017), que fueron provenientes del centro poblado Huinchos - distrito de José
Maria Arguedas (latitud sur: 13° 42' 52.5" S, longitud oeste: 73° 20' 54.5" W),
centro poblado de Chaccamarca - distrito de Talavera (latitud sur:
13° 38'49.1" S, longitud oeste: 73° 24' 51.8" W) y centro poblado de Cuncataca
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provincia de Andahuaylas (latitud sur: 13°39'54.9"S, longitud oeste:
73° 24" 33.1" W).

e Mapa referente de recoleccion para los propoleos

Mediante la Figura 6 se da referencia a los lugares donde fueron recolectados

los propdleos.

Figura 6

Lugares de recoleccién de los propéleos
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4.4.3. Unidad de analisis

Fueron los nanoencapsulados de propoleo, donde se tomaron pequefas

porciones para cada andlisis de las propiedades en estudio.

4.5.Tipo de investigacion

El trabajo de investigacion fue aplicada, experimental y prospectiva. Aplicada
porque se pretende evidenciar que el propoleo nanoencapsulado posee material
bioactivo y mejores caracteristicas para su proxima aplicacion en alimentos,
experimental debido a que se manipularan los propéleos de acuerdo a su
procedencia, prospectivo ya que se tiene en cuenta que este polvo bioactivo a futuro

sea utilizado por las industrias como material de estudio.
4.6.Metodologia experimental

Se realizdé la nanoencapsulaciéon de propoleo (Figura 7 y 8), siguiendo las
metodologias descritas para purificacion de propdleo y nanoencapsulamiento de

propoleo purificado.
Descripcién del diagrama de flujo para la purificacion de propdleo

El diagrama de flujo para la purificacion de propoleo se realizé segun la metodologia

de Busch et al. (2017) con ligeras modificaciones:

Cosechao recoleccion: se retir6 la rejilla de propdleo que se encuentra encima de
las cajas de las colmenas, se realizé con la indumentaria adecuada y con mucho

cuidado, el tiempo de produccion del propéleo es de 1 a 3 meses.

Almacenamiento: el propoleo se almacené en el congelador de la refrigeradora a
-5 ° C de temperatura.

Raspado: se realiz6 de forma manual, en este caso se debe tener en cuenta que el
propéleo debe estar a bajas temperaturas ya que fue mas facil extraer de las mallas,

para esto se usoé cubos de hielo en bolsa. Seguidamente se coloc6 en vasos de
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precipitado. No se pudo raspar el propdleo a temperatura ambiente ya que es

bastante compacto en la malla.

Pesado: se pes6 15 g. de propdleo en una balanza analitica para posteriormente

ser inmersas en etanol.

Inmersiéon: la muestra de propéleo de 15 g fue inmersa en 100 mL de etanol al 80%

para seguidamente ser agitados.

Agitado: se realizd6 mediante un agitador magnético a 1600 rpm durante 24 horas.
También se cubrid el vaso de precipitado con film para evitar la evaporacion del

alcohol.

Pre-filtrado: una vez agitado el propoleo en medio etandlico, se vié que este se
encuentra disuelta en alcohol, se filtr6 mediante un papel filtro Whatman de grado

41, donde el material restante fueron las resinas y ceras del propéleo.

Centrifugacién: se realizé la centrifugacion a 3600 rpm x 10 min a -5 °C con la
finalidad de separar las ceras y resinas del propdleo para asi obtener un extracto

puro.
Filtrado: se realizo con la finalidad de asegurar que la muestra sea pura.

Almacenamiento: se realiz6 el almacenamiento del propoleo purificado en una
refrigeradora a 5 ° C, con la finalidad de conservar el propdleo purificado para sus

posteriores usos.

Los tres propdleos crudos de Huinchos, Chaccamarca y Cuncataca se obtuvieron

usando las mismas condiciones de extraccion.
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Figura 7

Diagrama de flujo para la purificacién de propéleo
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Descripcion del diagrama de flujo para nanoencapsulamiento de propodleo

purificado

Se realiz6 el nanoencapsulamiento de propoleo purificado segun la metodologia de

Busch et al. (2017) con ligeras modificaciones:

Pesado: se pesoO 15 g de maltodextrina y 0.15 g de goma arabiga en una balanza

analitica.

Mezclado: se mezclé la maltodextrina y goma arabiga para seguidamente ser

agitadas.

Agitado: se midi6 en un vaso de precipitado 50 mL de agua ultra pura,
seguidamente se puso al agitador Termomagnético a 1600 rpm, los encapsulantes
mezclados se afiadieron de a poco al agua para que se solubilice, esto se realizé

hasta que se termine de afiadir los encapsulantes y fue agitado por 24 horas.

Agitado-propdleo: una vez pasado las 24 horas, se afiadié 5 mL de extracto de
propéleo a la mezcla de agua con los encapsulantes, se agitdé por 5 minutos con la

finalidad de homogenizar estas. También se trabajé a 1600 rpm.

Agitado vortex: seguidamente se retiré este medio liquido a viales de 450 mL, para

agitar a 3000 rpm en el vortex durante un periodo de 5 minutos.

Viscosidad: se midi6 la viscosidad del liquido que fue menor a 9 cP, esto se dio

con la finalidad de que el liquido pueda pasar por el nano spray dryer.

Atomizado: se realiz6 en el nano spray dryer a 120 °C y a presién de 25 mbar para
obtener el nanoencapsulado de propdleo.

Almacenamiento: se colocé en viales con sus respectivas rotulaciones y se

mantuvo en ambiente fresco.

Los tres extractos de propdéleos de Huinchos, Chaccamarca y Cuncataca tuvieron

las mismas condiciones de nanoencapsulacion.
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Figura 8

Diagrama de flujo para nanoencapsulamiento de propoleo purificado
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4.7.Métodos de analisis

Los métodos que se usaron para la presente investigacion, fueron Utiles para

concretar los propdsitos de este estudio.

Para el andlisis de capacidad antioxidante por DPPH y ABTS, compuestos fendlicos
y flavonoides se preparo el extracto de los nanoencapsulados de propdleo de la

siguiente manera:
Preparacién de los extractos

Se prepararon los extractos por medio del extractor automatizado de marca EDGE,
con una relacion de 5 g de muestra de propo6leo nanoencapsulado en 20 mL de

agua ultra pura.
4.7.1. Determinacion de compuestos fendlicos

Se us6 la metodologia de propuesta por Singleton y Rossi. (1965) con ligeras

modificaciones.
Solucion de Folin-Ciocalteu 0.25 N

Se us6 25 mL del reactivo Folin-Ciocalteu a 2.0 N y se coloc6 en una probeta
graduada. Luego se colocé a una fiola de 200 mL y se enraz6 con agua ultra
pura hasta la linea de aforo. Este fue cubierto con papel aluminio y almacenado

a 4°C por un tiempo no mayor a una semana.

Solucién de Carbonato de Sodio 20%

Se peso 5 g de carbonato de sodio y se aforé en 25 mL de agua ultra pura.
Solucién madre de Acido gélico

Se peso6 25 mg de acido galico para seguidamente diluirlo 250 mL de agua ultra
pura, esto nos dio una concentracion de 100 mg/L.

A partir de esta solucién madre se realiz6 diluciones como se muestra en la
Tabla 8.
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Tabla 8

Diluciones para concentracion de acido galico

Concentracién mg/L de acido Volumen de &cido galico madre  Volumen de solvente (mL)
galico (mL)
5 25 47.5
10 5 45
15 7.5 42.5
20 10 40
25 12.5 375
30 15 35

Seguidamente para realizar la reaccion se tomé 900 L de acido gélico y 2400
uL de agua ultra pura donde se realiz6 un factor de dilucién, donde el factor de
dilucién fue de 3.67. Después se afadi6 150 pL de carbonato de sodio,
finalmente se afiadié 300 pL de Folin-Ciocalteu y se dejé por 15 minutos
reaccionando, se trabajo con cuidado de la luz para evitar reacciones, el blanco
fue la misma formulacién, con la diferencia que ingreso en lugar de la muestra
agua ultra pura en las mismas cantidades. Se llevo al espectrofotometro y se
midi6 la absorbancia a 755 nm, con esto se construyo la curva de calibracion.

Procedimiento para muestras

Una vez construida la curva de calibracién se tom6 900 uL de los extractos de
propéleo en estudio, se afiadié 2400 pL de agua ultra pura para tener un factor
de dilucion, el factor de dilucion fue de 3,67. Después se afadio 150 pyL de
carbonato de sodio, finalmente se afiadié 300 uL de folin-ciocalteu y se dejé
reaccionar por 15 minutos, se trabajé con cuidado de la luz para evitar
reacciones, el blanco fue la misma formulacion, con la diferencia que ingreso en
lugar de la muestra agua ultra pura en las mismas cantidades. Se llevo al

espectrofotometro y se leyo la absorbancia a 755 nm.
Se cuantificé los flavonoides de la siguiente manera:

Y=Ax+B
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Donde:

Y: es la absorbancia

X: es la concentracién de acido galico equivalente (mg/L)
A'y B: fueron obtenidos en la curva de calibracion

Para expresar el contenido de fenoles totales en mg AGE/g muestra, se utilizd

la siguientes formula:

X*V=«FD
M

.. ec.3

FD: Factor de dilucion = masa inicial/masa final

M: masa del propdleo purificado/encapsulado

X: concentracion en mg/L

V: volumen diluido de propdleo/nanoencapsulado
4.7.2. Capacidad antioxidante por método DPPH

Se utilizé el método realizado por Brand-Williams et al. (1995), para la
determinacién de capacidad antioxidante por el método DPPH con ligeras

modificaciones:
Preparaciéon de solucion madre de DPPH

La solucion madre de DPPH se realiz6 disolviendo 24 mg de DPPH en 100 mL
de metanol al 80%. Esta solucion, se almaceno en un frasco &mbar y se refrigerd

a 2 °C, por un tiempo no mayor a una semana.
Solucion diluida de DPPH

Se retir6 la soluciébn madre de refrigeracién, la solucion diluida se realizd
tomando 10 mL de solucion madre y 45 mL de metanol, se hizo una lectura de
absorbancia a 1.1 + 0.02, a longitud de onda de 515 nm, cabe resaltar que se
preparé el blanco para calibrar el espectrofotometro en cero. Toda la solucion

diluida se conservo en un frasco ambar.
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Preparacion de solucion madre de Trolox

Para preparar la solucion madre de Trolox, se pesé 20 mg de Trolox y se disolvio

en 20 mL de metanol al 80% en una fiola.
Soluciones de Trolox

A partir de la solucién madre de Trolox con una concentracion de 3995.3 umol/L,
se preparoé soluciones de Trolox a concentraciones como se muestra en la Tabla
9.

Tabla 9
Diluciones a diferentes concentraciones de trolox por DPPH
Solucion madre Trolox (mL) Metanol (mL) Concentracion (umol/L)

35 16.5 699.19
3 17 599.31
25 17.5 499.42
2 18 399.54
1.5 18.5 299.65
1 19 199.77
0.5 19.5 99.88

En base a estas concentraciones se trabajé la curva de calibracion, donde se
us6é 150 pL de Trolox de las concentraciones determinadas y se le adicion6
2850 pL de la solucion madre de DPPH diluida, esto se hizo en un tubo de
ensayo protegido de la luz. Al mismo tiempo se prepar6 un blanco con 150 pL
de metanol al 80%, este fue en lugar de la muestra y se adicion 2850 uL de la
solucion madre de DPPH diluida. Se dejo6 reaccionar por 15 minutos, y se llevd

al espectrofotbmetro a 515 nm para realizar las lecturas.
Procedimiento para lectura de capacidad antioxidante de la muestra

Se calibré el espectrofotometro a cero con metanol al 80%. Se midid la
absorbancia de la solucién diluida de DPPH a 515 dando una lectura

aproximada de 1,1 + 0,02.
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Con una micropipeta se tomé 150 yL de extracto de la muestra y se adiciono
2850 pL de la solucion madre de DPPH diluida, esto se realiz6 en un tubo de
ensayo protegido de la luz. Al mismo tiempo se prepar6 un blanco con 150 pL
de metanol al 80%, este se afiadio en lugar de la muestra y se adicioné 2850
uL de la solucion madre de DPPH diluida. Se dejo reaccionar por 15 minutos y

se llevo al espectrofotometro a 515 nm para realizar las lecturas.

La disminuciéon de la absorbancia debido a los antioxidantes se calculd de la

siguiente manera:
ADPPH = DPPHd — (A515)muestra ...ec.4
A DPPH: Es la disminucion de la absorbancia debida a los antioxidantes.

DPPHog: Es la absorbancia de DPPH debida al efecto de diluciéon con 150 pL de
muestra (este valor esta alrededor de 1.03 cuando la media es a 515 nm). Este

control puede cambiar durante el experimento y no debe ser mayor al 5%.
Asis: Es la absorbancia a 515 nm de la muestra después de la reaccion.

-La capacidad antioxidante se calculé usando una curva estandar de Trolox, y

los resultados se expresan como umol de Trolox equivalente/g de muestra.
Trolox Eq.= (bX) * (0.25) * (mL del extracto/g de muestra) ...ec.5
Trolox Eq.: umol Equivalente Trolox / g muestra

bX: Proviene de la curva estandar. La curva estandar puede también ser

expresado como bX.
4.7.3. Capacidad antioxidante por método ABTS

La metodologia que se sigui6 para determinar capacidad antioxidante fue segun
Rivas et al. (2020) donde se realizé ligeras modificaciones de acuerdo a las

condiciones de trabajo:
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Preparacion de ABTS y persulfato de potasio

Se peso6 0.192 g de ABTS, luego se diluyé en 50 mL de agua ultra pura para
tener una concentracion 7 mM, se peso 0.0165 g de persulfato de potasio y se
diluy6é en 25 ml de agua ultra pura para tener una concentracién de 2.45 mM

Esto debera estar protegido de la luz.
Mezcla de ABTS y persulfato de potasio (ABTS+)

Se tomo los 50 mL de solucion de ABTS, luego se afiadié 500 uL de persulfato
de potasio, se dejé reaccionar durante 12 horas a temperatura ambiente, se
tuvo una absorbancia de 0.7 +0.1, si la absorbancia es mayor se tiene que bajar

con etanol al 96%.
Preparacion de Trolox

Se trabajé con una solucion madre de 1000 ymol/L, donde se peso6 0.01251 g

de Trolox y se diluyo en etanol al 96% en 50 mL de volumen.
Concentraciones diluidas de Trolox

Se trabaj6é mediante la Tabla 10 donde muestran las concentraciones.

Tabla 10
Concentraciones de trolox para ABTS
Concentracion pmol/L v. solucién madre (mL) v. etanol 96%(mL)

50 0.5 9.5
100 1 9
200 2 8
400 4 6
600 6 4
80 8 2

Finalmente se tomo 0.3 mL de muestra + 2.7 mL de ABTS+, se dejo reaccionar
por 15 minutos para llevar al espectrofotometro, donde se midié la absorbancia

a 734 nm, con esto se construyé la curva de calibracién. También se puso a
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cero el espectrofotometro con etanol al 96% y el blanco de correccion fue 0.3
mL de etanol + 2.7 mL de ABTS+.

Determinacion de capacidad antioxidante por ABTS para muestra

Una vez se tenga la curva de calibracion, se trabajé con la muestra, en este
caso se usaron los nanoencapsulados, donde se tom6 0.3 mL de muestray 2.7
de ABTS+, se dejé reaccionar por 15 minutos y se tomoé la lectura en el
espectrofotometro a 734 nm, se protegieron las muestras de la luz usando

frascos ambar o en algunos casos se forraron con papel aluminio.

La disminucion de la absorbancia debido a los antioxidantes se calculd de la

siguiente manera:
AABTS = ABTSd — (A734)muestra...ec.6
A ABTS: Es la disminucion de la absorbancia debida a los antioxidantes.

ABTSu: Es la absorbancia de ABTS debida al efecto de dilucion con 0.3 mL de
muestra (el valor esta alrededor de 0.7 cuando la media es a 734 nm). Este

control puede cambiar durante el experimento y no debe ser mayor al 5%.
A734: Es la absorbancia a 734 nm de la muestra después de la reaccion.

-La capacidad antioxidante se calcul6 usando la curva estandar de Trolox, y los

resultados se expresan como pmol de Trolox equivalente/g de muestra.
Trolox Eq.= (bX) = (0.25) * (mL del extracto/g de muestra ) .....ec.7
Trolox Eq.: umol Equivalente Trolox / g muestra

bX: Proviene de la curva estandar. La curva estandar puede también ser

expresado como bX.
4.7.4. Determinacion flavonoides

Para determinar el contenido de flavonoides en los extractos se us6 el método

de Popova et al. (2004) con ligeras modificaciones.
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Se preparo cloruro de aluminio al 5% en 50 mL de etanol al 70%, donde se peso
2.5 g de cloruro de aluminio, se preparo etanol al 70% y metanol al 80% en
volumenes de 50 y 100 mL respectivamente.

Para la curva de calibracién se utilizd quercetina, donde se pes6 100 mg de
quercetina y se diluyé en 10 ml de metanol al 80%, la concentracion de esta

solucion fue de 10 mg/mL (solucion madre).

Se trabajé con diluciones de 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.2 mg/mL en fiola de 10 mL,
finalmente se tomé 90 pL de la solucion diluida de quercetina, 1.91 ml de
metanol al 80%, 0.1 mL cloruro de aluminio al 5% y finalmente se afiadi6 2.9 ml
de metanol al 80%, se dej6é reposar durante 10 minutos, los materiales de
trabajo se cubrieron contra la luz y se llevo al espectrofotometro para leer la
absorbancia a 425 nm. El blanco fue la misma formulacion, con la diferencia
gue se cambid los 90 uL de la solucion diluida de quercetina por metanol a la

misma cantidad. Mediante la Tabla 11 se da a conocer mejor las diluciones:

Tabla 11
Concentraciones para flavonoides
Concentraciéon mg/mL v. solucién madre (mL) v. metanol 80%(mL)

0.2 0.2 9.8
0.4 0.4 9.6
0.6 0.6 9.4
0.8 0.8 9.2
1.0 1.0 9
1.2 1.2 8.8

Se realiz6 las lecturas del contenido de flavonoides de las muestras de
propéleo, donde se us6 90 pL de muestra, 1.91 mL de metanol al 80%, 0.1 mL
cloruro de aluminio al 5% y finalmente se afiadié 2.9 mL de metanol al 80%, se
dej6 reposar durante 10 minutos (siempre cubiertos contra la luz) y se llevo al
espectrofotometro para leer la absorbancia a 425 nm. El blanco fue la misma
formulacién, con la diferencia que se cambié los 90 uL de muestra por metanol

a la misma cantidad.
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La cuantificacion de flavonoides se construyo a partir de:
Y=Ax—B

Donde:

Y: es la absorbancia

X: es la concentracion de quercetina en mg/mL

Para expresar la concentracion de flavonoides en mg/g se realizd lo siguiente:

Contenido deflavonoides = x * (M) ... ecuacién 8

X: concentracion de flavonoides en mg/mL
V: volumen de solucién de propéleo/muestra

M: masa en de propoleo/ nanoencapsulado usado para dilucion

4.7.5. Determinacion de rendimiento de encapsulacion

El rendimiento se determind de acuerdo a la relacion entre, la masa de sélidos
secos obtenidos y el contenido inicial de sdlidos totales que entran en el secador
por aspersion (propo6leo, maltodextrina y goma arabiga). Finalmente se
represento en porcentaje, de acuerdo a la siguiente relacion:

m
%R = —%100...ec. 1
mq

Donde:
%R: es el rendimiento en porcentaje.

m,: masa inicial (Contenido inicial de propoleo, maltodextrina y goma arabica)

eng.

m,: masa final (Contenido final del encapsulante) en g.
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4.7.6. Determinacion de color

Se midio el color de los nanoencapsulados en el colorimetro de marca Konica
Minolta modelo CR-5 (Tokio, Japdn), las muestras fueron colocada en placas
disefiadas para este estudio, se deberd llenar las placas para evitar la reflexion,
los reportes seran en los espacios L*, a*y b*.

4.7.7. Determinacion de actividad de agua (a,,)

Se determind la actividad de agua empleando el determinador de actividad de
agua de marca Rotronic, modelo HygroPalm23-AW (Bassersdorf, Suiza).

4.7.8. Determinacion de humedad

Se determind el contenido de humedad por el método descrito por Garcia y
Fernandez (2012), por la diferencia de peso de la muestra inicial y la muestra

final, secadas en estufa de conveccion forzada de marca Binder a 105 °C.

my_m,

%Hbs = * 100 ... ec.2

my
%H,,— porcentaje de humedad en base humeda
m; = masa inicial
m, = masa final
¢ Identificacion grupos funcionales

Se realizaron pellets con 200 mg de KBr y 20 mg de muestra, homogenizado en

un mortero de 4gata, los pellets se formaron a 10 t en una prensa manual.

Se realizaron lecturas en el médulo de transmision, a 32 barridos, 8 cm™! de
resolucion, rango medio del infrarrojo (4000-400 cm™1), utilizando como fondo el
pellet de KBr, los grupos funcionales fueron identificados mediante el
espectrofotometro por transformada de Fourier, de marca Thermo Fisher modelo
Nicolet 1S50.

51



e Microfotografias estructurales

Las microfotografias estructurales de los nanoencapsulados de propéleo fueron
analizados mediante un microscopio electronico de barrido (SEM) Prisma E
(Thermo Fisher, Massachusetts, USA), a un voltaje de aceleracién de 30 kV y
un aumento de 10000x. Donde se uso cinta de carbono microscopico que es
muy buen conductor, esta cinta se corté a la medida del porta muestras,
seguidamente se colocé la muestra de propdleo encima de la cinta y procedio a
visualizar la estructura del material. Se us6 el Detector Everhart-Thornley (ETD)

para obtener tomas fotograficas mas enfocadas.
e Tamarfo de particula (DLS)

Se dispersé 4 mg de la muestra en 5 mL de agua ultrapura, se agité a 1000 rpm
durante 5 min, luego se ultrasonic6 por 10 min a temperatura ambiente. Se tomé
una alicuota en un capilar, donde se determind la distribucién hidrodinamica del
diametro y tamafio por dispersién dindmica de luz (DLS), utilizando el equipo
marca Nicomp nano ZLS, Z3000 (Massachusetts, MA, EUA).

4.8. Disefio experimental (variable y pruebas estadisticas).

Para este trabajo de investigacion se realiz6 un disefio experimental completamente

al azar (DCA), la Tabla 12 muestra los tratamientos que se realizaron:
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Tabla 12

Tratamientos para DCA

Variables Variables dependientes
independientes Flavonoides, compuestos Rendimiento, humedad, Grupos funcionales,
fendlicos y capacidad actividad de agua y color microfotografias
antioxidante estructurales y

tamarfio de particula

Nanoencapsulados Tratamientos Tratamientos Tratamientos

T1,1A T1,1B T1,1C
Nanoencapsulado de T12A T1.28B T12C
Huinchos

T1,3A T1,3B T1,3C

T2,1A T2,1B T2,1C
Nanoencapsulado de T2.2 A 1228 T22C
Chaccamarca

T2,3A T2,3B T23C

T3,1A T3,1B T3,1C
Nanoencapsulado de T3.2 A 1328 T32C
Cuncataca

T3,3A T3,3B T33C

Donde:

e T1, fue el tratamiento de la muestra proveniente de Huinchos.

e T2, fue el tratamiento de la muestra proveniente de Chaccamarca.

e T3, fue el tratamiento de la muestra de Cuncataca.

e A, que pertenece a los estudios de flavonoides, compuestos fendlicos y
capacidad antioxidante.

e B, que pertenece a los estudios de rendimiento, humedad, actividad de agua
y color.

e C, que pertenece a los estudios de grupos funcionales, microfotografias, y

tamafo de particula.

Todos los tratamientos se realizaron en las mismas condiciones, se manipul6 los

propéleos de diferentes procedencias lo que define como DCA.
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Para la prueba estadistica se tuvo dos hipotesis que fueron la nula y alterna, la nula
no muestra diferencias significativas entre los tratamientos de propéleo, la alterna
si muestran diferencias significativas entre los tratamientos de propéleo. Se realizd
un analisis de varianza (ANVA) para probar la hipétesis nula, donde el nivel de

significancia fue de 5%, entonces se realiz6 la siguiente formulacion de hipotesis:
HO:Tl =T, =T3 = 0
Hy:t; # 0;para algini # j

El criterio de aceptacion de la hipétesis nula fue si el valor p > 0.05, indica que los
tratamientos no muestran diferencia significativa, mientras que, si rechazamos la
hipétesis nula, se acepta la hipotesis alterna se va a la prueba de rangos multiples

(LSD) donde se planteo lo siguiente:
Hy: ti =tj

Hy:t; # Ujparatodo i # j
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CAPITULO V: RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1. Contenido de flavonoides totales, compuestos fendlicos y capacidad
antioxidante en nanoencapsulados de propdleo
5.1.1. Cuantificacién de flavonoides totales

Los resultados se presentan en la Tabla 13, se aprecia diferencia significativa (valor
p<0.05 - Anexo 1), los valores del contenido de flavonoides estuvieron entre 1.81y
2.26 mg de quercetina/g de muestra, el nanoencapsulado de propdleo de Cuncataca

presentd mayor contenido de flavonoides.

Tabla 13

Contenido de flavonoides totales (mg quercetina/g)

Contenido de x + S CV (%) Significancia
flavonoides totales
Nanoencapsulado 1.81 + 0.03 1.60 A
de Huinchos
Nanoencapsulado 2.23 + 0.04 1.82 B
de Chaccamarca
Nanoencapsulado 2.26 + 0.05 2.03 B

de Cuncataca

Nota: donde x¥ promedio muestral, S: desviacion estandar muestral, CV: coeficiente de variabilidad, letras
diferentes indican diferencia significativa, evaluadas a traves de la prueba de Fisher con un 95% de confianza.
Mayores reportes presentaron Santana et al. (2018), para encapsulados de
propéleos procedentes de Brasil, los valores fueron de 2.76 y 2.88 mg de
quercetina/g de muestra, ademas de ello realizaron el encapsulado en las mismas
matrices, también mencionan que la actividad antioxidante del propdleo tiene
relacion con el contenido de compuestos fendlicos.

Por otra parte, Bankova et al. (2005), reportaron mayores cantidades de flavonoides
totales en encapsulados de propoéleo de India, los resultados variaron de 25.50 y
57.25 mg de quercetina/g de muestra, sefialan que la composicion del propoleo

cambia de acuerdo a la floracién, condiciones geograficas, climas, entre otros.
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Funari (2005), menciona que la composicién del propbleo cambia de acuerdo a las
regiones, a el medio de vida de estas, a las épocas de colecta, a el entorno ecoldgico

y las especies vegetales de donde se recogen las resinas.

5.1.2. Cuantificacién compuestos fendlicos

Los resultados se presentan en la Tabla 14, se aprecia diferencia significativa (valor
p<0.05 - Anexo 2), los valores del contenido de compuestos fendlicos totales
estuvieron entre 1.76 y 3.38 mg de acido galico equivalente/g de muestra, el
nanoencapsulado de propéleo de Cuncataca presentdé mayor contenido de

compuestos fendlicos.
Tabla 14

Contenido de compuestos fendlicos totales (mg acido galico equivalente/q)

Contenido de x + S CV (%) Significancia
compuestos
fendlicos
Nanoencapsulado 2.70 + 0.01 0.38 A
de Huinchos
Nanoencapsulado 1.76 + 0.04 2.10 B

de Chaccamarca

Nanoencapsulado 3.38 + 0.01 0.34 C
de Cuncataca
Nota: donde x promedio muestral, S: desviacion estandar muestral, Cv: coeficiente de variabilidad, letras

diferentes indican diferencia significativa, evaluadas a traves de la prueba de Fisher con un 95% de confianza

Busch et al. (2017), reportaron menores cantidades que variaron entre 1.67 y 2.60
mg de &cido galico equivalente/g de muestra. Mientras que Pant et al. (2022),
reportaron mayores cantidades que tuvieron variacion de 20.98 y 30.91 mg de acido
galico equivalente/g de muestra, asi mismo mencionaron que los compuestos

fendlicos se degradan mientras la temperatura sea mas alta.

También estos compuestos varian de acuerdo a la floracién, condiciones
geograficas, climas, entre otros, por tal motivo el contenido de compuestos fendlicos

de los nanoencapsulados cambia de acuerdo a su procedencia.
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Por otro lado, Bodini et al. (2013) menciona que el propdleo posee mayor contenido
de compuestos fendlicos. Sin embargo, los flavonoides tienen relacion proporcional

con estos compuestos.

5.1.3. Capacidad antioxidante
Capacidad antioxidante por el método DPPH

Los resultados se presentan en la Tabla 15, se aprecia diferencia significativa (valor
p<0.05 - Anexo 3), los valores de capacidad antioxidante oscilaron entre 10.36 y
12.55 ymol de Trolox equivalente/g de muestra, el nanoencapsulado de propdleo

de Cuncataca presenté mayor capacidad antioxidante.

Tabla 15

Capacidad antioxidante por DPPH (umol de Trolox equivalente/q)

Capacidad x + S CV (%) Significancia
antioxidante
DPPH
Nanoencapsulado 11.46 + 0.33 2.87 A
de Huinchos
Nanoencapsulado 10.36 + 0.42 4.01 B
de Chaccamarca
Nanoencapsulado 12.55 + 0.21 1.70 C

de Cuncataca
Nota: donde x: promedio muestral, S: desviacion estandar muestral, Cv: coeficiente de variabilidad, letras

diferentes indican diferencia significativa, evaluadas a traves de la prueba de Fisher con un 95% de confianza.

Capacidad antioxidante por el método ABTS

Los resultados se presentan en la Tabla 16 donde podemos apreciar diferencia
significativa (valor p<0.05 - Anexo 4), los valores de capacidad antioxidante variaron
entre 2.03 y 2.33 umol de Trolox equivalente/g de muestra, el nanoencapsulado de

propdleo de Cuncataca presenté mayor capacidad antioxidante.
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Tabla 16
Capacidad antioxidante ABTS (umol de Trolox equivalente/q)

Capacidad X + S CV (%) Significancia
antioxidante
ABTS
Nanoencapsulado 2.03 + 0.11 5.30 A
de Huinchos
Nanoencapsulado 2.17 + 0.07 3.23 AB
de Chaccamarca
Nanoencapsulado 2.33 + 0.05 2.27 B

de Cuncataca
Nota: donde x:promedio muestral, S: desviacion estandar muestral, Cv: coeficiente de variabilidad, letras

diferentes indican diferencia significativa, evaluadas a traves de la prueba de Fisher con un 95% de confianza.

Los resultados que obtuvieron Santana et al. (2018), se relacionan con el presente
trabajo de investigacion y a la vez son mayores, para capacidad antioxidante por
DPPH presentaron valores que oscilaron entre 22.84 y 24.69 umol de Trolox
equivalente/g de muestra, para capacidad antioxidante por ABTS presentaron

valores de 10.62 y 15.11 ymol de Trolox equivalente/g de muestra.

Santana et al. (2017) afirma que la actividad antioxidante esta relacionada con el
contenido de compuestos fendlicos, es por ello que la capacidad antioxidante
también varia por causa de la floracion, condiciones geograficas, climas, entre otros,
en base a este argumento se testifica que hay variacibn de la capacidad
antioxidante, los resultados de esta investigacion variaron de método a método
Georgiev et al. (2010), indica que esto se relaciona porque los radicales DPPH y

ABTS presentan diferentes naturalezas.

5.2. Rendimiento, humedad, actividad de aguay color

5.2.1. Resultados de rendimiento de nanoencapsulados

Los resultados se presentan en la Tabla 17, se aprecia diferencia significativa (valor
p<0.05 - Anexo 5), los valores del porcentaje de rendimiento oscilaron entre 61.27
y 69.40 % de propdéleo nanoencapsulado, el mejor rendimiento es del

nanoencapsulado de propodleo de Huinchos.
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Tabla 17

Rendimiento expresado en %

Rendimiento X + S CV (%) Significancia
Nanoencapsulado 69.40 + 1.41 2.03 A
de Huinchos
Nanoencapsulado 63.87 + 1.89 2.96 B
de Chaccamarca
Nanoencapsulado 61.27 + 1.39 2.26 B

de Cuncataca

Nota: donde x: promedio muestral, S: desviacion estandar muestral, Cv: coeficiente de variabilidad, letras

diferentes indican diferencia significativa, evaluadas a traves de la prueba de Fisher con un 95% de confianza.

Busch et al. (2017), presentaron menores resultados que oscilaron entre 60 y 68 %,

asi mismo Sturm et al. (2019), evidenciaron mayores porcentajes de rendimiento

con valores de 69 y 70 %. Esto muestra que el rendimiento de encapsulacion del

propdleo mediante secado por aspersion presenta poca perdida de material.

5.2.2. Humedad de nanoencapsulados

Los resultados se presentan en la Tabla 18, se aprecia diferencia significativa (valor

p<0.05 - Anexo 6). Los valores del contenido de humedad estuvieron en los rangos

de 4.93 a 6.26 %, el nanoencapsulado de propdleo de Chaccamarca presento

menor porcentaje en contenido de humedad.

Tabla 18

Contenido de Humedad en %

Contenido de X + S CV (%) Significancia
humedad
Nanoencapsulado 6.26 + 0.53 8.48 A
de Huinchos
Nanoencapsulado 3.84 + 0.52 13.59 B
de Chaccamarca
Nanoencapsulado 4.93 + 0.19 3.90 C

de Cuncataca

Nota: donde x: promedio muestral, S: desviacion estandar muestral, Cv: coeficiente de variabilidad, letras
diferentes indican diferencia significativa, evaluadas a traves de la prueba de Fisher con un 95% de confianza.
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Da Silva et al. (2013) presentaron valores mayores entre los rangos de 4.9y 12.6
% de humedad, Santana et al. (2018) reportaron mayores valores de 5.84 y 9.96 %
de humedad, asi mismo Sturm et al. (2019), evidenciaron menores valores de 2.4y
4.7 % de humedad, esto indica que presentan contenidos de humedad bajos y

buenas condiciones para su conservacion.

5.2.3. Actividad de agua de nanoencapsulados

Los resultados se presentan en la Tabla 19, se aprecia diferencia significativa (valor
p<0.05 - Anexo 7), los valores de actividad de agua estuvieron en los rangos de
0.24 y 0.30, el nanoencapsulado de propdleo de Chaccamarca presenté menor

actividad de agua.
Tabla 19

Valores de actividad de agua

Actividad de agua X + S CV (%) Significancia
Nanoencapsulado 0.30 + 0.004 1.34 A

de Huinchos

Nanoencapsulado 0.24 + 0.004 1.66 B

de Chaccamarca

Nanoencapsulado 0.28 + 0.01 2.51 C

de Cuncataca

Nota: donde x: promedio muestral, S: desviacion estandar muestral, Cv: coeficiente de variabilidad, letras
diferentes indican diferencia significativa, evaluadas a traves de la prueba de Fisher con un 95% de confianza.
Del mismo modo Santana et al. (2018), reportaron mayores valores de actividad de
agua entre 0.24 y 0.36, Busch et al. (2017), reportaron menores valores entre 0.22
y 0.23 de actividad de agua, Da Silva et al. (2013) reportaron mayores valores de
actividad de agua entre 0.25 a 0.39, lo que indica que los nanoencapsulados poseen
poca disponibilidad de agua libre para desarrollo de microrganismo, pardeamiento

enzimatico, proliferacion de hongos y oxidacion de grasas.
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5.2.4. Color de nanoencapsulados

Los resultados se presentan en la Tabla 20, se aprecia diferencia significativa (valor
p<0.05 - Anexo 8), los valores de L oscilaron entre 91.48 y 92.25 que indica una
tendencia a blanco, los valores de a* oscilaron entre - 0.62 y - 0.71, que indica la
tendencia a verde, los valores para b* oscilaron entre 5.98 y 7.46 donde indica la
tendencia a amarillo. El nanoencapsulado de Cuncataca presentd mejor

luminosidad y coloracion cercana a blanco.

Tabla 20
Resumen estadistico para color
Color de nano- L a* b* Signific
encapsulados ancia
x + S cv x + S cV®%) x* + S CV L a

(%) (%) -
0.04 0.04 -0.62 0.006 094 746 + 033 448 A A

>|* T

Huinchos 91.48

1+
1+

Chaccamarca 91.66 0.01 0.01 -0.71 0.01 -1.41 6.44 + 0.04 059 B B B

1+
1+

Cuncataca 9225 + 0.01 0.01 -066 + 0.006 -0.88 598 + 002 026 C C C

Nota: donde x: promedio muestral, S: desviacion estandar muestral, Cv: coeficiente de variabilidad, letras
diferentes indican diferencia significativa, evaluadas a traves de la prueba de Fisher con un 95% de confianza.
Da Silva et al. (2013) reportaron valores mas bajos en cuanto a L, 86.31 y 89.14,
mencionando que la coloracion de los nanoencapsulados tuvo tendencia a amarillo
palido. Los nanoencapsulados de la presente investigacion tuvieron mayores
valores de luminosidad indicando que los nanoencapsulados tuvieron coloracion

cercana a blanco.
5.3. Grupos funcionales, microfotografias estructurales y tamafio de particula

5.3.1. Grupos funcionales

Los grupos funcionales de los nhanoencapsulados de propéleo, se realizaron por el
modulo de transmision, a 32 barridos, 8 ¢m~!de resolucién, rango medio del
infrarrojo (4000-400 ¢m™1), utilizando como fondo el pellet de KBr. Donde se
observoé picos desde los 3382 a 524 ¢m™!, ademas de ellos los espectros fueron
similares para los nanoencapsulados. El pico 3382 cm™! muestra la existencia del
grupo hidroxilo que indica la presencia de compuestos polifenélicos, agua y

carbohidratos, 2929 cm™! da la referencia al estiramiento del metileno C-H
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asimétrico del carbohidrato, 1643 cm™? estiramiento C=C del alquenilo indicando la
presencia de flavonoides y compuestos fendlicos, 1366 cm™! se ve la presencia del
grupo metilo - gem-dimetil o iso doblete que indican la presencia de compuestos
antioxidantes, 1152 c¢m~!alcohol terciario tramo C-O indican la presencia de
alcoholes, esteres, acidos carboxilos que evidencia la presencia de 4cidos fendlicos
y flavonoides, 1027 cm™! la presencia de siloxano o silicona organica, en el tramo

928 cm~! a 524 cm™1! estan atribuidos a la presencia de los compuestos fendlicos.
La Figura 9 muestra los espectros IR de los hanoencapsulados de propoleo.

Figura 9

Espectros IR para nanoencapsulados de propdéleo
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Pant et al. (2022), presentaron similar espectro en los nanoencapsulado de
propoéleo, en el pico 3274 ¢m™1, identificaron el estiramiento del grupo hidroxilo y
amino, esto da referencia a la existencia de polifenoles, carbohidratos y la
posibilidad de proteina y agua, en el pico 2924 ¢cm™?, identificaron estiramiento
asimetrico de enlaces C-H y NH3, que hace referencia a la banda de aminoacidos
libres y acidos carboxilicos, en la region 1700 a 1600 c¢cm™! hablaron sobre el
estiramiento de los grupos carbonilo, grupos cetona y vibracién estiramiento C=C,
que tiene relacion con la presencia de lipidos, flavonoides, compuestos fendlicos,
también se hace mencion sobre la region 1800 y 1100 ¢m™1, que hablaron
particularmente del grupo C=0, donde se puede identificar a los flavonoides y
lipidos en el propdleo, también hablaron del pico 1636 cm™!, que representa la
presencia de compuestos antioxidantes, como flavonoides en los propdleos. En la
regién 1300 y 1100 ¢m™1, mostraron que existe estiramiento de C-O y también la
flexion de los grupos C-OH, que son los éteres, ésteres, alcoholes y &acidos
carboxilicos, que evidencian la presencia de acidos fendlicos y flavonoides en los
propdleos. En la region 900 a 690 cm™1, que hacen referencia a las vibraciones de
estiramiento y flexion de los grupos C=H que se asocia a la presencia de

compuestos fendlicos.

Los nanoencapsulados de la presente investigacion mostraron picos similares y
muy cercanos a los de referencia, evidenciando que los nanoencapsulados

presentan diversos grupos funcionales referentes a compuestos fendlicos.
5.3.2. Microfotografias estructurales

Las microfotografias estructurales del nanoencapsulado de propdleo de Huinchos
(Figura 10), mostraron la formacion de capsulas esféricas y de tamafios
heterogéneos, algunos tuvieron deformaciones debido a la velocidad de
encapsulaciéon que existe en el secado por aspersion. En el caso de los
nanoencapsulados de propéleo de Chaccamarca (Figura 11), se observo la
formacion de capsulas esféricas mas definidas que las de Huinchos, también
algunas estructuras presentaron abolladuras y tamafios heterogéneos, las

microfotografias del nanoencapsulado de propoleo de Cuncataca (Figura 12),
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mostraron formacion de capsulas esféricas de tamafios heterogéneos, para los tres
casos se observdO que hay aglomeraciones en diversos puntos, esto es
caracteristico en el secado por aspersion debido a la velocidad de encapsulacion.
Figura 10

Microfotografia estructural de nanoencapsulado de propoéleo del centro poblado

Huinchos

mag @ spot WD HY pressure }
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Figura 11
Microfotografia estructural de nanoencapsulado de propéleo del centro poblado

Chaccamarca

."

ag © spot WD 'HV pressure | —1 L1
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Figura 12
Microfotografia estructural de nanoencapsulado de propéleo del centro poblado

Cuncataca

. 3
%, |det | 7/1/2022 mag @ |spot WD HV pressure |——>5um
ETD 3:2626 PM 10000x 5.0 10.9 mm 30.00kV 5.07E-6 Torr Prisma E - UNMSM

similares microfotografias presentaron Santana et al. (2018), donde vieron la
formacion de esferas con tamafos heterogéneos, también observaron que las
particulas mas pequefias se aglomeraban cerca de las particulas grandes, esto
sucede porque es una caracteristica que se da a menudo en la atomizacién. Da
silva et al. (2013), tuvieron microfotografias estructurales similares, ademas indican
gue las abolladuras se deben a la evaporacion rapida del liquido en la atomizacion,
Busch et al. (2017), presentaron nanocapsulas menos homogénea en comparacion

con el presente trabajo de investigacion.

En la investigacion se evidenciéo mayor formacion de particulas nanoencapsuladas,

esto también se atribuye a que se trabajo a nivel nanométrico.
5.3.3. Tamafo de particula

Los resultados se muestran en la Tabla 21, se aprecia que los propdleos de
Huinchos y Cuncataca presentan dos picos con respecto al tamafio de particula
mediante la distribucion NICOMP, los tamafios de particula para los
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nanoencapsulados oscilaron entre 204.4 y 266.7 nm mediante la distribucién
Gaussiana, donde el nanoencapsulado de Huinchos presenta menor media con
respecto al tamafio. El coeficiente de variacion tuvo dispersion de datos debido a la

formacion de diferentes tamafios de nanocapsulas.

Tabla 21

Tamafio de particula nanoencapsulados

Distribucién NICOMP Distribucién Gaussiana
Tamario de - - -
particula Pico Ta?:no % X + S CV (%)
particula
(hm)

Nanoencapsulados 1 123.4 48.61
de Huinchos 562.6 51.39 204.4 + 129.0 63.11
Nanoencapsulados 1 228.8 100 266.7 + 149.9 56.21

de Chaccamarca

Nanoencapsulados 1 11.1 0.60

de Cuncataca 2 194.4 99.40 222.4 + 106.3 47.80

Nota: donde x: promedio muestral, S: desviacion estandar muestral, Cv: coeficiente de variabilidad.

Santana et al. (2018), reportaron valores de microparticulas de propdleo
encapsulado de 1 a 18 ym, Da Silva et al. (2013), reportaron medidas de 15 a 24
pMm, los nanoencapsulados de la presente investigacion mostraron menor tamafio
debido a que se trabajo a nivel nanometrico, estas medidas se relacionan como 1
Mm equivale a 1000 nm, por lo que podriamos decir que los tamafios de particula
gue reportamos son mucho mas pequefios que los referenciados. Ademas de ello
Poon y Haw (1997), mencionan que por medio de la dispersion dinamica de luz se
puede evidenciar informacion sobre la estructura de un material en una escala

mesoscépica normalmente de 100 a 1000 nm.
5.4. Correlograma de Pearson

En la Figura 13 se presenta el Correlograma de Pearson, donde se muestra la

relacion que existe entre las propiedades estudiadas de la siguiente manera:

e Flavonoides: tiene una fuerte relacion positiva con tamafo de particula,

luminosidad y capacidad antioxidante por ABTS. Hay una correlacion débil
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positiva con capacidad antioxidantes por DPPH, para humedad, Aw y croma
a*, b* hay una fuerte correlacion negativa, con relacion a rendimiento y para
compuestos fenolicos hay una débil correlacion negativa.

Compuestos fendlicos: presenta una correlacion positiva perfecta con
capacidad antioxidante por DPPH, correlacion positiva fuerte con humedad,
Aw, luminosidad, croma a*, correlacion positiva débil con capacidad
antioxidante por ABTS, fuerte correlacion negativa con rendimiento y tamafio
de particula, débil correlacion negativa con croma b*.

Capacidad antioxidante por ABTS: muestra una fuerte correlacion positiva
con luminosidad y capacidad antioxidante, correlacion débil positiva con
tamafio de particula, una fuerte correlacion negativa con rendimiento, croma
b* y humedad, una débil correlacién negativa con Aw y croma a*.
Capacidad antioxidante por DPPH: presenta una correlacion positiva fuerte
con Aw, luminosidad y croma a*, débil correlacion positiva con humedad,
fuerte correlacion negativa con rendimiento y tamafio de particula, baja
correlacion negativa con croma b*.

Humedad: muestra una fuerte correlacion positiva con Aw, croma a* y b*,
fuerte correlacion negativa con tamafo de particula, débil correlacion
negativa con rendimiento y luminosidad.

Actividad de agua: presenta fuerte correlacion positiva con croma a* y b*,
correlacion negativa perfecta con tamafio de particula, débil correlacion
negativa con rendimiento y luminosidad.

Luminosidad: muestra fuerte correlaciéon negativa con rendimiento y croma
b*, débil correlacién negativa con el tamafio de particula y croma a*.

Croma a*: fuerte correlacibn negativa con tamafio de particula, fuerte
correlacion positiva con croma b* débil correlacibn negativa con
rendimiento.

Croma b*: fuerte correlacién positiva con rendimiento y débil correlacion
negativa con tamafio de particula.

Rendimiento: presenta débil correlacidn positiva con tamafio de particula.
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Figura 13

Correlograma de Pearson para propiedades de los hanoencapsulados de propdleo
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Ddénde: TP: tamafio de particula, CF: compuestos fendlicos, CA: capacidad antioxidante, L: luminosidad, a y b:
croma a* y b* (color)

Suarez (2011), menciona que el coeficiente de correlacion de Pearson muestra la
relacion que hay entre dos variables, presentan limites de +1 a -1 (Anexo 32) y el

valor r = 0 sefiala que no hay relacion entre las variables.
5.5. Diagrama de radar para nanoencapsulados

En la Figura 14 se muestra el diagrama de radar de las propiedades estudiadas,
teniendo al mejor poseedor de propiedades al nanoencapsulado de Cuncataca
debido a que posee mejor contenido de flavonoides, compuestos fendlicos,
capacidad antioxidante, humedad, actividad de agua y color.
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Figura 14

Diagrama de radar para propiedades estudiadas
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CAPITULO VI:

CONCLUSIONES:

Se logro evaluar el comportamiento de la nanoencapsulacion de propéleo purificado

en matrices de goma arabiga y maltodextrina.

Se determiné el contenido de flavonoides, compuestos fendlicos y capacidad
antioxidante de los nanoencapsulados de propoéleo purificado en matrices de goma
arabiga y maltodextrina, teniendo como mejor poseedor al nanoencapsulado de
Cuncataca.

Se determind el rendimiento, humedad, actividad de agua y color de los
nanoencapsulados de propoleo purificado en matrices de goma arabiga y
maltodextrina, teniendo como mejor poseedor de rendimiento al nanoencapsulado
de Huinchos, humedad y actividad de agua al nanoencapsulado de Chaccamarcay

color al nanoencapsulado de Cuncataca.

Se determiné los grupos funcionales, microfotografias estructurales y tamafio de
particula en los nanoencapsulados de propoleo purificado en matrices de goma
arabiga y maltodextrina, teniendo diversos grupos funcionales como la presencia de
compuestos fendlicos, flavonoides, carbohidratos y agua, presencia de formacion

de nanocapsulas esféricas y tamafio de particula en escala nanométrica.

Finalmente, el nanoencapsulado de propdleo de Cuncataca fue el mejor debido a
que presento caracteristicas muy buenas lo que permitiria usarlo en las industrias

alimentarias.
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RECOMENDACIONES:

Usar ultra-turrax para lograr mejor homogenizacion de las particulas.

Realizar mas investigaciones de nanoencapsulacion del propéleo, evaluando el
comportamiento de estos nanoencapsulados como aditivos en alimentos.
Realizar mas estudios a los propoéleos del Perl para despertar un mayor interés
de este producto en el mercado.

Realizar la nanoencapsulacion de propoleo en medios encapsulantes de
almidones nativos y almidones modificados, para visualizar la encapsulacion con
otros medios encapsulantes.

Realizar la encapsulacion por liofilizacion para comparar que técnica es la mas
adecuada.

Usar la técnica de Spray Dryer para la encapsulacion debido a que es bastante

eficiente.
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ANEXOS
Anexo 1. ANOVA y prueba de rangos multiples para flavonoides

ANOVA para flavonoides por tratamiento

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razoén-F | Valor-P
Entre grupos 0.383022 2 0.191511
Intra grupos 0.00913333 6 0.00152222
Total (Corr.) 0.392156 8

Pruebas de Multiple Rangos para flavonoides por tratamiento
Método: 95.0 porcentaje LSD

tratamiento Casos Media Grupos Homogéneos
1 3 1.80667 A
2 3 2.22667
3 3 2.26
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
1-2 0.0779494
1-3 0.0779494
2-3 -0.0333333 0.0779494

* indica una diferencia significativa.

Anexo 2. ANOVA y prueba de rangos multiples para compuestos fenélicos

ANOVA para compuestos fendlicos por tratamiento

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 3.9856 2 1.9928

Intra grupos 0.00319733 6 0.000532889

Total (Corr.) 3.9888 8

83




Pruebas de Multiple Rangos para compuestos fendélicos por tratamiento
Método: 95.0 porcentaje LSD

tratamiento Casos Media Grupos Homogéneos

2 3 1.76033 B

1 3 2.703 A

3 3 3.38333 C

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites

1-2 0.0461203
1-3 0.0461203
2-3 0.0461203

* indica una diferencia significativa.

Anexo 3. ANOVA y prueba de rangos multiples para capacidad antioxidante
(DPPH)

ANOVA para Capacidad antioxidante por tratamientos

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 7.23807 2 3.61903

Intra grupos 0.652533 6 0.108756

Total (Corr.) 7.8906 8

Pruebas de Multiple Rangos para capacidad antioxidante por tratamientos
Método: 95.0 porcentaje LSD

Tratamientos | Casos Media Grupos Homogéneos

2 3 10.3567 B

1 3 11.46 A

3 3 12.5533 C

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites

1-2 0.65887
1-3 0.65887
2-3 0.65887

* indica una diferencia significativa.
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Anexo 4. ANOVA y prueba de rangos multiples para capacidad antioxidante
(ABTS)

ANOVA para capacidad antioxidante por tratamientos

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 0.132289 2 0.0661444

Intra grupos 0.0386667 6 0.00644444

Total (Corr.) 0.170956 8

Pruebas de Multiple Rangos para Capacidad antioxidante por tratamientos
Método: 95.0 porcentaje LSD

Tratamientos Casos |Media Grupos Homogéneos
1 3 2.03333 A

2 3 2.17 AB

3 3 2.33 B
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
1-2 -0.136667 0.160386
1-3 0.160386
2-3 -0.16 0.160386

* indica una diferencia significativa.

Anexo 5. ANOVA y prueba de rangos multiples para % rendimiento

ANOVA para % rendimiento por tratamiento

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 103.441 2 51.7205

Intra grupos 14,9701 6 2.49501

Total (Corr.) 118.411 8
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Pruebas de Multiple Rangos para % rendimiento por tratamiento
Método: 95.0 porcentaje LSD

Tratamiento | Casos Media Grupos Homogéneos
3 3 61.2699 B
2 3 63.8676 B
1 3 69.3995 A
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
1-2 3.1558
1-3 3.1558
2-3 2.59773 3.1558

* indica una diferencia significativa.

Anexo 6. ANOVA y pruebas de rangos multiples para % de humedad

ANOVA para %humedad por tratamientos

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F Valor-P
Entre grupos |8.79293 2 4.39646

Intra grupos  |1.18067 6 0.196778

Total (Corr.) |9.97359 8

Pruebas de Multiple Rangos para %humedad por tratamientos

Método: 95.0 porcentaje LSD

tratamientos Casos Media Grupos Homogéneos

2 3 3.83913 C

3 3 4.93123 B

1 3 6.25653 A

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites

1-2 0.886262
1-3 0.886262
2-3 0.886262

* indica una diferencia significativa.
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Anexo 7. ANOVA y pruebas de rangos multiples para actividad de agua

ANOVA para actividad de agua por tratamientos

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 0.00513489 2 0.00256744

Intra grupos 0.000163333 6 0.0000272222

Total (Corr.) 0.00529822 8

Pruebas de Multiple Rangos para actividad de agua por tratamientos
Método: 95.0 porcentaje LSD

Tratamientos Casos Media Grupos Homogéneos

2 3 0.243333 C

3 3 0.279 B

1 3 0.301333 A

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites

1-2 0.010424
1-3 0.010424
2-3 0.010424

* indica una diferencia significativa.

Anexo 8. ANOVA y pruebas de rangos multiples para color

ANOVA para Color (L) por tratamientos

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 0.969867 2 0.484933
Intra grupos 0.00373333 6 0.000622222
Total (Corr.) 0.9736 8

Pruebas de Multiple Rangos para color (L) por tratamientos
Método: 95.0 porcentaje LSD

Tratamientos Casos Media Grupos Homogéneos
1 3 91.4833 A
2 3 91.6567 B
3 3 92.25 C
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Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
1-2 0.0498364
1-3 0.0498364
2-3 0.0498364

* indica una diferencia significativa.

ANOVA para Color (a*) por tratamientos

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 0.0131556 2 0.00657778
Intra grupos 0.000333333 6 0.0000555556
Total (Corr.) 0.0134889 8
Pruebas de Multiple Rangos para Color (a*) por tratamientos
Método: 95.0 porcentaje LSD
Tratamientos Casos Media Grupos Homogéneos
2 3 -0.71 C
3 3 -0.656667 B
1 3 -0.616667 A
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
1-2 0.0148915
1-3 0.0148915
2-3 0.0148915
* indica una diferencia significativa.
ANOVA para Color (b*) por tratamientos
Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 3.43502 2 1.71751
Intra grupos 0.2262 6 0.0377
Total (Corr.) 3.66122 8
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Pruebas de Multiple Rangos para Color (b*) por tratamientos

Método: 95.0 porcentaje LSD

Tratamientos Casos Media Grupos Homogéneos

3 3 5.97667 C

2 3 6.44333 B

1 3 7.45667 A

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites

1-2 * 1.01333 0.387922
1-3 * 1.48 0.387922
2-3 * 0.466667 0.387922

* indica una diferencia significativa.

Anexo 9. Curvade calibracién ABTS
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Anexo 10. Curva de calibracion compuestos fendlicos

Curva de calibracion - compuestos fendlicos y = 0.023x + 0.4904
R? =0.9903
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Anexo 11. Curvade calibracién flavonoides

Curva de calibracion de flavonoides y = 1.5449x - 0.0061
R2=0.9872
1.8 RO
16 :
1.4

1.2

0.8

Absorbancia
®

0.6 .
0.4

0.2

0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40
Concentracion quercetina (mg/ml)

90



Anexo 12. Nanoencapsulados de propéleo

oy % NS

Donde: N1 Huinchos, N3 Chaccamarca y N5 de Cuncataca

Anexo 13. Visita a centros apicolas y recoleccién
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Anexo 15. Propodleo en bruto
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Anexo 16. Inmersién en medio etandlico al 80%

Anexo 17. Capacidad antioxidante por ABTS de muestras
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Anexo 18. Capacidad antioxidante por ABTS de trolox
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Anexo 20. Lecturas espectrofotometro
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Anexo 22. Cuantificacién Flavonoides
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Anexo 23. Cuantificacion compuestos fendlicos
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Anexo 24. Lecturas mediante espectrofotometro
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Anexo 26. Preparacion muestra (DLS) para ultrasonido
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Anexo 28. Muestras en (SEM)

Donde P1: propdleo de Huinchos, P3: propdleo de Chaccamarca y P5: propéleo de Cuncataca
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Anexo 30. Propoleo purificado

= L —

Donde N1: propéleo purificado de Huinchos, N3: Propdleo purificado de Chaccamarca y N5: Prop6leo
purificado de Cuncataca

Anexo 31. Calculos para curva de calibracién de capacidad antioxidante
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Anexo 32. Célculos para curva de calibracion de flavonoides
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Anexo 33. Matriz de consistencia

Formulaciéon de problema Objetivos Hipdtesis Variables Instrumento
de medicion
PG: OG: HG:
¢Cémo sera el comportamiento de Evaluar el comportamiento de la Los nanoencapsulados de propéleo purificado
la nanoencapsulacion de propdleo nanoencapsulacién de propoleo en matrices de goma ardbiga y maltodextrina
purificado en matrices de goma purificado en matrices de goma difieren de la zona de recoleccion.
arabiga y maltodextrina? arabiga y maltodextrina.
PE 1: OE 1: HE 1:
¢,Como es el contenido de Determinar el contenido de El contenido de flavonoides, compuestos Flavonoides Espectrofotd
flavonoides, compuestos fendlicosy flavonoides, compuestos fendlicosy fendlicos y capacidad antioxidante de los metro UV-vis
capacidad antioxidante en la capacidad antioxidante en la nanoencapsulados de propdleo purificado en Compuestos  Espectrofoto
nanoencapsulacion de prop6leo nanoencapsulacion de propdleo matrices de goma arabiga y maltodextrina fendlicos metro UV-vis
purificado en matrices de goma purificado en matrices de goma difieren de la zona de recoleccién.
Capacidad Espectrofotd

arabiga y maltodextrina?

PE 2:

¢Coémo es el rendimiento,
humedad, actividad de agua y color
en la nanoencapsulacion de
propéleo purificado en matrices de

goma arabiga y maltodextrina?

arabiga y maltodextrina.

OE 2:

Determinar el rendimiento,
humedad, actividad de agua y color
en la nanoencapsulacion de
propoleo purificado en matrices de

goma arabiga y maltodextrina.

HE 2:

El rendimiento, humedad, actividad de agua y
color de los nanoencapsulados de propdleo
purificado en matrices de goma ardbiga y

maltodextrina difieren de la zona de recoleccion.
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antioxidante

Rendimiento
Humedad
Actividad de

agua

Color

metro UV-vis

Indirecto
Indirecto
Determinador
de Aw -
Rotronic

Colorimetro



Formulacion de problema Objetivos Hipotesis Variables Instrumento
de medicién
PE 3: OE 3: HE 3:
Grupos FTIR
¢ Como son los grupos funcionales, Determinar los grupos funcionales, Los grupos funcionales, microfotografias funcionales
microfotografias estructurales 'y microfotografias estructurales y estructurales y tamafio de particula de los Microfotograf SEM
tamafio de particula en la tamafio de particula en la nanoencapsulados de propoleo purificado en ias
nanoencapsulacion de prop6leo nanoencapsulacion de propdleo matrices de goma arabiga y maltodextrina estructurales
purificado en matrices de goma purificado en matrices de goma provenientes de Chaccamarca presentan Tamafio de DLS
arabiga y maltodextrina? arabiga y maltodextrina diversos  grupos funcionales, adecuada particula

morfologia y tamafio de particula a nivel

nanomeétrico.
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Anexo 34. Valores para correlacion de Pearson

Valor Significado

-1 Correlacién negativa grande y perfecta
-0,9 a-0,99 Correlacién negativa muy alta

-0,7 a-0,89 Correlacién negativa alta

-0,4 a-0,69 Correlacién negativa moderada
-0,2a-0,39 Correlacién negativa baja

-0,01 a-0,19 Correlacién negativa muy baja

0 Correlacion nula

0,01a0,19 Correlacién positiva muy baja
0,2a0,39 Correlacién positiva baja

0,4 a0,69 Correlacién positiva moderada
0,7a0,89 Correlacién positiva alta

0,9a0,99 Correlacién positiva muy alta

1 Correlacién positiva grande y perfecta
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