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RESUMEN

En el presente trabajo se plante6 como objetivo investigar las caracteristicas fisico-
quimicas de propoleos recolectados de los centros apicolas del distrito de Huaraz
para seleccionar el mejor tratamiento, luego evaluar su efecto conservante de
propoleos en la prolongacion de la vida util y sensorial en un yogurt frutado. Se
recolect6 muestras de propdleos de 40 y 70 colmenas de los centros apicolas de
Huypishca, Ichoca y Quenuayoc; luego se realizd el analisis fisico-quimico con
espectrofotometro UV para determinar fenoles, flavonoides, ceras, resinas,
impurezas mecanicas, analisis de humedad y cenizas. Se empled el alcohol etilico de
95° para la obtencidn de extracto etandlico de propoleos del mejor tratamiento y se
utilizo dicho extracto la evaluar la vida util del yogurt frutado. El fisico-quimico de
nuestra M1 seleccionada del Centro apicola de Huypishca es: 7,31g de acido
galico/100g muestra de fenoles totales y 10,169 de quercetina/100g muestra de
flavonoides totales, humedad 3,56%, cenizas 3,1%, ceras 34%, resinas 57%,
impurezas mecanicas 18,8%. La vida atil del yogurt frutado con 1,6% de extracto
etanolico de propdleos tratamiento T4 es 14 dias, conservando a temperatura de
refrigeracion de 4 - 5°C similar al yogurt frutado comercial de los pequefios
fabricantes de la ciudad de Huaraz. Estadisticamente se ha demostrado en los
atributos color, olor, sabor y aceptabilidad a un nivel de confianza de 95% de Tukey
existe una diferencia estadisticamente significativa entre la muestra TO yogurt
frutado sin EEP y los tratamientos T1 yogurt frutado con 0,4% EEP, T2 yogurt
frutado con 0,8% EEP, T3 yogurt frutado con 1,2% EEP y T4 yogurt frutado con

1,6% EEP.

Palabra clave: caracterizacion, propoleos, fenoles, antimicrobiano, vida Gtil, yogurt

frutado.
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ABSTRACT

In the present work the objective was to investigate the physico-chemical
characteristics of propolis collected from the beekeeping centers of the Huaraz
district to select the best treatment, then to evaluate its preservative effect of propolis
in the prolongation of the useful life and sensory in a yogurt fruity Samples of
propolis from 40 and 70 beehives were collected from the apiculture centers of
Huypishca, Ichoca and Quenuayoc; then the physical-chemical analysis was
performed with a UV spectrophotometer to determine phenols, flavonoids, waxes,
resins, mechanical impurities, moisture and ash analysis. The 95° ethyl alcohol was
used to obtain the ethanol extract of propolis for the best treatment and this extract
was used to evaluate the shelf life of fruity yogurt. The physicist-chemist of our M1
selected from the Beekeeping Center of Huypishca is: 7,31g of gallic acid/100g
sample of total phenols and 10,169 of quercetin/100g sample of total flavonoids,
moisture 3,56%, ashes 3,1 %, waxes 34%, resins 57%, mechanical impurities 18,8%.
The shelf life of fruity yogurt with 1,6% ethanol extract of propolis treatment T4 is
14 days, keeping at a refrigeration temperature of 4-5°C similar to the commercial
fruity yogurt of the small manufacturers of the city of Huaraz. Statistically it has
been demonstrated in the attributes color, smell, taste and acceptability at a level of
confidence of 95% of Tukey there is a statistically significant difference between the
sample TO fruity yogurt without EEP and the treatments T1 fruity yogurt with 0,4%
EEP, T2 fruity yogurt with 0,8% EEP, T3 fruity yogurt with 1,2% EEP and T4 fruity
yogurt with 1,6% EEP.

Keyword: characterization, propolis, phenols, antimicrobial, shelf life, fruity yogurt.



I.  INTRODUCCION

El propdleo es un material pegajoso, gomoso, resinoso, de color variable marrén
verdoso, marrén oscuro, verde oscuro, amarillo verdoso, castafio, rojizo e incluso
negro que depende de su origen; tiene aroma a yemas de especies arboreas como,

miel, ceras y vainilla, igualmente puede tener sabor amargo (Vazquez, 2010)

En el distrito de Huaraz existen plantas silvestres y arboles de eucalipto
(Eucalyptus spp), pino (Pinus sp.), molle (Lithaea molleoides) y otros, estas
vegetaciones son diferentes en los lugares donde existen centros apicolas. Sin
embargo, la composicion quimica del propodleos es altamente variable y depende
exclusivamente de la flora local del sitio de recoleccion, tanto en los brotes, ramas,
cortezas y flores (Kumazawa et al., 2004; Papotti et al., 2012). Las mas importantes
fuentes botanicas del propoleos en regiones templadas son el alamo (Populus spp.),
abedul (Betula alba), sauce (Salix spp.), pino (Pinus spp.), encino (Quersus spp.),
fresno (Fraxinus s pp.), entre otros arboles (Farré et al., 2004; citados por Vargas,

Torrescano y Sanchez, 2013).

Los propoleos tienen un efecto importante sobre una gran variedad de
microrganismos tales como bacterias, hongos, virus y levaduras; que ha sido
ampliamente comprobado y demostrado que el efecto dependiendo de la
composicion quimica que posee (Kumar et al., 2008; Viuda-Martos et al., 2008;

citados por Vargas, Torrescano y Sanchez, 2013).

La recoleccidn del propoleos viene a ser una actividad de las abejas pecoreadoras,
que extraen las sustancias de las yemas de las plantas con sus mandibulas y con el
apoyo del primer par de patas, con la secrecion de glandulas mandibulares (&cido 10-

hidroxidecenoico) permite el ablandamiento para triturarlo y transportarlo a las
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cestillas, después que ingresan a la colmena, se dirigen a sitios donde se requiere de
este producto y permanecen quietas mientras las abejas propolizadoras toman
particulas de la sustancia para comprimirlas y agregarles cera procediendo al

propolizado (Bedascarrasbure et al., 2000a; citado por Yoong , 2004).

Aguilar et al. (2011), los autores en su investigacion reportan que la aplicacion del
tratamiento térmico (T1) y la adicion de propdleos (T2, T3, T4), nisina (T5, T6 y T7)
y aceites esenciales (T8, T9 y T10) permitieron controlar la contaminacion
microbioldgica y prolongar la vida util del jugo de sabila hasta 90 dias tanto a 10

como a 25°C.

En algunos estudios se han demostrado el efecto de los extractos de propoleos
sobre ciertas bacterias y hongos, asi como patdgenos de interés alimentario, por su
capacidad que tienen para prevenir o retardar reacciones de oxidacion; lo cual los
convierte en productos naturales potencialmente atractivos para ser utilizados como
conservadores alimentarios en sustitucion de los aditivos sintéticos (Vargas,

Torrescano y Sanchez, 2013).

La actividad antibacteriana del propoleo ha sido confirmada por numerosos
estudios cientificos, contra las gram positivas (Streptococcus pyogenes y
Staphylococcus aureus), gram negativas (Salmonella typhi, y Pseudomonas
aeruginosa); sean aerobicas 0 anaerdbicas; pero la composicién de los propoleos

puede variar considerablemente de su origen botéanico.

Los yogures son productos que se obtienen por las fermentaciones acido-lacteas
de leche pasteurizada descremada, con la accion de los microorganismos

Lactobacilus bulgaricus y Streptococcus thermophillus, con o sin agregados
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opcionales de leche entera o descremada en polvo, suero en polvo, etc (OMS y FAO,

2011).

El proposito de la presente investigacion esta referido a la caracterizacion de los
prop6leos de los tres centros apicolas del distrito de Huaraz, luego conocer efecto
conservante del extracto etandlico del propoleos en la vida til y la aceptacion del
yogurt frutado por los panelistas semientrenados. Ademas, se realizara analisis
microbioldgico con el propésito de determinar los hongos, levaduras y coliformes
totales en el yogurt frutado con la adicién de 0,4%, 0,8%, 1,2% y 1,6% de extracto

etandlico de propoleos.
Planteamiento del problema

El propoleos recolectado por las abejas meliferas es una sustancia resinosa y
altamente adhesiva; esta sustancia colectada es transformada y usada por las abejas
para lacrar los agujeros, fijar los panales de miel, pulir las paredes interiores y

proteger la entrada contra los roedores (Burdock, 1998; citado por Palomino, 2009).

En la actualidad, la tintura de propdleos se ofrece como producto natural a un
costo menor que los productos farmaceuticos que se encuentran en el mercado; pero
este tema ha sido abordado por otros autores y han reportado que la actividad
antimicrobiana del propdleos depende de sus componentes fendlicos, los cuales
varian en su composicion fisico-quimica, segun la ubicacion geogréafica y la estacion
de recoleccién que se realiza. Una de las propiedades méas importante del propdleos
es su actividad antimicrobiana, la cual se atribuye fundamentalmente a los

flavonoides.

En la ciudad de Huaraz se consumen tintura de propoleo (extracto etandlico de

propoleo) como antibidtico para resfrios, pero su actividad antimicrobiana no ha sido
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cientificamente evaluada; por lo que es necesario obtener y realizar la caracterizacion
fisico-quimica de los propdleos procedentes de los centros apicolas y luego

comprobar su efecto conservante en un alimento perecible como yogurt frutado.

La tintura o extracto etandlico de propdleos que se consume como

antibactericida no esté incluido en la Norma Técnicas Peruana.

El consumo de yogurt aumenta cada dia més regional, nacional y mundial, debido
a sus propiedades nutricionales como proteinas, calcio y bacterias benéficas; pero

este producto tiene corta vida Util a temperatura de refrigeracion.

No se ha realizado ningun estudio en los centros apicolas del distrito de Huaraz,
respecto a la caracterizacion fisico-quimico como la evaluacion de su efecto

antimicrobiano de acuerdo al contenido de flavonoides.
Descripcion del problema

El propdleos es un material pegajoso, gomoso, resinoso, de color variable marron
verdoso, marrén oscuro, verde oscuro, amarillo verdoso, castafio, rojizo e incluso
negro dependiendo de su origen; su aroma a yemas de especies arbdreas como, miel,
ceras y vainilla, también puede tener sabor amargo (Vazquez, 2010). La recoleccion
es de las exudaciones o secreciones de origen vegetal (yemas, corteza, ramas, frutos
jovenes, etc.) realizada por la abeja (Apis mellifera) y son mezcladas las exudaciones
con otros agentes como polen y enzimas se tiene lugar una modificacion fisica y
quimica (Bankova et al., 1999; Bedascarrasbure et al., 2006; Daugsch Andreas et al.,
2007; Gustafson et al., 1992; Hegazi, 2000; Normas IRAM 2002; Salamanca Grosso
et al, 2000; Salgado Laurenti et al., 2003; Von Frisch, 1999; Whiterell, 1975, citado

por Vazquez, 2010).
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Otros autores citan como menos frecuentes a Eucalyptus spp., Castafio Silvestre
(Aesculus hippocastanum), Abedul (Betula spp.), Aliso (Alnus spp.), Olmo (Ulmus
spp.), Acacia (Robinia pseudoacacia), Alerce (Picea sp.), Pino (Pinus sp.), Fresno
(Fraxinus sp.), Cerezo (Prunus avium), Ciruelo (Prunus domestica), Abeto (Abies
sp.), Sauce (Salix spp.), Roble (Quercus spp.), Acacia (Gleditsia triacanthos)
(Bonvehi et al., 1994, Koening; citado por Véazquez, 2010). Se sabe también que las
colmenas ubicadas en bosques cuentan con mayor cantidad de propoleos que las que

se encuentran en otros lugares (Hegazi, 2000; citado por VVasquez, 2010).

En el distrito de Huaraz existen plantas silvestres y arboles de eucalipto
(Eucalyptus spp), pino (Pinus sp.), molle (Lithaea molleoides) y otros, estas
vegetaciones son diferentes en los lugares donde existen centros apicolas. Sin
embargo, la composicion quimica de este producto apicola es altamente variable y
depende de la flora local del sitio de recoleccién, tanto en brotes como en ramas,
cortezas y flores (Kumazawa et al., 2004; Papotti et al., 2012). Las mas importantes
fuentes botanicas del propoleos en regiones templadas son el alamo (Populus spp.),
abedul (Betula alba), sauce (Salix spp.), pino (Pinus spp.), encino (Quersus spp.),
fresno (Fraxinus s pp.), entre otros arboles (Farré et al., 2004; citados por Vargas,

Torrescano y Sanchez, 2013).

El efecto de los propdleos sobre una gran variedad de microrganismos (bacterias,
hongos, virus y levaduras) ha sido ampliamente comprobado y se ha demostrado que
el efecto dependiente de la composicion quimica (Kumar et al., 2008; Viuda-Martos

et al., 2008; citados por Vargas, Torrescano y Sanchez, 2013).

Maidana, (2000); Markham et al., (1995); citado por Vazquez, (2010), indica que
es escasa la informacién que obtuvo acerca de la cuantificacion y utilizacién de los

componentes individuales del propoleos.
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Formulacion del problema
Problema general

¢Cudles seran las caracteristicas fisico-quimicas de propdleos recolectados de cada
centro apicola del distrito de Huaraz y cudl es su efecto conservante en la vida atil en

un yogurt frutado?
Problemas especificos

1. ¢Cuales son las caracteristicas fisico-quimicas de prop6leos recolectados de los

centros apicolas del distrito de Huaraz?

2. ¢Cual es el efecto conservante del extracto etandlico de propdleos en la vida util

de un yogurt frutado?

3. ¢Cuales son las caracteristicas sensoriales de un yogurt frutado con extracto

etanolico de propdleos?

Antecedentes

Antecedentes Internacionales

Gutiérrez (2012), Evaluacion del efecto de propdleos como bio-preservante en
chorizo. El autor dice que los propdleos presentan actividad similar a los nitritos,
controlando el desarrollo de microorganismos dentro de la matriz carnica, muestran
capacidad antioxidante y control de produccién de bases volatiles nitrogenadas
(BVT-N), finalmente la aceptacion del producto por los panelistas sugiere que es
posible su aplicacidn en productos comerciales.

Ayala y Macay (2010), Efecto de extractos de propdleos y miel de abeja (Apis

mellifera) en las propiedades fisicas y sensoriales de una salchicha de desayuno con
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dos niveles de grasa. Los autores reportan que no existieron diferencias significativas
(P>0.05) entre los tratamientos en las mediciones de: nivel de purga, pH, rendimiento
de coccién y aerobios mesofilos totales; también presentaron un efecto en la
aceptacion general siendo el tratamiento 5 % miel y 22 % de grasa el preferido por
los panelistas en comparacion con el tratamiento control y 30 % de grasa.

Geronimo (2009), Comparacion del efecto antimicrobiano de propoleos y el
benzoato de sodio en mermelada de mango de la Escuela Agricola Panamericana. El
autor reporta que los panelistas prefirieron el tratamiento con benzoato de sodio y
con 11% de propoleos en evaluaciones sensoriales, en el analisis microbiologico
encontrd que no existe diferencia significativa estadisticamente entre los cuatro
tratamientos para el crecimiento de mohos y levaduras.

Gomez et al (2014), Evaluacion por dos métodos in vitro de actividad
antimicrobiana de propdleos frente a algunos microorganismos de interés
alimentario. Los autores indican que el extracto etandlico de propoleos (EEP)
presentd un efecto antibacterial con mayor eficacia contra las bacterias gram
positivas utilizadas, determind una concentracion minima inhibitoria (CMI) del 20%
y la técnica de dilucién en tubos demostré que los propdleos presentan mayor efecto
en liquidos lo que puede tener una aplicacién importante en alimentos.

Martinez, Fajardo y Pérez (2005), Obtencidn de tintura de propéleos en las plantas de
productos naturales. Los autores manifiestan que la extraccion fue realizada con mezcla
hidroalcohdlica en un proceso de extraccion solido-liquido, se ensayaron dos
concentraciones de la mezcla y tres tiempos de extraccion; los mejores resultados se
obtuvieron a 56 h, con la mezcla hidroalcohélica 85°GL y a una temperatura entre 45-50 °C,

no fue necesario realizar ninguna modificacion del equipamiento existente en estas plantas

para la obtencion de estos resultados.
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Carrillo, Castillo y Mauricio (2011), Evaluacion de la Actividad Antimicrobiana
de Extractos de Propdleos de la Huasteca Potosina (México). Los autores mencionan
que usaron cepas de microorganismos Gram negativos: Escherichia coli, Salmonella
typhi y Klebsiella pneumoniae; y microorganismos Gram positivos: Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis y Streptococcus agalactiae.; la concentracion
minima bactericida (CMB) del extracto etanolico de propéleos fue de 0,93 mg mL-1
para las Gram positivas y 7,5 mg mL-1 para las Gram negativas, en el extracto
acuoso fue 20 mg mL-1 para Gram positivas y 30 mg mL-1 para Gram negativas; por
tanto los extractos etandlicos de propdleos tienen una actividad antibacteriana
significativamente mayor que los extractos acuosos, y esta actividad depende de su
procedencia y de la especie bacteriana evaluada.

Aguilar et al. (2011), Vida util del jugo de sabila (Aloe vera MILL), en presencia
de propoleo, citracidin y nisina, Los autores indican que la aplicacion del tratamiento
térmico (T1) y la adicion de propdleos (T2, T3, T4), nisina (T5, T6 y T7) y aceites
esenciales (T8, T9 y T10) permitieron controlar la contaminacién microbioldgica y
prolongar la vida atil del jugo de sabila hasta 90 dias tanto a 10 como a 25°C; el uso
de las diferentes concentraciones de propdleos, Nisina y aceites esenciales en el jugo
de sabila no caus6 cambios significativos en las caracteristicas de acidez titulable,
pH, °Brix, azlcares totales, densidad Optica y en el perfil cromatografico de
azucares.

Antecedentes Nacionales.

Véasquez et al. (2014), Aceptabilidad de una bebida de maiz morado variedad
cantefio (Zea Mays L.) endulzada con Stevia (Stevia rebaudiana B.) y propdleos
como potencial conservante. Los autores demostraron que de acuerdo a la

metodologia de disefio de mezclas simplex con Centroide Ampliado, los rangos
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Optimos para una buena aceptabilidad de una bebida de maiz morado fueron los
valores de concentraciones 0.3 a 0.67 ¢/1000mL de propdleos, de 3,6 a 4,1
0/1000mL de Stevia y de 1, 92 a 2,33 g/1000mL de Acido citrico.

Rengifo (2013), Cuantificacion de flavonoides en el extracto etanolico de
propdleos. El autor demostro que el extracto etandlico de propdleos contiene en su
composicion flavonoides al presentar respuestas positivas en todos las pruebas
realizadas y el porcentaje obtenido de flavonoides totales expresados en quercetina
fue 8,71 g/100g de extracto seco.

Soto (2015), Metabolitos secundarios, cuantificacion de fenoles y flavonoides
totales de extractos etanolicos de propdleos de tres localidades del Perd. El autor
reporta que los fenoles y flavonoides totales cuantifico con el método de Folin-
Ciocalteau y el de formacion de complejos con AICI3 al 2 %, respectivamente y
encontré una alta diversidad de metabolitos secundarios como catequinas, lactonas,
triterpenos y esteroides, antocianidinas, flavonoides, fenoles y taninos en los
extractos etanolicos de propoleos de Piura, Ayacucho y Pucallpa; ademéas de
encontré alcaloides (Piura), saponinas (Pucallpa) y quinonas (Piura y Ayacucho), el
contenido de fenoles y flavonoides totales oscilo entre los valores de 60.5+0.10 hasta
78.6+0.20 mg de GAE/g de EEP y 28.5+0.10 hasta 42.5+0.10 mg QE/g EEP
respectivamente; y el extracto etandlico del propdleos proveniente de Ayacucho
presentd mayor contenido de fenoles y flavonoides totales.

Justificacion de la investigacion
Justificacion

El propo6leo por ser un producto natural recibe la denominacibn GRAS
(generalmente reconocido como seguro). En algunos estudios se han demostrado el

efecto de los extractos de propéleos sobre ciertas bacterias y hongos, asi como
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patdgenos de interés alimentario, por su capacidad que tienen para prevenir o retardar
reacciones de oxidacion; lo cual los convierte en productos naturales potencialmente
atractivos para ser utilizados como conservadores alimentarios en sustitucion de los

aditivos sintéticos.

La actividad antibacteriana del prop6leos ha sido confirmada por numerosos
estudios cientificos, contra las gram positivas (Streptococcus pyogenes y
Staphylococcus aureus), gram negativas (Salmonella typhi, y Pseudomonas
aeruginosa); sean aerébicas o anaerdbicas, aunque la composicion de los prop6leos

puede variar considerablemente de acuerdo a su origen botanico.

Por otra parte, la Apicultura en el distrito de Huaraz y del pais es una de las
actividades econdmicas méas importantes, la alternativa de conocer las propiedades
del propoleos de esta region para impulsar su aprovechamiento es un aspecto de gran

interés para la industria alimentaria.

Es factible la caracterizacion fisico-quimica del propoleos, puesto que se esta
incrementando la produccion de propdleos en los centros apicolas del distrito de
Huaraz. Ademas, se ha desarrollado una tecnologia adecuada para la extraccion de
extracto etandlico de propoleos y con ello obtendra productos de calidad e higiene;
que puede ser utilizado como conservante natural para bebidas perecibles como

yogurt frutado.
Importancia

En la actualidad, es importante la basqueda de nuevas fuentes antibacteriano para
la prevencion del crecimiento de los microorganismos que afectan la calidad de los

productos lacteos como el yogurt y no toxicas para los consumidores.
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Los propoleos se han utilizado en muchas oportunidades como bactericida debido
a su amplio halo de inhibicion y que funciona como un buen conservante de bebidas
no alcohdlicas y no fermentadas; pero no existe en el mercado nacional algunas

bebidas alimenticias que contengan conservante natural.

El interés de la presente investigacion radica en el andlisis fisico-quimica de
propoleos de los centros apicolas dcl distrito de Huaraz, con la finalidad de contribuir
al conocimiento de la composicién y posible uso como conservante antibacteriano en
una bebida no fermentada como yogurt. Ademas, con este estudio se conocera la
calidad de los propoéleos y su valor potencial como conservante natural, para ser
utilizado como aditivo en la industria alimentaria en reemplazo de conservante

quimico.

La actividad antimicrobiana usada para alimentos no ha sido cientificamente
evaluada; por lo que es necesario obtener y realizar la caracterizacion fisico-quimica
de los propdleos procedentes de los centros apicolas y luego comprobar su efecto

conservante en un alimento perecible como yogurt frutado.

El resultado en esta investigacion radica en generar interés de los apicultores de la
region Ancash, para que los subproductos como el propoleos de las colmenas de

abejas tengan mejor uso como aditivo natural en la industria alimentaria.

Asimismo, la investigacion pretende demostrar que el extracto de propdleos
utilizado como conservante natural, incrementa la vida util del yogurt frutado que
elaboran los pequefios productores locales y regionales del pais. Ademas, con este
aditivo se evitara el deterioro de los yogures que no tienen conservante quimico y se

ofrecera productos de calidad para la salud humana.
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1.6 Limitaciones de la investigacion
Durante el desarrollo de la investigacion se presentaron algunas limitaciones:

- La disponibilidad de propoleos en las colmenas de abejas es en junio y julio,
después es escasa su recoleccion. Ademas, los apicultores tienen desconfianza y

son reacios en facilitar la recoleccion de muestras para su caracterizacion.

- En la mayoria de los centros apicolas la recoleccién de propdleos bruto, se realiza
por el método de raspado que es de menor calidad por la presencia de impurezas;
porque en el lugar de estudio no existe la produccién de prop6leos por método de

mallas que es de mejor calidad.

- Existen pocos laboratorios en las universidades nacionales que cuentan con los
reactivos y equipos necesarios para efectuar los analisis fisico-quimicos de

propdleos en bruto, que dificultd la ejecucion de la investigacion.

- En la Norma Técnica Peruana, no se tiene incluido el protocolo de andlisis de

fisico-quimico de propoleos, pero en otros paises limitrofes si existen.

1.7 Objetivos
1.7.1 Objetivo General

Investigar las caracteristicas fisico-quimicas de propdleos recolectados de los
centros apicolas del distrito de Huaraz para seleccionar el mejor tratamiento, luego
evaluar su efecto conservante de propdleos en la prolongacion de la vida atil y

sensorial en un yogurt frutado.
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1.7.2 Objetivos especificos

- Determinar las caracteristicas fisico-quimicas de propdleos recolectadas de cada
centro apicola del distrito de Huaraz y seleccionar el propoleo con mayor

contenido de flavonoides.

- Evaluar el efecto conservante del extracto etandlico de prop6leos con mayor

contenido flavonoides totales en la vida util de un yogurt frutado.

- Efectuar la evaluacion sensorial de un yogurt frutado con extracto etanélico de

prop6leos con mayor contenido de flavonoides totales
Hipaotesis
Hipotesis general

Las caracteristicas fisico-quimicas del propdleos del distrito de Huaraz y su
extracto etanolico tienen efecto conservante en la prolongacion de la vida util y

sensorial en un yogurt frutado.
Hipotesis especifico

1. Los contenidos de fenoles y flavonoides de las tres muestras recolectadas de los
centros apicolas del distrito de Huaraz mediante el analisis fisico-quimico son

iguales.

2. El extracto etandlico de propdleos con mayor contenido de fenoles y flavonoides

totales tienen efecto conservante en la vida atil de un yogurt frutado.

3. El extracto etandlico de propdleos con mayor contenido de fenoles y flavonoides

totales tienen efecto en las caracteristicas sensoriales de un yogurt frutado.



II. MARCO TEORICO

2.1 Marco conceptual
2.1.1 Propdleos

El prop6leo es un producto elaborado por las abejas que “son mezclas complejas
de resinas, ceras, aceites esenciales, polen y microelementos, de consistencia viscosa
y de color verde, pardo, castafio, rojizo e incluso puede ser casi negro, dependiendo
de su origen botanico” (Fernandez, 2001).

Al considerar factores de seguridad “se ha reportado que varios compuestos de los
propdleos estan presentes en aditivos nutricionales y/o alimentos y son considerados”
GRAS (generalmente reconocidos como seguros) (Bankova, 2000; citado por Suarez,
Jimeénez y Diaz, 2013). Estas caracteristicas hacen de los propoleos “sean atractivos
para la conservacion natural en aplicaciones alimenticias nuevas y para poder
satisfacer la demanda de antioxidantes y antimicrobianos, que nace de una
conciencia creciente de consumidores de alimentos naturales y la omision de
procesamientos Yy conservantes quimicos” (Tosi, Ortega y Cazzoli, 2007,
Kalogeropoulos et al., 2009; citado Suarez, Jiménez y Diaz, 2013).

El prop6leo “es una resina oscura y pegajosa, sustancia recolectada por las abejas
pecoreadoras en sus patas traseras de las yemas de las hojas, ramitas, lesiones de
tronco y arboles; son llevados a su colonia, donde se combina con cera y es utilizado
por obreras ‘colmenas’ para sellar y esterilizar la cdmara de cria de la colonia”
(Sorkun, Ster y Salih, 2001; citado por Tamiz et al, 2013). El propdleo “contiene
una variedad de compuestos quimicos como los polifenoles (flavonoides, agliconas,

acidos fendlicos y sus ésteres, fendlicos, aldehidos y alcoholes), terpenoides,
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esteroides, amino acidos, y compuestos inorganicos” (Kartal, Yildiz, Kaya et al.,
2003; citado por Tamiz et al, 2013).

Havsteen (2002) plante6 que “existe aproximadamente 18 componentes y se
sefialé entre los principales compuestos del tipo flavonoide tales como las flavonas,
flavones y las flavononas, propiedades muy importantes del propdleos fue su
actividad antimicrobiana, la cual fue atribuida fundamentalmente a los flavonoides”.

La Universidad Nacional de Tokio de Japén fue uno de los pioneros en la
investigacion de las propiedades del propdleos, alli “se analiz6 muestras de
propdleos del mundo; en industria alimentaria estd legalizado como Suplemento
Dietario como conservante, pero en medicina contindan los estudios de
investigacion” (Yanucci, 2013; citado por Saltos, 2015).

El propoleos de acuerdo a la informacion publicada por la FAO (2003) indica:
El producto es originado de sustancias resinosas, gomosas Yy balsamicas,
colectadas por abejas meliferas, de brotes y exudaciones de corteza, hojas y otras
partes de las plantas, a las cuales las abejas agregan secreciones salivales y cera
para la elaboracion final del propoleos. Esta compuesto de cera de abejas
meliferas, resinas, productos balsdmicos, aceites esenciales, polen y micro
elementos.

Bedascarrasbure et al (2000a); citado por Yoong (2004) define que “el propoleo
es una sustancia resinosa, gomosa y balsdmica colectada por las abejas meliferas a
partir de brotes de corteza, hojas y otras partes de arbustos silvestres, arboles”

En un estudio publicado por Bedascarrasbure et al (2000a); citado por Yoong
(2004) afirma:

La recoleccion del propoleos es una actividad de las pecoreadoras, que extraen

con sus mandibulas sustancias de las yemas y con ayuda del primer par de patas,
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la secrecion de glandulas mandibulares (acido 10-hidroxidecenoico) que permite
el ablandamiento para triturarlo y transportarlo a las cestillas, después que
ingresan a la colmena, se dirigen a sitios donde se requiere de este producto y
permanecen quietas mientras las abejas propolizadoras toman particulas de la

sustancia para comprimirlas y agregarles cera procediendo al propolizado.
2.1.2 Utilizacion del propdleos en las colmenas

Las abejas utilizan los propdleos como recurso importante dentro con la finalidad
de las colmenas.
Recubren las paredes de la colmena, reparan los panales, cierran rendijas,
agrietamientos, y las fracturas que puedan existir, ademas, cubren los bordes de
las entradas para proporcionar un sello hermético, que permita al mismo tiempo la
defensa de la entrada. Se supone que, al cubrir las paredes y grietas de la colmena
con propdleos, las abejas buscan mantener un ambiente hermético que conserve la
humedad del interior, ademas, establecen un control de las bacterias, mohos y
otros organismos como insectos pequefios y acaros, que afectan el desarrollo de

las crias y los individuos que habitan la colmena (Funariy Ferro, 2006).
2.1.3 Composicion del propdleos

Las composiciones quimicas de los propdleos son muy complejas y esto depende
de las vegetaciones. Bedascarrasbure, 2005; citado por Gerénimo, 2009) indica:

Que es bastante compleja y depende basicamente de las fuentes vegetales y de la

funcion especifica dentro de la colonia; se compone de un 50-55% de resinas y

balsamos, 30- 40% de cera de abeja, 5-10% de aceites esenciales ovolatiles, 5%

de polen y 5% de materiales diversos (organicos y minerales), sus principales
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constituyentes son los compuestos fendlicos, que se caracterizan por la presencia
de al menos un grupo oxhidrilo unido directamente a un anillo aromatico.
La vegetacion es una materia prima utilizado por las abejas pecoreadoras para

recolectar propéleos bruto. Yoong (2004), hace referencia:

Los apiarios de Zamorano estan rodeados de alta vegetacion circundante, cerca de
plantaciones frutales, pastos y otros cultivos extensivos; pero las especies
predominantes es el eucalipto (Eucalyptus globulus Labill), es reconocida por sus
numerosos usos en fisioterapia por su alto contenido en resinas y balsamos,
también contienen taninos, pigmentos flavonicos (heterosidos del queracetol),
caliptosidos, acidos fendlicos (galico y cafeico), poseen propiedades semejantes a
las del propdleos y son mejoradas por el proceso que realizan las abejas como
resina original.

De acuerdo a Bedascarrasbure et al., (2000b); citado por Yoong (2004), la
“composicion del propodleos es compleja y dificil de caracterizar o comparar
mediante una norma generalizada debido a su alta variacion (por cambios en
vegetacion, clima, manejo, ubicacion); por esto existen rangos generales que sirven

para conocer la composicion, las fuentes de origen de cada componente y sus usos”.
2.1.4 Compuestos fenolicos

Los compuestos fendlicos tienen una actividad antimicrobiana, antifingica y

antiviral.

Estan formados por un anillo aromatico unido por lo menos aun grupo oxhidril: la
estructura mas sencilla es la del 4cido benzoico, pero con otros sustituyentes en el
anillo se forman acidos fendlicos como el cafeico, fertlico, cumarico y cinamico,

comunes en los vegetales y en el propdleo; esta les provee propiedades
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bactericidas, fungicidas y antivirales (Tabera, Hegazi y Hegazi; citado por

Bedascarrasbure et al. 2004).

“La amplitud de compuestos fendlicos en la naturaleza da como resultado
propoleos con caracteristicas fisico-quimicas y propiedades variables. Son elementos
de interés biolégico que se valoran en el prop6leo, donde la mayoria de las

propiedades son atribuidas a los flavonoides y acidos fenélicos” (Yoong, 2004).

El propdleo en definitiva debe estar “libre de contaminantes toxicos (metales
pesados), contener bajos niveles de cera, impurezas mecénicas y cenizas; asimismo
es recomendado determinar la fuente vegetal circundante de la colmena para conocer
los componentes activos presentes en sus resinas y estimar la proporcion de éstos
compuestos activos en el propdleo” (Bankova, 2000; citado por Suarez, Jiménez y

Diaz, 2013).
2.1.5 Flavonoides

Los flavonoides tienen actividades bioldgicas durante el desarrollo de las plantas

debido a formacion de pigmentos.

Los flavonoides forman parte de un largo subgrupo de metabolitos secundarios
clasificados como compuestos fenolicos, ampliamente distribuidos en el reino
vegetal, se encuentran en las vacuolas celulares; estos flavonoides desempefian
una variedad de actividades biologicas en las plantas como la formacion de
pigmentos, acttan como filtro frente a la radiacidn ultravioleta, protegen a las
plantas de diferentes factores bidticos y abioticos generadores de estrés (Villar,

1999, p. 210).
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2.1.6 Propiedad antimicrobiana de flavonoides en extractos de propdleos.

Popova et al. (2004); citado por Martinez (2009); afirma que en los “estudios
microbioldgicos in vitro e in vivo concluyen que la presencia de flavonoides y ésteres

de &cidos fenolicos es determinante en la actividad antibacteriana de los prop6leos”.

En el andlisis microbioldgico realizado en Brasil, han determinado respecto a la

actividad antimicrobiana del propdleos. Mendes et al. (2006) afirmaron:

Se relaciond la actividad de extractos etandlicos frente a cepas Staphylococcus
aureus (determinando su Concentracién Inhibitoria Minima) y el contenido de
flavonoides, determin6 una relacion media positiva entre estos parametros, esto
indica que los flavonoides cumplen un rol importante en la determinacion de la

actividad antibacteriana en propoleos brasilefios.
2.1.7 Actividad antibacteriana y antifiingica

Los extractos etandlicos de propoleos estan preparados con alcohol rectificado de
96 grados alcoholicos. Kalogeropoulos et al., (2009); citado por Martinez (2009)

reportaron:

El efecto de varios extractos etanolicos de propoleos frente a varias bacterias tales
como: Salmonella typhimurium, Enterobacter aerogenes, Yersinia enterocolitica,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus
cereus, y emodina, y crisofanol; con esta base los resultados obtenidos los autores
recomiendan el uso de estos prop6leos como aditivos de origen natural para
Listeria monocytogenes, la actividad fue asociada a la presencia de compuestos
del tipo terpénico, flavonoides y antraquinonas, principalmente conservacion en

alimentos.
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Castelo (2002); citado por Yoong (2004) afirma:

Los flavonoides son pigmentos y compuestos aromaticos presentes en la
constitucion de las plantas superiores, se encuentran en las partes verdes y
coloreadas, pero también en la savia y resinas, lo cual constituye un mecanismo
de defensa vegetal contra parasitos, bacterias, virus y hongos. La coloracion del
propo6leos depende en gran parte de la cantidad de flavonoides del mismo, aunque

la cera influye y disminuye la calidad de este producto.

El mecanismo de accion del prop6leos como agente antibacteriano “es por los
flavonoides y los compuestos cindmicos, que actian como alteradores de membrana
de las bacterias, disipando para que pierda la capacidad de sintetizar ATP la bacteria,
inhibiendo su motilidad e impidiendo el desarrollo de infeccion por los
microorganismos” (Mirzoeva, Grishanin y Calder, 1997; citado por Mufioz, Linares
y Narvaez, 2011). “Los flavonoides del propoleos hacen interferencia en el
metabolismo bacteriano ligando metaloenzimas, como las fosfatasas e inhibiendo
algunas de las enzimas que pueden hidrolizar la red de proteoglicanos” (Havsteen,

2002).
2.1.8 Usos de propdleos

Figueroa et al. (2011) reportan “como producto de la colmena que tiene una gran
variedad de usos industriales, desde la industria alimentaria, la cosmética, hasta la
farmacéutica o quimica. Existen antecedentes del uso del propdleos en suplementos

dietarios y en diferentes tipos de alimentos”.

Bedascarrasbure (2005); citado por Gerénimo (2009), indica que en “multiples

estudios bacterioldgicos in vivo e in vitro confirmaron su accion bacteriostatica y
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bactericida; los principales responsables de esta propiedad son los flavonoides

galangina, pinocembrina y derivados de los &cidos benzoico, ferulico y cafeico”

Figueroa et al. (2011) afirman “que el uso de propdleos es una alternativa como
recubrimiento comestible que permite prolongar la vida atil, mejorar la calidad y
generar valor agregado a frutas y hortalizas, frescas 0 minimamente

procesadas”.

En este acédpite se menciona que el propdleo contiene una fuente natural de

antioxidante.

Estos componentes protegen a los aceites y lipoproteinas séricas de la oxidacion;
sus propiedades antioxidantes se deben a su actividad anti radical particularmente,
frente a radicales alcoxi y en menor grado, a superoxido y al efecto inhibidor
sobre el i6n cuproso, iniciador de la oxidacion de las lipoproteinas de baja

densidad (Salamanca et al., 2007; citado por Geronimo, 2009).
2.1.9 Extracto etandlico propoleos (EEP) o tintura de propéleos

El extracto de etandlico de propdleo se conoce también como tintura de

propdleo. Luna (2011) dice:

Es un preparado apicola (hidro-alcohdlico) que contiene antibidticos naturales y
sustancias biolégicamente activas provenientes de propdleo, que le confieren
alto poder cicatrizante e inmunoestimulante; por tanto, la tintura de propoleo se
obtiene mezclando propoleos con alcohol etilico de 70 a 95° con una
maceracion de 7 dias como minimo, agitacion frecuente, posterior filtrado y

envasado en frascos oscuros.

Tylkowski et al. (2010); citado por Gutiérrez (2012), reporta que “extraccion

con etanol se remueve la cera y los desechos organicos, se obtiene el extracto
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etandlico de propdleos con todos los constituyentes bioactivos; fueron observados
méas de 300 componentes diferentes entre los que se encuentran: terpenoides,

flavonoides, acidos fendlicos, etc”

2.1.10 Yogurt

El yogurt es una leche fermentada con la adicién de cultivos que contienen

microorganismos necesarios para su coagulacién. OMS y FAO (2011) afirman:

Es un producto lacteo obtenido por medio de la fermentacion de la leche, que
puede haber sido elaborado a partir de productos obtenidos de la leche con o sin
modificaciones, por medio de la accion de microorganismos adecuados
(Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subesp. Bulgaricus) y
teniendo como resultado la reduccion del pH con o sin coagulacién
(precipitacion isoeléctrica). Estos cultivos de microorganismos seran viables,
activos y abundantes en el producto hasta la fecha de duracién minima. Si el
producto es tratado térmicamente luego de la fermentacion, no se aplica el

requisito de microorganismos viables. (2011, p.6)
Se tipifican como:

Yogurt batido: Yogurt cuya fermentacién se realiza en tanques de incubacion
produciéndose en ellos la coagulacion, siendo luego sometido a un tratamiento

mecanico de batido, segiin NTP.202.092 (INDECOPI, 2008).

Yogurt frutado: Yogurt al que se le ha agregado fruta procesado en trozos, jugo y/o
pulpa de frutas y aditivos, segln se indica en el apartado 6.4 de la NTP.202.092

(INDECOPI, 2008).
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2.1.11 Vida util

“La vida util” de un producto depende de factores ambientales, de la humedad,
de la temperatura de exposicidn, del proceso térmico al que se somete y de la calidad
de las materias primas, entre otros; “su efecto se manifiesta como el cambio en las
cualidades del alimento que evitan su venta: cambios de sabor, color, textura o
pérdida de nutrientes” (Potter, 1978). “El final de la vida util de un producto se
alcanza cuando ya no mantiene las cualidades requeridas para que el consumidor

final lo utilice” (Kuntz, 1991; citado por Garcia y Molina, 2008).
Casp y Abril (1999); citado por Rondon, Pacheco y Ortega (2004) indica:

Para determinar la vida util de un alimento o producto, primero deben
identificarse las reacciones quimicas o bioldgicas que influyen en la calidad y
seguridad del mismo, considerando la composicion del alimento y el proceso a

que es sometido y se procede a establecer las reacciones mas criticas en la calidad.
2.1.12 Evaluacion sensorial

La evaluacion sensorial de alimentos se realiza con la finalidad el control de

calidad. Torricella, Zamora y Pulido (2007) hacen referencia:

Es frecuente que se rechacen producciones por problemas de control de calidad
con reclamacion contra los productores; por este motivo se requiere que las
pruebas se realicen con una fundamentacion cientifica, lo cual requiere del
constante desarrollo de los procedimientos de evaluacion y su correcta

planificacion, disefio y obtencion de la calidad sensorial adecuada.

Urefia, D’ Arrigo y Girdn (1999), define como “disciplina cientifica es usado para

medir, analizar e interpretar las sensaciones producidas por las propiedades
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sensoriales de los alimentos y otros materiales, y que son percibidas por los sentidos

de la vista, olfato, gusto, tacto y oido”.

Esté constituida por dos procesos definidos segin su funcion: el analisis sensorial

y el anélisis estadistico.

El andlisis sensorial es un método experimental mediante el cual los jueces
perciben y califican, caracterizando y/o mensurando, las propiedades sensoriales
de muestras adecuadamente presentadas, bajo condiciones ambientales
preestablecidas y bajo un patrén de evaluacién acorde al posterior analisis
estadistico. En cambio, el analisis estadistico estd dado por la formulacion de
supuestos teoricos (hipotesis), con los que se podra hacer inferencias o
conclusiones sobre un poblacion de alimentos o personas, y que estan
comprobados a partir de los resultados del tratamiento estadistico de los datos
obtenidos del analisis sensorial de la muestra que la represente; tratamiento
aplicado en base a un adecuado disefio experimental que asegure la confiabilidad

de los datos y sus resultados (Urefa, D’ Arrigo y Girén ,1999).



I1l. METODO

3.1 Tipo de investigacion

3.2

El tipo de investigacion que se ha utilizado es de caracter experimental porque se
ha buscado resultados especificos mediante técnicas para la obtencion de resultados

satisfactorios.

Es aplicada y tecnoldgica; porque se orienta obtener un conservante natural a base

de propoleos para uso alimentario.

El nivel de estudio es descriptiva, explicativa y predictivo, ya que, a partir de las
caracteristicas de la problematica en estudio, se busca responder las preguntas de
investigacion relacionadas a la conservacion, pretendiendo evaluar la dependencia y

posible interaccion entre las variables estudiadas.

Poblacién y muestra
Poblacion

En la presente investigacion se ha aplicado el muestreo no probabilistico de tipo
intencional en diferentes colmenas hasta obtener una muestra representativa de
propdleos. La poblacidon de propoleos procedentes son los tres centros apicolas del

distrito de Huaraz estuvo conformada por méas de 30 colmenas cada uno.

Muestra
Para la toma de muestras de propdleos en bruto se realizd en los tres centros

apicolas del distrito de Huaraz que contaban entre 40 y 70 colmenas de abejas.

Las muestras para andlisis fisico-quimico y obtencion del extracto etandlico de

propdleos fueron de tres centros apicolas, fue de 400 g de propdleo bruto de cada uno
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de los centros apicolas respectivamente y siendo un total de 1200 g para los anélisis

por duplicado.
3.3 Operacionalizacion de variables
En la investigacion se tomd en cuenta dos variables de estudio:
e Variable Independiente: X
X1: Caracteristicas fisico-quimicas del propéleo
e Variable Dependientes: Y
Y1: Vida atil del yogurt batido frutado

En la tabla 1, se indica la operacionalizacion de variables.

Tabla 1. Variables, dimensiones e indicadores

VARIABLE DIMENSIONES INDICADORES
Variable independiente: Analisis fisico-quimico. % humedad
Caracteristicas fisico % cenizas
quimicas del propoleo % ceras

% resinas

% impurezas mecanicas.
g compuestos
fendlicos/100 g de
propdleo.

g Flavonoides/100 g

propdleo.
Variable dependiente: Analisis microbiolédgico ufc/g coliformes totales
Vida datil de un yogurt ufc/g hongos y levaduras.
batido frutado Andlisis sensorial Color

Olor

Sabor

Aceptabilidad
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Instrumentos

3.4.1 Instrumentos de recoleccion de datos
La recoleccion de datos en este trabajo de investigacion se realiz6 de la siguiente

manera:
Fuente primaria

La informacion se ha recolectado de manera continua durante la etapa
experimental a través de un seguimiento en las caracteristicas fisico-quimicas de
prop6leos analizados en bruto de cada muestra, y el contenido de los compuestos

fenoles y flavonoides en el extracto etandlico de propoleos.
Los parametros de control que se considero en la recoleccion de datos son:

1) Anadlisis fisico-quimicos: humedad, cenizas, ceras, resinas e impurezas

mecanicas, compuestos fendlicos y flavonoides.

2) Para comprobar el efecto conservante del extracto etandlico de propoleo que
contiene flavonoides, se utilizd como medio el yogurt frutado por ser un producto
perecible. Se adiciond 0%, 0.4%, 0.8%, 1.2% y 1.6% de extracto etanolico de
propdleos a un medio como yogurt frutado previamente preparada. Luego se
evalu6 la vida atil del yogurt frutado conservada durante 42 dias a 5°C
temperatura de refrigeracion. La determinacion de presencia de los
microorganismos, tales como: coliformes totales, hongos y levaduras, se realizd
utilizando medios de cultivo en placas Petri que fueron incubadas en una

incubadora del laboratorio.

3) Para el andlisis sensorial se adiciond 0%, 0.4%, 0.8%, 1.2% y 1.6% de extracto

etanolico de propdleo a un medio como yogurt frutado previamente preparada.
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La evaluacién sensorial se realiz6 mediante de degustaciones ejecutadas por 30

panelistas no entrenados, con el propdsito de seleccionar el mejor tratamiento.
Fuente secundaria

Las fuentes bibliograficas que se utilizd fueron los libros, revistas cientificas,

proyectos similares, trabajos publicados en internet, etc.

En la recoleccion de datos se aplicd el disefio experimental, basado en la
manipulacién de las variables independientes y analizando los efectos sobre la
variable dependiente. La estrategia que se empled fue el trabajo de campo y de
laboratorio, que consistio en la recoleccion de muestras de los tres centros apicolas y

trabajo de laboratorio experimental tecnolégico.

3.4.2 Materiales y equipos

Muestra

- Propoleos en bruto 1200 g

- Alcohol etilico grado alimenticio (96%).
- Yogurt frutado.

Materiales

Cartuchos de celulosa; Agua destilada; Papel absorbente; Papel aluminio; Frascos
de plastico estériles con tapa; Espatulas; Cuchillos; Varilla de agitacion; Pizetas;
Gradillas; Vasos de precipitacién de 50, 100, 150, 250 y 500 mL; Crondémetro;
Morteros con pistilo; Placas Petri (100x15mm); Probetas de 10, 50 y 100 mL;
Pipetas graduadas de 1, 5, 10 y 25 mL; Pera de succién; Buretas de 25 y 50 mL;
Placas Petri pirex; Capsula; Crisol de porcelana; Termémetro de rango -10 a 150°C,

Frascos de vidrio &mbar de 500 mL; Soporte universal; Pinzas para bureta; Pinzas
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universales; Goteros; Matraz Erlenmeyer de 50, 100, 250 y 500 ml; Tripode; Tubos
de ensayo; Gradilla para tubo de ensayo; Pipetas bacterioldgicas de 1, 5y 10 mL;

Embudo de vidrio y Vidrio Reloj.
Equipos

Balanza analitica, Equipo de soxlhet, Plancha calefactora, Estufa, Incubadora,
Autoclave, Desecador, Espectrofotometro de absorbancia de 425 y 765 nm, Bafio
maria, Agitador magnético, Centrifuga, Camara fotografica, Bomba de vacio,

Licuadora y Refrigeradora
Reactivos

1-Hexano, Etanol, Solucion de FeCls; al 10%, Solucion de referencia de &cido
galico de 0,5 mg/mL, Reactivo de Folin-Ciocalteu, Solucion de carbonato de sodio,
Etanol al 10%, Solucién patron de quercetina de 100 pug/mL, Solucion de tricloruro

de aluminio al 5%., Metanol.
Medio de cultivo

Solucion buffer fosfato pH 7.0, Agar violeta rojo bilis (VRBA), Agar

oxitetraciclina glucosa (OGA).

3.4.3 Métodos de analisis
3.4.3.1 Caracterizacion fisico-quimica de propéleos

e Determinacién de humedad

Se utiliz6 un método gravimétrico en el que se secan las muestras en un horno

siguiendo el método de la AOAC (1990).
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e Determinacién de cenizas

La determinacion de cenizas se realizar por calcinacion y por diferencia de peso.
Se pesa 1g de muestra a temperatura ambiente en un crisol previamente tarado y se
coloca en una mufla a 550°C. Posteriormente se deja el conjunto en el desecador

hasta obtener un peso constante (A.O.A.C., 1990)

e Determinacién de ceras

Se realiz6 mediante el método de Soxhlet segin Norma IRAM 15.935-1: 2008;

citado por Vasquez (2010).
e Determinacion de resinas

Se realiz6 mediante el método de Soxhlet segin Norma IRAM 15.935-1: 2008;

citado por Vasquez (2010).
e Impurezas mecanicas

Se realiz6 mediante el método gravimétrico segun Norma IRAM 15.935-1: 2008;

citado por Vasquez (2010).
e Compuestos fendlicos totales

Se realiz6 mediante el método espectrofotométrico UV visible segun Norma
IRAM 15.935-1: 2008; citado por Vasquez (2010). El resultado obtenido debe
indicar el contenido de compuestos fendlicos totales, en g/100 g de propoéleos,

expresado como su equivalente en acido galico.

e Determinacion de flavonoides totales.

Se realiz6 mediante el método espectrofotométrico UV visible segun Norma

IRAM 15.935-1: 2008; citado por Véasquez (2010). El resultado obtenido indica el
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contenido de flavonoides totales, en g/100 g de propdleos, expresado como su

equivalente en quercetina.

3.4.3.2 Anadlisis microbioldgico.

El analisis microbiolégico de las muestras almacenadas se realiz6 a cada 7 dias
hasta completar el total de dias programados. Los analisis se realizaron teniendo en
cuenta lo recomendado por ICMSF (2000), DIGESA (2008) y Alina, Vega y Garrido

(1983):
Mohos y levadura.

Método de ensayo: método recuento de levadura y mohos por siembra en placa en

todo el medio (ICMSF, 2000 y DIGESA, 2008 y 2017).
Medio de cultivo: Agar oxitetraciclina glucosa (OGA).
Coliformes totales

Método de ensayo: técnica del nimero méas probable (NMP) Medio de cultivo:

Agar violeta rojo bilis (VRBA) (ICMSF, 2000 y DIGESA, 2008 y 2017).
Recuento de microorganismos

De cada frasco inoculada y almacenada a la temperatura correspondiente, se
tomaron como experiencia desde el inicio (dia 0) y cada 7 dias para recuento 10 gr de
la muestra de yogurt, por duplicado. Se agregd 90 ml de solucion buffer Fostato en
matraz de erlenmeyer y se homogeneizaron aproximadamente por 2 minutos para
homogenizar la mezcla. A partir de dichas mezclas homogeneizadas se calcularon las
diluciones correspondientes como para lograr un recuento de no mas de 100 colonias
por placa y minimizar el error de conteo. Se inocularon las placas de Petri, por
duplicado realizando la metodologia de recuento combinado. Para la metodologia del

recuento combinado se tom6 1 ml de homogeneizado del matraz de Erlenmeyer, se
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distribuyd homogéneamente en 3 placas de Petri a aproximadamente 0,33 ml en cada
placa, luego se extendié con una espatula hasta absorcion total, se puso a incubar en
una incubadora a 37°C y finalmente se realiz6 el recuento informando UFC/mL

(Alina, Vega y Garrido, 1983).

3.4.3.3 Analisis sensorial de un yogurt batido frutado con propoleos

Se realizo la evolucion sensorial con dos repeticiones, del yogurt frutado con la
adicion de extracto etandlico de propoleos. En dicha evaluacion participaron 30
panelistas no entrenados seleccionados al azar, para identificar el mejor tratamiento.
Se evalu6 con una hoja de respuesta los siguientes atributos: olor, color y sabor y
aceptabilidad. Para la calificacion de cada atributo de calidad se utiliz6 una escala
hedonica de 7 puntos siendo, donde 1 = disgusta muchisimo y 7 = gusta muchisimo

(Anexo 8).

3.4.4 Método de investigacion

El método cientifico que se aplicd es experimental e hipotético deductivo, por su
caracter cuantitativo y analitico. Cuantitativo, porque se ha determinado el contenido
de los compuestos de fendlicos y flavonoides en el extracto etandlico de propdleos.

Las observaciones cuantificadas fueron para realizar el analisis estadistico.

Procedimientos
3.5.1 Disefio de investigacion

Disefio Experimental (Fase 1):

El disefio experimental fue de un solo factor. Se utilizé un disefio completo al azar
(DCA) donde se ha evaluado tres niveles de tratamientos. Se ha realizado cada
andlisis por triplicado para determinar la caracterizacion de propdleos de cada

apiario. Se comprob6 que el analisis de varianza de las caracteristicas fisico-quimicas
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entre las tres muestras a través de un andlisis estadistico tiene un nivel de

significancia de p< 0.05.
Factor A: Propdleos

al = Analisis fisico-quimica de M1
a2 = Analisis fisico-quimica de M2
a3 = Analisis fisico-quimica de M3
M: muestra de prop6leos

Tratamientos del estudio

Se han analizado tres tratamientos con tres repeticiones, como se muestra en la

siguiente figura:

Propoleos

| | |
M1 M2 M3

Figura 1. Obtencidn de los diferentes tratamientos - propoleos

Disefio Experimental (Fase 2):

Para evaluar el efecto conservante del extracto etandlico de propoleos (EEP) en la
vida atil del yogurt frutado, se utilizé un disefio experimental completamente a azar,
de un solo factor (EEP) con cuatro niveles de concentracion de %EEP y una muestra

testigo con dos repeticiones; siendo un total de 10 unidades experimentales.

Dichas unidades experimentales se realizaron con la finalidad de evaluar el efecto
conservante natural del extracto etandlico de propdleos (EEP) en la vida atil del
yogurt frutado, mediante el analisis microbioldgico de cada una de las muestras. Los

analisis microbioldgicos se realizaron cada 7 dias desde el dia 0 de almacenamiento
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hasta 42 dias; conservandolas en sistema de refrigeracion 5°C de temperatura y luego

se determind un modelo matematico
Factor A: Extracto etandlico de propoleos (EEP) al 20%

a0 = 0% de EEP y 200 mL de yogurt frutado (testigo).
al = 0.4% de EEP y 200 mL de yogurt frutado.
a2 = 0.8% de EEP y 200 mL de yogurt frutado.
a3 = 1.2% de EEP y 200 mL de yogurt frutado.

a4 = 1.6% de EEP y 200 mL de yogurt frutado.
Tratamientos del estudio

Se han analizado cuatro tratamientos y muestra testigo con dos repeticiones, como

se muestra en la siguiente figura:

Yogurt frutado

| ! | |
0% EEP 0.4% EEP 0.8% EEP 1.2% EEP 1.6% EEP

Figura 2. Obtencidn de los diferentes tratamientos — vida util

Disefio Experimental (Fase 3)

El disefio experimental que se ha empleado en este trabajo es de un solo factor y
con dos repeticiones. Para la evaluacion sensorial se han utilizado cuatro niveles de
tratamientos y muestra testigo, teniendo un total de cinco unidades experimentales.
Se realiz6 el andlisis de varianza (ANVA) y la prueba de tukey con 95% de nivel de

confianza.
Factor A: Extracto etandlico de propoleos (EEP) al 20%.

a0 = 0% de EEP y 200 mL de yogurt frutado (testigo).
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al = 0.4% de EEP y 200 mL de yogurt frutado.
a2 = 0.8% de EEP y 200 mL de yogurt frutado.
a3 = 1.2% de EEP y 200 mL de yogurt frutado.

a4 = 1.6% de EEP y 200 mL de yogurt frutado

Tratamientos del estudio

Se analizd cuatro tratamientos y una muestra testigo como se indica en la

siguiente figura:

Yogurt frutado

I | ! I |
0% EEP 0.4% EEP 0.8% EEP 1.2% EEP 1.6% EEP

Figura 3. Obtencion de los diferentes tratamientos-sensorial

Estrategia de prueba de hipdtesis
Se realizo6 cada analisis por triplicado para determinar si la caracterizacion fisico-

quimica del propdleo de cada apiario es igual estadisticamente (Ho=M1=M2=M3).

En el segundo ensayo se ha utilizado un disefio completamente al azar (DCA), con
medidas repetidas en el tiempo, presentando cinco niveles de tratamiento: 0%, 0.4%,
0.8%, 1.2% y 1.6% de extracto etandlico de propdleos, porcentajes seleccionados por
los contenidos de compuestos fendlicos y flavonoides en la muestra de propoleo

seleccionado.

La prueba para la hipotesis en un disefio completamente al azar se ajusta al

siguiente modelo lineal:
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Yij =+ Ti+Bj + Ejj
Donde,

Yij = Respuesta observado en la k -ésima muestra, por el j -ésimo panelista, a la cual
se le ha sometido el i —ésimo tratamiento

1 : media global

Ti: Efecto del i-ésimo tratamiento (extracto etandlico de propéleos)

Bj : Efecto del j-ésimo Bloque (caracteristica evaluado por el panelista).

Eij : Error experimental

3.5.2 Obtencidn de extracto etandlico de propéleos
La muestra de propdleo se recolecto en la época de floracion y cosecha de miel,
por método de raspada del interior de las colmenas. Luego se almacend el propéleo a

0°C durante por 24 horas facilitar la trituracion de la muestra.

Se prepard un extracto etanolico de propoleos para solubilizar la fraccion resinosa
y sus compuestos fendlicos. Se empled etanol al 96% y prop6leo mecanicamente
limpio en una solucion 80/20 (80% solvente y 20% de propdleos) o sea 800 mL de
alcohol etilico de consumo humano y 200 g de propdleo bruto, la dejo por 20 horas
aproximadamente en un agitador (sin luz), luego se filtr6 y conservé en un ambiente

adecuado (Yoong, 2004).

3.5.3 Evaluacion del efecto conservante del extracto etanolico de propdleo en un
yogurt batido frutado.

a) Elaboracion de pulpa de aguaymanto

Para la elaboracion de la pulpa de aguaymanto se considerd las siguientes

operaciones (Carbajal, 2013):
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4)

5)

6)

7)

8)

9)
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Pesado: se peso la fruta inmediatamente después de la recepcion.

Seleccidn: se aparto la fruta deteriorada.

Desbraqueado: se retird la cobertura que envuelve a la fruta.

Lavado: se elimind las particulas extrafias, suciedad y restos de tierra adheridas a
la fruta.

Desinfeccién: se desinfectd con solucion de hipoclorito de sodio (lejia) en una
concentracion 75 ppm. El tiempo de inmersion en estas soluciones desinfectantes
Escaldado: esta operacion se realizd para inactivar las enzimas de la fruta,
después realiz0 para ablando la fruta a 80°C por 4 minutos para aumentar el
rendimiento de la pulpa.

Enfriado: se realizé enfriamiento rapido a una temperatura de 5°C.

Refinado: se realizo con una licuadora y un colador para la separacion de pulpa
0 jugo, libres de cascaras y pepas.

Concentrado: se realizé a una temperatura de 85°C por 45 minutos, se adiciono
el 20 %azlcar a un 80% pulpa refinada. Se homogeneiz6 continuamente hasta

llegar a 45 °Brix y pH de 3,6

10) Envasado: la pulpa concentrada se envaso en frasco de vidrio a una temperatura

de 60 °C.

11) Almacenado: se almaceno en una refrigeradora a 5 °C
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El diagrama de flujo considerado para la elaboracién de pulpa de aguaymanto se

muestra en la figura 4.

Recepcion

Pesado

Seleccion | Deteriorados

Desbraqueado [~ Cobertura

Hipoclorito .| pesinfeccion

75 ppm
Escaldado T=80°C, o= 4 min.

Azticar = 20% T=85C, 0=45 min

T=60C

Figura 4. Diagrama de flujo para elaboracién de aguaymanto
Fuente: Carbajal (2013)

b) Elaboracion de yogurt frutado

Para la elaboracion de la pulpa de aguaymanto se considerd las siguientes

operaciones (Carbajal, 2013):

1) Materia prima: se recepciono la leche fresca del Centro Experimental Tingua
de la UNASAM en un balde desinfectado de 10 L. de capacidad, bajo las
siguientes condiciones: la temperatura de recepcion fue 6°C, periodo de traslado

al laboratorio 8 minutos a 17°C temperatura ambiente.
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Colado: se filtr6 con un pafio de tocuyo limpio y desinfectado, para eliminar
particulas extrafias procedentes del ordefio.

Precalentamiento: se calentd la leche hasta alcanzar una temperatura de 65 —
70°C.

Estandarizado: se adiciond a la leche fresca el estabilizante en la proporcion de
4 gramos por litro de leche, en esta operacién también se agregd azucar en la
proporcién de 70 gramos por litro.

Pasteurizado: se pasteuriz6 a 80°C por 15 minutos en una olla de acero
inoxidable.

Enfriado: cumplido el tiempo de pasteurizado, se enfrid inmediatamente hasta
45°C temperatura adecuada para el desarrollo de los microorganismos del
cultivo.

Inoculado del cultivo: se inoculé 50 ml de Vivolac previamente preparado en 5
de litro de leche a temperatura de 45°C y mezclé por un minuto para la
distribucién uniforme de los microorganismos del cultivo en toda la masa de la
leche.

Incubado: se incub6 a una temperatura 45°C durante 6 horas aproximadamente
hasta la coagulacién del producto a un pH de 4,6

Enfriado: se enfrié en un refrigerador doméstico hasta una temperatura de 10°C,

aproximadamente para detener la actividad de las bacterias.

10) Batido: se realizé el batido lentamente con un batidor eléctrico a baja velocidad

y luego se adiciond la pulpa refinada de aguaymanto.

11) Envasado: se envaso inmediatamente en recipientes plasticos desinfectados.

12) Almacenado: se guardd en la refrigeradora doméstica a una temperatura de

refrigeracion a5 °C.
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El diagrama de flujo considerado para la obtencion de yogurt se muestra en la

figura 5.

| Materiaprima |

v

Filtrado

v

Precalentamiento T= 65-70°C

Aziicar = 7% l
Estabilozante=
0,4%

Estandarizado

Pasteurizado T=80°C, o= 15 min.
v
Enfriado T=45C

v
Cultivo de yogurt — | Inoculado T=45C
Incubado T=45°C, pH=4,6
v
Azicar=20% —* Enfriado T=10°C
v

Pulpa de —> Batido
aguaymanto il

Envasado

v
Almacenado T=5°C

Figura 5. Diagrama de flujo para obtencion de yogurt frutado
Fuente: Carbajal (2013)

c) Efecto conservante del extracto etandlico de propoleo.

Para evaluar el efecto conservante del extracto etandlico de propdleo se realizo el
estudio de vida atil del yogurt frutado. Para el analisis microbioldgico, se analizaron

coliformes totales, hongos y levaduras. La frecuencia de analisis se efectu6 cada 48
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horas por tiempo de incubacion. La determinacion de la vida datil del yogurt frutado
con extracto etandlico de propoleos fue por 42 dias a 5°C de temperatura de

refrigeracion, realizdndose los anélisis microbioldgicos cada 7 dias.

Anélisis de datos
Se emplearon los programas estadisticos Excel 2016, Minitab 20017, hallandose
como respuesta experimental el porcentaje de humedad, cenizas, ceras, resinas,

impurezas mecanicas, fendlicos totales y flavonoides en los propéleos de las abejas.

Obtenidos los datos de los andlisis fisico-quimicos, microbioldgico y sensorial se

tabulo la informacion con Excel.

Las tablas de analisis de varianza se trabajaron en Minitab 2017, en caso de
significancia estadistica para la seleccion del mejor tratamiento, se utilizo la prueba
de Tukey con el software Minitab17 y Excel. Asi se determind la interaccion de los
atributos de calidad fisico-quimica, sensorial y microbioldgica de las muestras

experimentales.

Para las pruebas sensoriales se utilizdé un disefio completamente al azar, con 30

panelistas que dieron respuesta utilizando una tabla de escala hedonica de 7 puntos.

Consideraciones éticas
La presente cumple con los principios ética en trabajos de investigacion a nivel

experimental:

Autonomia: se solicitd al decano de la Facultad de Ciencias de la Universidad
Nacional “Santiago Antunez de Mayolo” la autorizacion del laboratorio de biologia,
para realizar el analisis microbiol6gico de las muestras de yogurt con extracto

etanolico de propdleos. De la misma manera se realizd los analisis fisico-quimico en
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la Universidad Nacional Mayor de San Marcos en el laboratorio del Centro de

Control Analitico.

No maleficencia: el producto seleccionaré en la presente investigacion, no ocasiona
dafios a los consumidores de yogurt frutado natural con propdleos y se podra

conservar por mas dias con la adicion del extracto etandlico del propéleos.

Justicia: El extracto etandlico de propéleos sera usado por las pequefias empresas que

comercializan el yogurt frutado natural sin conservante quimico.
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IV. RESULTADOS

4.1 Contrastacion de Hipdtesis
Para la prueba de hipotesis se utilizo el andlisis de varianza (AVONA) con la
finalidad de comparar la variabilidad de las medias que existe entre las muestras o

tratamiento experimentales.

En los casos en que las diferencias estadisticas significativas se han utilizado
comparaciones en parejas del test de Tukey, la prueba simultdnea de Tukey para
diferencias de las medias entre las muestras con un nivel de confianza individual de

95%.

El analisis de Varianza (ANOVA) se aplico para comparar los diversos valores
medios de las muestras experimentales y luego se determiné si alguno de ellos difiere

significativamente del resto (Minitab 2017).
4.1.1 Caracterizacion fisico-quimica de propoleos
Hipotesis especifica:

Los contenidos de fenoles y flavonoides totales de las tres muestras recolectadas
de los centros apicolas del distrito de Huaraz mediante el analisis fisico-quimico son

iguales.
Formulacién de las hipdtesis estadisticas:

Ho: Los contenidos de fenoles y flavonoides totales de las tres muestras recolectadas
de los centros apicolas del distrito de Huaraz mediante el analisis fisico-quimico son

iguales (Ho: M1= M2= M3).
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H1: Los contenidos de fenoles y flavonoides totales de las tres muestras recolectadas
de los centros apicolas del distrito de Huaraz mediante el analisis fisico-quimico no

son iguales (Ho: M1 # M2 +# M3).

Para el analisis estadistico se considerara un nivel de significancia (a= 0.05) del

5%; por lo tanto el nivel de confianza (1 - a= 0.95) sera del 95%.
Criterios de decision:

Sip <0,05 Serechaza Ho.

Sip>0,05 Se acepta Ho.

Como el valor de significancia 0,000<0,05 se rechaza la hipdtesis nula (Ho) y se
acepta la hipoétesis alterna (H1), es decir los contenidos de fenoles y flavonoides
totales de las tres muestras recolectadas de los centros apicolas del distrito de Huaraz
mediante el analisis fisico-quimico no son iguales; por tanto existe diferencia
estadisticamente significativa entre las caracteristicas fisico-quimicas de los

propdleos recolectados de tres centros apicolas del distrito de Huaraz.

De acuerdo a las muestras analizadas fisico-quimicamente y estadisticamente, se
determina que la muestra 1 del Centro apicola de Huypishca ubicado en el distrito de
Huaraz es la tiene mayor contenido de fenoles y flavonoides totales, seguido de la

muestra 2 del Centro apicola de Ichoca y muestra 3 de Centro apicola de Quenuayoc.

4.1.2 Evaluacion del efecto conservante del extracto etandlico de propoleos en

un yogurt batido frutado
Hipotesis especifica:

El extracto etanodlico de prop6leos con mayor contenido de fenoles y flavonoides

totales tienen efecto conservante en la vida Gtil de un yogurt frutado.
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La variable se tomd para la investigacion de la vida atil del yogurt fue las
condiciones de almacenamiento como la temperatura, porque esto influye
positivamente en la conservacion a un rango de temperatura de 4 a 5°C. Ademas,
para prolongar la vida atil del yogurt se utiliz6 como conservante natural el extracto
etandlico de propodleos. Las cantidades adicionadas a las cuatro muestras de yogurt

fue de 0.4%, 0.8%, 1.2% y 1.6% de extracto etandlico de propoleos.

En el recuento microbiolégico de hongos, levaduras y coliformes totales se ha
demostrado que se puede prolongar conservacion del yogurt frutado por 14 dias,
adicionando como conservante natural 1.6% de extracto etandlico de propoleos. Los
yogures comerciales de los pequefios productores tienen una duracion de 10 dias
desde la fecha de elaboracion. Por lo tanto, el extracto etanolico de propdleos tiene
efecto como conservante natural en la conservacion del yogurt frutado a 5°C de

temperatura de refrigeracion.
4.1.3 Andlisis sensorial de un yogurt batido frutado con propoleos
Hipotesis especifica:

El extracto etanolico de propoleos con mayor contenido de fenoles y flavonoides

totales tienen efecto en las caracteristicas sensoriales de un yogurt frutado.
Formulacidn de las hipotesis estadisticas:

Ho: El extracto etandlico de prop6leos con mayor contenido de fenoles y flavonoides
totales no tienen efecto en las caracteristicas sensoriales de un yogurt frutado (Ho: TO

=T1=T2=T3=T4).

H1: El extracto etandlico de prop6leos con mayor contenido de fenoles y flavonoides
totales tienen efecto en las caracteristicas sensoriales de un yogurt frutado (Ho: TO

#FT1#T2#T3#T4).
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Nivel de significacion a = 0,05
Criterios de decision:
Sip <0,05 Se rechaza Ho.
Sip>0,05 Se acepta Ho.

Como el valor de significancia 0,000<0,05 se rechaza la hipétesis nula (Ho) y se
acepta la hipotesis alterna (H1), es decir el extracto etandlico de propoleos (EEP) con
mayor contenido de fenoles y flavonoides totales tienen efecto en las caracteristicas
sensoriales de un yogurt frutado. Esto significa que los cuatro tratamientos T1, T2,
T3y T4 y la muestra testigo TO tienen efecto en los atributos de color, olor, sabor y

aceptabilidad que fueron evaluados sensorialmente por los panelistas.

Analisis e interpretacion

4.2.1 Caracteristicas fisico-quimicas de propéleos recolectados.

Los resultados de los andlisis fisico-quimicos como humedad, cenizas, ceras,
resinas e impurezas mecanicas, compuestos fendlicos y flavonoides; se han obtenido
de las muestras de propoleos recolectadas de los tres centros apicolas del distrito de

Huaraz (tabla 2 e imagen de las tres muestras de propdleos bruto en el anexo 1).

Tabla 2. Promedio de los analisis fisico-quimicos de las muestras de propoleos

Fenoles Flavonoides

Muestras Humedad Cenizas Ceras Resinas m‘;g;?(f:: totales totales
(%) (%) () (%) (%) g/%zg)og 9/100g (b)
M1 3,56 3,1 34 57 18,8 7,31 10,16
M2 3,44 4,8 45 50 10,6 6,05 8,37
M3 3,64 3,8 37 53 14,5 5,14 4,75

(a) g de acido galico/100g de muestra,
(b) g de quercetina/100g de muestra
MZ1: Centro apicola de Huypishca :
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M2: Centro apicola de Ichoca

M3: Centro apicola de Quenuayoc.

En los analisis de la composicidn fisicoquimicas de los propdleos de tres centros
apicolas del distrito de Huaraz (anexo 2 y anexo 3) recolectados por método raspado,
se observa que existe diferencias en la composicion porcentual de los componentes
como humedad, cenizas, ceras, resinas, impurezas mecénicas, fenoles totales y

flavonoides totales (Tabla 2).

En el contenido de humedad se presentan diferencias entre las muestras

recolectadas de los centros apicolas, hallandose valores entre 3,44 — 4,64%

En el contenido de cenizas hay diferencias entre los centros apicolas en el distrito

de Huaraz, se encuentran entre 3,1 — 4,8 %.

En el contenido de ceras existen diferencias entre las muestras de los centros

apicolas en el distrito de Huaraz, estos se encuentran entre 34 - 45%.

En cuanto al contenido de resinas de las tres muestras es de 50 - 57% e impurezas
mecanicas visibles presentes en el propoleo (tierra, partes de abeja, etc.),
principalmente recolectado por método de raspado se obtuvo resultados entre 10.6 -

18.8%.

En la tabla 3, se indica los resultados de analisis de varianza de los fenoles

totales de las 3 muestras recolectadas.
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Tabla 3. Fenoles totales de propoéleos del distrito de Huaraz

Fenoles totales

- 9/100g (a) Valor F Sig
Lugares Repeticiones medio + desviacion
estandar
Muestra 1 3 7,310 £ 0,020 16957,47 0,000*
Muestra 2 3 6,030+0,010
Muestra 3 3 5,137+0,012

(a)g de écido galico/100g de muestra

Muestra 1: CA-Huypishca, Muestra 2: CA-Ichoca, Muestra 3: CA-Quenuayoc

* ANOVA de un solo factor/HSD de tukey (p<0,05), existe diferencia significativa
estadisticamente.

Aplicando el andlisis de varianza (ANOVA) se determind que la desviacion
estandar de la muestra 1 del Centro Apicola de Huypishca es mayor a la muestra 2
del Centro Apicola de Ichoca y muestra 3 del Centro Apicola de Quenuayoc. Como
el valor de significancia 0,000<0,05; por tanto, existe diferencia significativa entre

muestra 1, muestra 2 y la muestra 3 en los fenoles totales.

La muestra 1 (Centro apicola de Huypishca), muestra 2 (Centro apicola de Ichoca)
y muestra 3 (Centro apicola de Quenuayoc) analizadas, se encuentran directamente
relacionado con la calidad de los propoleos que contienen fenoles totales. Con esto se
demuestra a que la fraccion soluble en etanol agrupa la mayoria de los compuestos

biol6gicamente activos (Figura 6).
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Fenoles totales

7,31

6,03

Fenoles totales g de AG/100g EEP
[} w F= (%]
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CA-Huypishca CA-Ichoca CA-Quenuayoc

Figura 6. Fenoles totales de muestras de propoleos

En el andlisis de varianza (ANOVA) de fenoles totales de la muestra 1 (Centro
apicola de Huypishca), muestra 2 (Centro apicola de Ichoca) y muestra 3 (Centro
apicola de Quenuayoc) se reportan en la tabla 4, el valor critico de F en la Figura 7,
media en la tabla 5 y la prueba de tukey en la Tabla 6, con un nivel de significancia

de a = 0,05.

Tabla 4. Analisis de varianza (ANOVA) de fenoles totales de las tres muestras

Fuente Grado Sumade Cuadrado ValorF P-valor Valor
de cuadrados medio critico
libertad de F
Factor 2 7,159822  3,579911 16957,47 0,000 5,143
Error 6 0,001267 0,000211
Total 8 7,161089

Se observa los resultados de la tabla 4, donde el valor F=16957,47 es mayor que
valor critico F=5,143, esto significa que existe diferencia estadistica significativa de

los fenoles totales entre las muestras.
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Grafica de distribucion
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Figura 7. Gréfica de distribucion de fenoles totales entre muestras

Interpretando la Figura 7, con valor critico de F = 5,143 se puede afirmar con

certeza que, si existe diferencia estadistica significativa en la zona de rechazo entre la

muestra 1, muestra 2 y muestra 3 que contienen fenoles.

Tabla 5. Medias de la muestra 1, muestra 2 y muestra 3.
Factor

N Media  Desviacion IC de 95%
Estandar
Muestral 3 7,3100 0,0200  (7,2895; 7,3305)
Muestra2 3 6,03000 0,01000  (6,00947; 6,05053)
Muestra3 3 5,13667 0.01155

(5,11614; 5,15719)

De la tabla 5 concluye que la desviacion estandar agrupada es igual a 0,0145297,

en consecuencia, la muestra 1 (Centro apicola de Huypishca) es mas significativo

que la muestra 2 (Centro apicola de Ichoca) y muestra 3 (Centro apicola de
Quenuayoc).
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Tabla 6. Comparaciones en parejas de Tukey de la muestra 1, muestra 2

y muestra 3 de 95%.

Lugares Repeticiones Media Agrupacion
Muestra 1 3 7,310 A
Muestra 2 3 6,030 B
Muestra 3 3 5,137 C

De la tabla 6, las comparaciones en parejas de Tukey del 95% se deduce que las
medias que no comparten una letra son significativamente diferentes entre muestras.
Esto significa que la muestra 1 del Centro apicola de Huypishca la media es 7,310, la
muestra 2 del Centro apicola de Ichoca la media es 6,030 y muestra 3 del Centro

apicola de Quenuayoc la media es 5,137.

En la Figura 8, se muestra los valores individuales de muestra 1, muestra 2 y
muestra 3 para fenoles totales con intervalos de confianzas simultdneos de 95% de

Tukey.

Gréfica de valores individuales de Muestra 1; Muestra 2; ...
7,5

7,0

6,5

Datos

6,0
55

50
Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3

Figura 8. Valores individuales de muestra 1, muestra 2 y muestra 3 de
fenoles totales
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De la Figura 8 se deduce que muestra 1 del Centro Apicola de Huypishca tiene

mayor puntuacion que las encima de las muestras 2 y 3.

En la Figura 9, se muestra que los intervalos de muestra 1, muestra 2 y muestra 3

para fenoles totales es 95% de IC para la media.

Grafica de intervalos de Muestra 1; Muestra 2; ...
95% IC para la media

7
7,0

6,5

Datos

6,0
55

50
Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3

La desviacion estandar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Figura 9. Gréfica de intervalos de Muestra 1, Muestra 2 y muestra 3 de fenoles
totales.

La desviacion estandar agrupada se utilizd para calcular los intervalos de la
muestra 1, muestra 2 y muestra 3 con 95% de intervalo de confianza (IC) entre las

medias (figura 9).

En la tabla 7, se indica los resultados de analisis de varianza de los flavonoides

totales de las 3 muestras recolectadas.

Tabla 7. Flavonoides totales de propoleos del distrito de Huaraz

Fenoles totales
9/100g (b)

Lugares Repeticiones medio + desviacion Valor F Sig
estandar

Muestra 1 3 10,160 + 0,010 227883,00 0,000**

Muestra 2 3 8,370 £ 0,010

Muestra 3 3 4,750 +0,010

(b) g de quercetina/100g de muestra
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**ANOVA de un solo factor/HSD de tukey (p<0.05), existe diferencia significativa

estadisticamente.

De acuerdo al analisis de varianza (ANOVA) p<0,05; por tanto existe diferencia
significativa entre muestra 1 (Centro apicola de Huypishca), muestra 2 (Centro apicola

de Ichoca) y la muestra 3 (Centro apicola de Quenuayoc) en los flavonoides totales.

Las muestras analizadas se encuentran directamente relacionado con la calidad de
los propdleos que contienen flavonoides totales. Esto indica a que la fraccion soluble

en etanol agrupa la mayoria de los compuestos biologicamente activos (Figura 10).

Por tanto, la calidad de los propoleos esta relacionado directamente de propdleos
dependen de la vegetacion que tienen en el Huypishca como Eucalipto, Molle,
Chilca, Sauce, Melocoton y otros. Con esto se demuestra a que la fraccion soluble en
etanol agrupa la mayoria de los compuestos biologicamente activos son los

flavonoides totales.

Flavonoides totales

12

10,16
10

2 )] o]

Flavonoides totales g de Q/100g EEP
i8]

CA-Huypishca CA-Ichoca CA-Quenuayoc

Figura 10. Flavonoides totales de muestras de propdleos

En el analisis de varianza (ANOVA) de flavonoides totales de la muestra 1
(Centro apicola - Huypishca), muestra 2 (Centro apicola - Ichoca) y muestra 3

(Centro apicola - Quenuayoc) se reporta en la tabla 8, el valor critico de F en la
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Figura 11, la media en la tabla 9 y la prueba de tukey en la Tabla 10, con un nivel de

significancia de o = 0,05.

Tabla 8. Analisis de varianza (AVONA) de flavonoides totales de las tres
muestras

Fuente Grado Sumade Cuadrado ValorF P-valor Valor
de cuadrados medio critico
libertad ajustado  ajustado de F
Factor 2 45,5766 22,7883  227883,00 0,000 5,143
Error 6 0,0006 0,0001
Total 8 45,5772

Se observa los resultados de la tabla 4, donde el valor F=227883,00 es mayor que
valor critico F=5,143, esto significa que existe diferencia estadistica significativa de

los fenoles totales entre las muestras.

Grafica de distribucion
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Figura 11. Grafica de distribucion de Flavonoides totales entre muestras

Interpretando la Figura 7, con valor critico de F = 5,143 se puede afirmar con
certeza que si existe diferencia estadistica significativa en la zona de rechazo entre la

muestra 1, muestra 2 y muestra 3 que contienen flavonoides.
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Tabla 9. Medias de la muestra 1, muestra 2 y muestra 3

Factor N Media DESV,IaCIOI’] IC de 95%
Estandar

Muestral 3 10,1600 0,0100  (10,1459; 10,1741)

Muestra 2 3 837000 0,01000 (8,35587; 8,38413)

Muestra 3 3  4,75000 0,01000  (4,73587; 4,76413)

Por tanto, la desviacion estandar agrupada es igual a 0,0100, en consecuencia, la
muestra 1 (Centro apicola - Huypishca) es mas significativo que la muestra 2 (Centro

apicola — Ichoca) y muestra 3 (Centro apicola —Quenuayoc).

La agrupacion de la informacion utilizando el método de Tukey y con un nivel de

confianza de 95% (tabla 10).

Tabla 10. Comparaciones en parejas de Tukey de la muestra 1, muestra

2 y muestra 3 de 95%.
Repeticiones Media Agrupacion
Muestra 1 3 10,1600 A
Muestra 2 3 8,37000 B
Muestra 3 3 4,75000 C

Las medias reportadas en la tabla 10, que no comparten una letra son
significativamente diferentes, entonces la muestra 1 (Centro apicola - Huypishca)
tiene una media de 10,1600, la muestra 2 (Centro apicola — Ichoca) tiene una media

de 8,37000 y la muestra 3 (Centro apicola —Quenuayoc) tiene una media de 4,75000.

En la Figura 12, se reporta los valores individuales de muestra 1 (Centro apicola -

Huypishca), muestra 2 (Centro apicola — Ichoca) y muestra 3 (Centro apicola —
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Quenuayoc) para flavonoides totales con intervalos de confianzas simultdneos de

95% de Tukey.

Grafica de valores individuales de Muestra 1; Muestra 2; ...

10

Datos

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3

Figura 12. Valores individuales de muestra 1, muestra 2 y muestra 3 de fenoles
totales

De la Figura 12, se deduce que muestra 1 del Centro Apicola de Huypishca tiene

mayor puntuacion que las encima de las muestras 2 y 3

En la Figura 13, se indica que los intervalos de muestra 1, muestra 2 y muestra 3

para flavonoides totales es 95% de I1C para la media.

Grafica de intervalos de Muestra 1; Muestra 2; ...
95% IC para la media

10

Datos

4
Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3

La desviacion estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Figura 13. Intervalos de muestra 1, muestra 2 y muestra 3
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La desviacion estandar agrupada se utilizd para calcular los intervalos de muestra

1, muestra 2 y muestra 3 con 95% de intervalo de confianza (IC) entre las medias.

4.2.2 Vida util microbioldgico del yogurt frutado con extracto etandlico de

propdleo.

En las tablas 11, 12, 13, 14, 15, 16 y 17, se reporta los resultados del analisis
microbioldgico de las 5 muestras: TO= Yogurt frutado, T1= yogurt frutado con 0,4%
EEP, T2= yogurt frutado con 0,8% EEP, T3= yogurt frutado con 1,2% EEP, T4=
yogurt frutado con 1,6% EEP (anexo 4 y anexo 5). Estas muestras se almacenaron en
refrigeracion a una temperatura 5°C. Se realizo el analisis microbioldgico desde el
inicio y a cada 7 dias por 42 dias (anexo 6). La cantidad de cada muestra para el
analisis microbiologico fue un frasco de 200 g por cada tratamiento. El incubado de
las muestras previamente preparadas por dilucion se realizd6 a un rango de
temperaturas de 35 -37°C por 24 horas para numeracion de bacterias coliformes
totales por método de recuento en placas, numeracion de hongos y levaduras a un
rango de temperaturas de 20 — 24°C por 3 dias. El recuento de hongos, levaduras y

coliformes totales realizado en el laboratorio de biologia de la UNASAM (anexo 7).

Tabla 11. Analisis microbiologico de muestras almacenadas en refrigeracion

inicio
Muestra de yogurt Recuento
frutado Mohos Levaduras Coliformes totales
Limite Limite Limite
10 - 10° ufc/mL 10-10° ufc/mL 10 - 10% ufe/mL

TO= Testigo Ausente 40 ufc/mL Ausente
T1=con 0,4% EEP Ausente 33 ufc/mL Ausente
T2=con 0,8% EEP Ausente 29 ufc/mL Ausente
T3=con 1,2% EEP Ausente 24 ufc/mL Ausente

T4=con 1,6% EEP Ausente 18 ufc/mL Ausente
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Tabla 12. Analisis microbioldgico de muestras almacenadas en refrigeracion 7 dias

Muestra de yogurt Recuento
frutado Mohos Levaduras Coliformes totales
Limite Limite Limite
10 - 10° ufc/mL 10 - 10° ufe/mL 10 - 10% ufc/mL

TO= Testigo Ausente 9x10 ufc/mL Ausente
T1=con 0,4% EEP Ausente 8x10 ufc/mL Ausente
T2=con 0,8% EEP Ausente 7x10 ufc/mL Ausente
T3=con 1,2% EEP Ausente 5x10 ufc/mL Ausente
T4=con 1,6% EEP Ausente 4x10 ufc/mL Ausente

De acuerdo a la tabla 11, en el tratamiento TO muestra testigo al inicio (dia 0) se
determin6 después de 48 horas de incubado, en el recuento de hongos ausente y en
los tratamientos T1, T2, T3y T4 son similares a la muestra testigo. En el recuento de
las levaduras en tratamiento TO muestra testigo igual a 40 ufc/mL, tratamiento T1
con 0,4% de EEP es 33 ufc/mL, tratamiento T2 con 0,8% de EEP es 29 ufc/mL,
tratamiento T3 con 1,2% de EEP es 24 ufc/mL y tratamiento T4 con 1,6% EEP es 18
ufc/mL; estos crecimientos no son significativos. En recuentos de coliformes totales
ausentes en tratamiento TO muestra testigo y en los tratamientos T1, T2, T3y T4 con

extracto etanolico de propdleos; estos resultados no son significativos.

En la tabla 12, en tratamiento TO muestra testigo a los 7 dias, se determind
después de 48 horas de incubado, en el recuento de hongos ausente y los tratamientos

T1, T2, T3y T4 de la misma manera; por tanto, no son significativos.

En el recuento de las levaduras en TO muestra testigo igual a 90 ufc/mL,
tratamiento T1 con 0,4% de EEP es 80 ufc/mL, tratamiento T2 con 0,8% de EEP es
70 ufc/mL, tratamiento T3 con 1,2% de EEP es 50 ufc/mL y tratamiento T4 con

1,6% EEP es 40 ufc/mL, este crecimiento no es significativo.
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En el recuento coliformes totales en la muestra TO (testigo) y en los tratamientos

T1, T2, T3y T4 ausente; por tanto, no son significativos.

Tabla 13. Andlisis microbiolégico de yogurt con EEP almacenadas en
refrigeracion 14 dias

Muestra de yogurt Recuento
frutado Mohos Levaduras Coliformes totales
Limite Limite Limite
10 - 10° ufc/mL 10 - 10° ufe/mL 10 - 10* ufc/mL

TO= Testigo Ausente 98x10 ufc/mL Ausente
T1=con 0,4% EEP Ausente 92x10 ufc/mL Ausente
T2=con 0,8% EEP Ausente 48x10 ufc/mL Ausente
T3=con 1,2% EEP Ausente 34x10 ufc/mL Ausente
T4=con 1,6% EEP Ausente 9.6x10 ufc/mL Ausente

En la tabla 13, en el tratamiento TO muestra testigo, tratamiento T1 con 0,4% de
EEP, tratamiento T2 con 0,8% de EEP, tratamiento 3, tratamiento T3 con 1,2% de
EEP y T4 con 1,6% de EEP a los 14 dias se determin6d después de 48 horas de

incubado, en el recuento de hongos ausente.

En el recuento de las levaduras de 98x10 ufc/mL en muestra TO (testigo),
tratamiento T1 con 0,4% de EEP es 92x10 ufc/mL, tratamiento T2 con 0,8% de EEP
es 48x10 ufc/mL y tratamiento T3 con 1,2% de EEP es 34x10 ufc/mL, estos
crecimientos son significativos por superar el limite minimo y maximo permitido de
10 - 102 ufc/mL, en cambio el tratamiento T4 con 1,6% EEP es 96 ufc/mL; no es

significativo el crecimiento.

En el recuento coliformes totales en la muestra TO (testigo), tratamiento T1 con
0,4% de EEP, tratamiento T2 con 0.8% de EEP, tratamiento T3 con 1,2% de EEP y

T4 con 1,6% de EEP ausente; por tanto, no es significativo.
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Tabla 14. Andlisis microbiolégico de yogurt con EEP almacenadas en

refrigeracion 21 dias

Muestra de yogurt Recuento
frutado Mohos Levaduras Coliformes totales
Limite Limite Limite
10 - 107 ufc/mL 10 - 10* ufc/mL 10 - 10 ufc/mL

TO= Testigo Ausente 24x10° ufc/mL Ausente
T1=con 0,4% EEP Ausente 17x10° ufc/mL Ausente
T2=con 0,8% EEP Ausente 28x10* ufc/mL Ausente
T3=con 1,2% EEP Ausente 15x10* ufc/mL Ausente
T4=con 1,6% EEP Ausente 32 x10? ufc/mL Ausente

En la tabla 14, en muestra TO (testigo), tratamiento T1 con 0,4% de EEP,
tratamiento T2 con 0,8% de EEP, tratamiento 3, tratamiento T3 con 1,2% de EEP y
T4 con 1,6% de EEP a los 21 dias se determiné después de 48 horas de incubado, en

el recuento de hongos ausente; por lo tanto, no es significativo el crecimiento.

En el recuento de las levaduras de 24x105 ufc/mL en muestra TO (testigo), T1 con
0,4% de EEP es 17x105 ufc/mL, tratamiento T2 con 0,8% de EEP es 28x104
ufc/mL, tratamiento T3 con 1,2% de EEP es 15x104 ufc/mL y tratamiento T4 con
1,6% EEP es 32 x102 ufc/mL, el crecimiento es significativo por superar el limite

minimo y maximo permitido de 10 - 10? ufc/mL.

En el recuento coliformes totales ausente en muestra TO (testigo), tratamiento T1
con 0,4% de EEP, tratamiento T2 con 0,8% de EEP, tratamiento T3 con 1,2% de

EEP y T4 con 1,6%; el crecimiento no es significativo.
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Tabla 15. Andlisis microbiolégico de yogurt con EEP almacenadas en

refrigeracion 28 dias

Muestra de yogurt Recuento
frutado Mohos Levaduras Coliformes totales
Limite Limite Limite
10 - 10° ufc/mL 10 - 10° ufc/mL 10 - 10* ufc/mL

TO= Testigo Ausente 20x10° ufc/mL Ausente
T1=con 0,4% EEP Ausente 24x10° ufc/mL Ausente
T2=con 0,8% EEP Ausente 34 x10* ufc/mL Ausente
T3=con 1,2% EEP Ausente 52x10° ufc/mL Ausente
T4=con 1,6% EEP Ausente 33x10° ufc/mL Ausente

En la tabla 15, en la muestra TO (testigo), tratamiento T1 con 0,4% de EEP,
tratamiento T2 con 0,8% de EEP, tratamiento 3, tratamiento T3 yogurt con 1,2% de
EEP y T4 con 1,6% de EEP a los 28 dias se determind de 48 horas de incubado, en el

recuento de hongos ausente; el crecimiento no es significativo.

En el recuento de las levaduras de 20x105 ufc/mL en muestra TO (testigo),
tratamiento T1 con 0,4% de EEP es 24x105 ufc/mL, tratamiento T2 con 0,8% de
EEP es 34 x104 ufc/mL y tratamiento T3 con 1,2% de EEP es 52x103 ufc/mL y
tratamiento T4 con 1,6% EEP es 33x103 ufc/mL; el crecimiento es significativo por

superan el limite minimo y maximo permitido de 10 - 102 ufc/m.

En el recuento coliformes totales ausente en muestra TO (testigo), tratamiento T1
con 0,4% de EEP, tratamiento T2 con 0,8% de EEP, tratamiento T3 1,2% de EEP y

tratamiento T4 con 1,6% de EEP; este crecimiento no es significativo.
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Tabla 16. Andlisis microbiolégico de yogurt con EEP almacenadas en

refrigeracion 35 dias

Muestra de yogurt Recuento
frutado Mohos Levaduras Coliformes totales
Limite Limite Limite
10 - 10° ufc/mL 10 - 10° ufc/mL 10 - 10* ufc/mL

TO= Testigo Ausente 27x10° ufc/mL Ausente
T1=con 0,4% EEP Ausente 11x10° ufc/mL Ausente
T2=con 0,8% EEP Ausente 13x10° ufc/mL Ausente
T3=con 1,2% EEP Ausente 92x10*ufc/mL Ausente
T4=con 1,6% EEP Ausente 60x10* ufc/mL Ausente

En la tabla 16, en muestra TO (testigo), tratamiento T1 con 0,4% de EEP,
tratamiento T2 con 0,8% de EEP, tratamiento 3, tratamiento T3 con 1,2% de EEP y
T4 con 1,6% de EEP a los 35 dias se determino después de 48 horas de incubado, en

el recuento de hongos ausente; no es significativo el crecimiento.

En el recuento de las levaduras de 27x10° ufc/mL en muestra TO (testigo), T1 con
0,4% de EEP es 11x10° ufc/mL, tratamiento T2 con 0,8% de EEP es 48x10 ufc/mL y
tratamiento T3 con 1,2% de EEP es 13x10° ufc/mL y tratamiento T4 con 1,6% EEP
es 60x10* ufc/mL, el crecimiento es significativo porque superan el limite minimo y

méaximo permitido de 10 - 10? ufc/mL.

En el recuento coliformes totales ausente en muestra TO (testigo), tratamiento T1
con 0,4% de EEP, tratamiento T2 con 0,8% de EEP, tratamiento T3 con 1,2% de

EEP y T4 con 1,6% de EEP; el crecimiento no es significativo.
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Tabla 17. Andlisis microbiolégico de yogurt con EEP almacenadas en

refrigeracion 42 dias

Muestra de yogurt Recuento
frutado Mohos Levaduras Coliformes totales
Limite Limite Limite

10 - 10% ufc/mL 10 - 10* ufe/mL_ 10 - 10 ufc/mL
TO= Testigo No realizado No realizado No realizado
T1=con 0,4% EEP No realizado No realizado No realizado
T2=con 0,8% EEP 60x10° ufc/mL 10x10° ufc/mL Ausente
T3=con 1,2% EEP 20x103 ufc/mL 11x10° ufc/mL Ausente
T4=con 1,6% EEP Ausente 21x10° ufc/mL Ausente

En la tabla 17, a los 45 dias los tratamientos TO (testigo) y T1 con 0,4% EEP, no
se realizd el recuento en placas por derrame de la muestra a causa de produccion de
gas por fermentacion de la muestra. Se realizo el inoculado en placas los tratamientos
T2 con 0,8% de EEP, tratamientos T3 con 1,2% EEP y T4 con 1,6% EEP, después de
48 horas de incubado en el recuento de hongos se halld 60x10° ufc/mL en tratamiento
T2 con 0,8% de EEP, 20x10% ufc/mL en el tratamiento T3 con 1,2% de EEP; el
crecimiento es significativo por superar el limite minimo y maximo permitido de 10 -
102 ufc/mL. El tratamiento T4 con 1,6% EEP en el recuento de hongos ausente; no es

significativo el crecimiento.

En el recuento de levadura en el tratamiento T2 con 0,8% EEP es 10x10° ufc/mL,
tratamiento T3 con 1,2% EEP es 11x10° ufc/mL y tratamiento T4 con 1,6% EEP es
21x10° ufc/mL; el crecimiento es significativo porque se encuentran muy superior

limite minimo y maximo permitido de 10 - 102 ufc/m).

En el recuento coliformes totales ausente en muestra TO (testigo), tratamiento T1
con 0,4% de EEP, tratamiento T2 con 0.8% de EEP, tratamiento T3 con 1,2% de

EEPy T4 con 1,6% de EEP; el crecimiento no es significativo.
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El extracto etandlico de propdleos usados en 0,8%, 1,2% y 1,6% tienen efectos
significativos frente a hongos y coliformes totales a excepcion de la levadura. En
consecuencia, la vida util del yogurt frutado con 1,6% extracto etandlico de
prop6leos T4 se incrementa por 14 dias aproximadamente conservandolo a una

temperatura de refrigeracion de 5°C, siendo apto para los consumidores.

En la figura 14, se indica el crecimiento de la levadura en los tratamientos T1, T2,
T3y T4;y en la muestra testigo (T0) desde el inicio hasta los 14 dias. La evaluacion

microbioldgica de cada una de las muestras se realizé cada 7 dias.

Crecrimiento de levaduras
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Figura 14. Crecimiento de la levadura en las cinco muestras

De acuerdo a la figura 14, se deduce que a mayor porcentaje de extracto de
propdleos (1.6%) adicionado como conservante natural en un yogurt frutado se
conserva por mas dias como en el tratamiento T4.

En las figuras 15 y 16, se muestran el crecimiento de la levadura en el tratamiento

T4 y en la muestra testigo TO.
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Figura 16. Crecimiento de la levadura en el tratamiento T4
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El crecimiento de la levadura en las muestras es exponencial: muestra testigo TO,

y = 30,756e%228% con R2 = 0,9251 y tratamiento T4 y = 17,65e%1?%% con R2 =

0,9984. Por tanto, el modelo matematico predictivo para determinar el tiempo de

vida util es:

t = Iny/0,2285 — (In30,756) /0,2285 para muestra testigo TO (a)

t = Iny/0,1225 — (In17,65) /0,1225 para tratamiento T4 (b)
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En la tabla 18, se tiene la lectura de pH de cada uno de los tratamientos TO, T1,

T2, T3y T4, desde el dia 0 (inicio) hasta los 42 dias.

Tabla 18. Control de pH en diferentes muestras con adicion de extracto

etanolico de propdleo

Control de pH por dias

Dias 0 7 14 21 28 35 42
Muestra de oH oH oH oH oH oH oH
yogurt frutado

TO = Testigo 443 4,37 4,26 4,15 3,82 3,77 3,75
T1=con 0,4% EEP 443 439 431 426 391 378 3,78
T2=con 0,8% EEP 443 4,40 4,36 4,29 4,17 3,85 3,80
T3=con 1,2% EEP 443 4,42 4,37 4,31 4,23 3,92 3,85
T4=con 1,6% EEP 4,43 4,43 4,37 4,34 425 4,00 3,90

En los tratamientos TO (testigo) y T1 de yogurt frutado con 0,4% extracto
etanolico de propdleos a los 35 y 42 dias conservados en refrigeracion a temperatura
de 5°C, se observo la presencia de gas debido a la fermentacion del yogurt frutado

por la multiplicacion de las levaduras.

En la tabla 18 se observa que los tratamientos tienen un comportamiento
descendente del pH y ascendente de la acidez de las muestras de yogurt frutado
durante la conservacion a temperatura de 5°C en refrigeracion; en consecuencia, es
evidente que influye que el tiempo de vida Gtil de cada tratamiento con la adicion de

extracto etandlico de propdleos.
4.2.3 Caracteristicas sensoriales del yogurt frutado

La evaluacién sensorial se realizd con la participacion de 30 panelistas semi-

entrenados. Para ésta evaluacidn se considerd a los alumnos del VIII, IX 'y X ciclo de
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industrias alimentarias quienes son consumidores frecuentes de yogurt frutado
comercial o yogurt natural. Los resultados de la evaluacion individual por atributos y

tratamientos de acuerdo a la escala heddnica (anexos 9, 10y 11).

La evaluacion sensorial del yogurt frutado sin extracto etandlico de propdleos de
la muestra testigo TO (yogurt frutado sin EEP) y yogurt frutado con extracto
etandlico de propdleos con 0,4%, 0,8%, 1,2% y 1,6% en los tratamientos T1, T2, T3,
T4; se aplicé al panel de degustacion para que realicen la evaluacion del color, olor,

sabor y aceptabilidad.

En el anexo 11, se presentan los resultados del atributo color donde se observa
que la muestra testigo TO (yogurt frutado sin EEP) tuvo mejor aceptacion con 164,5
puntos, seguido de los tratamientos T1 muestra de yogurt frutado con 0,4% de
extracto etandlico de propdleos 158 puntos, T2 muestra de yogurt frutado con 0,8%
de extracto etandlico de propdleos 148 puntos, T4 muestra de yogurt frutado con
1,6% de extracto etanolico de propdleos 143 puntos y T3 muestra de yogurt frutado

con 1,2% de extracto etanolico de propdleos 140 puntos.

En el mismo anexo 11, se presentan los resultados del atributo olor donde se
observa que la muestra testigo TO (yogurt frutado sin EEP) tuvo mejor aceptacion
con 165,5 puntos, seguido de los tratamientos T1 muestra de yogurt frutado con
0,4% de extracto etandlico de propdleos 144,5 puntos, T2 muestra de yogurt frutado
con 0,8% de extracto etandlico de propo6leos 121 puntos, T3 muestra de yogurt
frutado con 1,2% de extracto etandlico de propoleos 114.5 puntos y T4 muestra de

yogurt frutado con 1,6% de extracto etandlico de propoleos 108.5 puntos.

En cuanto al atributo sabor (anexo 11), se observa que la muestra testigo TO

(yogurt frutado sin EEP) tuvo mejor aceptacion con 178 puntos, seguido de los
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tratamientos T1 muestra de yogurt frutado con 0,4% de EEP 136 puntos, T2 muestra
de yogurt frutado con 0,8% de EEP 104 puntos, T3 muestra de yogurt frutado con

1,2% de EEP 89,5 puntos y T4 muestra de yogurt frutado con 1,6% EEP 79,5 puntos.

Respecto al atributo aceptacion, se observa que la muestra testigo TO (yogurt
frutado sin EEP) tuvo mejor aceptacion con 174,1 puntos, seguido de los
tratamientos T1 muestra de yogurt frutado con 0.4% de EEP 149,5 puntos, T2
muestra de yogurt frutado con 0,8% de EEP 111 puntos, T4 muestra de yogurt
frutado con 1,6% de EEP 96,5 puntos y T3 muestra de yogurt frutado con 1,6% de

EEP 93 puntos.
4.2.3.1 Atributo color

Para diferenciar estadisticamente los tratamientos TO, T1, T2, T3 y T4 relacionado
al atributo color se realizé con el software Minitab17 y se reporta en las tablas 19, 20

y 21; y en las Figuras 17, 18 y 19.

Tabla 19. Andlisis de varianza (ANOVA) del atributo color de los cinco
tratamientos.

Fuente Grado Sumade Cuadrado Valor P- Valor
de cuadrados medio F valor critico
libertad ajustado ajustado de F
Tratamientos 4 14,16 3,5400 5,40 0,000 2,434
Error 145 95,01 0,6552
Total 149 109,17

De la tabla 19, de acuerdo al analisis de varianza (ANOVA) el p valor (0,000) es
menor que 0,05; de esto se deduce que existe diferencia estadisticamente
significativa entre la muestra testigo TO y los tratamientos T1, T2, T3 y T4 en

atributo color.
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Figura 17. Evaluacion sensorial del atributo color de los cinco tratamientos.

Interpretando la Figura 17, con valor critico de F = 2,434 se puede afirmar que, si
existe diferencia estadistica significativa en la zona de rechazo, dado que F calculado

5.40 es mayor al valor critico de F.

Tabla 20. Medias de los tratamientos TO, T1, T2, T3y T4 de atributo color

Factor N  Media Desviacion IC de 95%
Estandar
TO 30 5,483 0623 (5,191; 5,775)
T1 30 5,267 0,751 (4,975; 5,559)
T2 30 4933 0,878 (4,641; 5,225)
T3 30 4667 0,941 (4,375; 4,959)
T4 30 4767 0817 (4,475; 5,059)

La desviacion estandar agrupada = 0,809463

De la tabla 20 se deduce que la desviacion estandar agrupadas es igual a
0,809463; por tanto, el tratamiento TO muestra de yogurt frutado sin tienen extracto
etanolico de propoleos respecto al atributo color es mas significativo. Los
tratamientos T1, T2, T3 y T4 que tienen extracto etandlico de propdleos con 0,4%,

0,8%, 1,2% y 1,6% se aproximan al tratamiento TO.
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En las comparaciones en parejas, utilizando el método de Tukey con un nivel de

confianza de 95% se muestra en la tabla 21.

Tabla 21. Comparaciones en parejas de Tukey de los tratamientos TO, T1, T2,
T3y T4 de 95% - atributo color

Factor N Media Agrupacion
TO 30 5,483 A
T1 30 5,267 AB
T2 30 4,933 ABC
T3 30 4,767 BC
T4 30 4,667 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes entre
tratamientos como los tratamientos TO muestra testigo y T4 yogurt frutado con 1,6%
de EEP; pero los tratamientos T1 yogurt frutado con 0,4% de EEP, T2 yogurt frutado
con 0,8% de EEP y T3 yogurt frutado con 1,2% de EEP no son significativamente

diferentes porque comparten una letra.

En la figura 18, se reporta las diferencias de las medias ICs simultaneos de los

tratamientos TO, T1, T2, T3y T4.

ICs simultaneos de 95% de Tukey
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Los intervalos no contienen cero como se observa en la Figura 18, por tanto, las
medias correspondientes son significativos en intervalos simultdneos de 95% de

Tukey.

Grafica de valores individuales de TO; T1; ...

Datos

T0 T1 T2 T3 T4

Figura 19. Valores individuales de los cinco tratamientos - atributo color

Como se observa en la Figura 19, los valores individuales de los tratamientos se
encuentran ubicados en puntos diferentes, por tanto, existe diferencia significativa

entre los tratamientos TO, T1, T2, T3y T4.

El tratamiento TO muestra de yogurt frutado sin EEP les gusto el color a los
panelistas seguido del tratamiento T1 muestra de yogurt frutado con 0,4% de EEP y
T2 muestra de yogurt frutado con 0,8% de EEP, pero los tratamientos T3 muestra de
yogurt frutado con 1,2% de EEP y T4 muestra de yogurt frutado con 1,6% EEP le

gusto el color debido a la reaccion propia del propdleo en medio viscoso.

4.2.3.2 Atributo olor

Para diferenciar estadisticamente los tratamientos TO, T1, T2, T3 y T4 relacionado
al atributo olor se realiz6 con el software Minitab17 y se reporta en las tablas 22, 23

y 24; y en las Figuras 20, 21y 22.
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Tabla 22. Analisis de varianza (AVONA) del atributo olor de los cinco
tratamientos

Fuente Grado Sumade Cuadrado Valor P- Valor
de cuadrados medio F valor critico
libertad ajustado ajustado de F
Tratamientos 4 75,03 18,7567 26,40 0,000 2,434
Error 145 103,03 0,7106
Total 149 178,06

De la tabla 22, de acuerdo al andlisis de varianza (ANOVA) el p valor (0,000) es
menor que 0,05; se deduce que existe diferencia estadisticamente significativa entre

la muestra testigo TO y los tratamientos T1, T2, T3y T4 en atributo olor.
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Figura 20. Evaluacion sensorial del atributo olor de los cinco tratamientos.

Interpretando la Figura 20, con valor critico de F = 2,434 se puede afirmar que, si

existe diferencia estadistica significativa en la zona de rechazo, dado que F calculado

26,40 es mayor al valor critico de F.
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Tabla 23. Medias de los tratamientos TO, T1, T2, T3y T4

Desviacion

Factor N Media , IC de 95%
Estandar
TO 30 5,517 0,713 (5,212; 5,821)
T1 30 4,817 0,760 (4,512; 5,121)
T2 30 4,033 0,870 (3,729; 4,338)
T3 30 3,817 0,846 (3,512; 4,121)
T4 30 3,617 0,997 (3,312; 3,921)

La desviacion estandar agrupada = 0,842956

De la tabla 23 se deduce que la desviacién estandar agrupadas es igual a
0,842956; entonces el tratamiento TO muestra de yogurt frutado respecto a atributo
olor es mas significativo. Los tratamientos T1, T2, T3 y T4 que tienen extracto
etanolico de propoleos con 0,4%, 0,8%, 1,2% y 1,6% existe diferencia significativa

con respecto al tratamiento TO.

Las comparaciones en parejas utilizando el método de Tukey con un nivel de

confianza de 95% se reporta en la tabla 24.

Tabla 24. Comparaciones en parejas de Tukey de los tratamientos TO,
T1, T2, T3y T4 de 95%.

Factor N Media Agrupacion
TO 30 5,517 A
T1 30 4,817 B
T2 30 4,033 C
T3 30 3,817 C
T4 30 3,617 C

Los tratamientos TO muestra testigo y T1 yogurt frutado con 0,4% de EEP son
significativamente diferentes entre si las medias porque no comparten una letra, pero

los tratamientos T2 yogurt frutado con 0,8% de EEP, T3 yogurt frutado con 1,2% de
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EEP y T4 yogurt frutado con 1,6% de EEP son significativamente no son diferentes

porque comparten la misma letra.

ICs simultaneos de 95% de Tukey
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Figura 21. Diferencia de las medias ICs simultaneos de 95% de Tukey —
atributo olor

Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativos

como se observa en la figura 21.

Grafica de valores individuales de TO; T1; ...

Datos
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Figura 22. Valores individuales de los cinco tratamientos de atributo olor

Como se observa en la Figura 22, los valores individuales de los tratamientos se
encuentran ubicados en puntos diferentes, por tanto, existe diferencia significativa

entre tratamientos.
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El tratamiento TO muestra de yogurt frutado sin EEP les gust6 el olor a los
panelistas seguido del tratamiento T1 muestra de yogurt frutado con 0,4% de EEP y
T2 muestra de yogurt frutado con 0,8% de EEP, pero los tratamientos T3 muestra de
yogurt frutado con 1,2% de EEP y T4 muestra de yogurt frutado con 1,6% EEP les

gustd menos por el olor caracteristico del propoleo.
4.2.3.3 Atributo sabor

Para diferenciar estadisticamente los tratamientos TO, T1, T2, T3y T4 relacionado
al atributo sabor se realizé con el software Minitab17 y se reporta en las tablas 25, 26

y 27; y en las Figuras 23, 24 y 25.

Tabla 25. Andlisis de varianza (AVONA) del atributo sabor de los cinco
tratamientos

Fuente Grado Sumade Cuadrado Valor P- Valor
de cuadrados medio F valor critico
libertad ajustado  ajustado de F
Tratamientos 4 213,76 53,4392 86,46 0,000 2,434
Error 145 89,62 0,6180
Total 149 303,37

De la tabla 25, de acuerdo al analisis de varianza (ANOVA) el p valor (0,000) es
menor que 0,05; en consecuencia, existe diferencia estadisticamente significativa

entre la muestra testigo TO y los tratamientos T1, T2, T3y T4 en atributo color.
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Figura 23. Evaluacion sensorial del atributo sabor de los cinco tratamientos.

Interpretando la Figura 23, con valor critico de F = 2,434 se puede afirmar que, si
existe diferencia estadistica significativa en la zona de rechazo, dado que F calculado

86,46 es mayor al valor critico de F.

Tabla 26. Medias de los tratamientos TO, T1, T2, T3y T4

Desviacion

Factor N Media , IC de 95%
Estandar
TO 30 5,933 0,553 (5,650; 6,217)
T1 30 4533 0,840 (4,250; 4,817)
T2 30 3,467 0,850 (3,183; 3,750)
T3 30 2,983 0,846 (2,700; 3,267)
T4 30 2,650 0,800 (2,366; 2,934)

Desviacion estandar agrupadas = 0.786159

De la tabla 26 se deduce que la desviacion estandar agrupadas es igual a
0,786159, es decir el tratamiento TO muestra de yogurt frutado respecto a atributo
sabor es mas significativo que los tratamientos T1 yogurt frutado con 0,4% EEP, T2
yogurt frutado con 0,8% EEP, T3 yogurt frutado con 1,2% EEP y T4 yogurt frutado

con 1,6% EEP.
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Las comparaciones en parejas utilizando el método de Tukey con un nivel de

confianza de 95% se reporta en la tabla 27.

Tabla 27. Comparaciones en parejas de Tukey de los tratamientos TO,
T1, T2, T3y T4 de 95%.

Factor N Media Agrupacion
TO 30 5,933 A
T1 30 4,533 B
T2 30 3,467 C
T3 30 2,983 CD
T4 30 2,650 D

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes son los
tratamientos TO muestra testigo, T1 yogurt frutado con 0,4% EEP y T2 yogurt
frutado con 0,8 % EEP; en cambio los tratamientos T3 yogurt frutado con 1,2% EEP
y T4 yogurt frutado con 1,6% EEP no son significativamente diferentes porque

comparten una letra.
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Figura 24. Diferencia de las medias de ICs simultaneos de 95% de tukey de

atributo sabor
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De la Figura 22, se deduce que si un intervalo no contiene cero entonces las

medias correspondientes son significativas.

Grafica de valores individuales de TO; T1; ...

TO Tl T2 T3 T4

Figura 25. Valores individuales de los cinco tratamientos de atributo sabor

Como se observa en la Figura 23, los valores individuales de los tratamientos se
encuentran ubicados en puntos diferentes; por tanto, existe diferencia significativa

entre tratamientos.

El tratamiento TO muestra de yogurt frutado sin EEP les agradd el sabor a los
panelistas seguido del tratamiento T1 muestra de yogurt frutado con 0,4% de EEP;
pero los tratamientos T2 muestra de yogurt frutado con 0,8% de EEP, T3 muestra de
yogurt frutado con 1,2% de EEP y T4 muestra de yogurt frutado con 1,6% EEP les

gusto menos por el sabor tipico del propoleo.
4.2.3.4 Atributo aceptabilidad

Para diferenciar estadisticamente los tratamientos TO, T1, T2, T3y T4 relacionado
al atributo aceptabilidad se realizd con el software Minitab17 y los resultados se

reportan en las tablas 28, 29 y 30; y en las Figuras 26, 27 y 28.
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Tabla 28. Analisis de varianza (AVONA) del atributo aceptabilidad de los cinco

muestras
Fuente Grado Sumade Cuadrado Valor P- Valor
de cuadrados medio F valor critico
libertad ajustado  ajustado de F
Tratamientos 4 168,10 42,0262 82,31 0,000 2,434
Error 145 74,03 0,5106
Total 149 242,14

De la tabla 28, de acuerdo al anlisis de varianza (ANOVA) el p valor (0,000) es
menor que 0,05; en consecuencia, existe diferencia estadisticamente significativa
entre la muestra testigo TO y los tratamientos T1, T2, T3 y T4 en atributo

aceptabilidad.
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Figura 26. Evaluacion sensorial del atributo aceptabilidad de los cinco
tratamientos.
Interpretando la Figura 24, con valor critico de F = 2,434 se puede afirmar que, si

existe diferencia estadistica significativa en la zona de rechazo, dado que F calculado

82,31 es mayor al valor critico de F.
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Tabla 29. Medias de los tratamientos TO, T1, T2, T3y T4

Desviacion

Factor N Media , IC de 95%
Estandar
TO 30 5,933 0,571 (5,545; 6,061)
T1 30 4533 0,713 (4,725; 5,241)
T2 30 3,467 0,783 (3,442; 3,217)
T3 30 2,983 0,806 (2,959; 3,475)
T4 30 2,650 0,675 (2,842; 3,358)

Desviacidn estandar agrupadas = 0,714544

De la tabla 29 se deduce que la desviacién estandar agrupadas es igual a

0.714544, en consecuencia, el tratamiento TO muestra de yogurt frutado respecto a

atributo aceptabilidad es maés significativo que los tratamientos T1, T2, T3 y T4

tienen extracto etanolico de propéleos con 0,4%, 0,8%, 1,2% y 1,6%.

Las comparaciones en parejas utilizando el método de Tukey con un nivel de

confianza de 95% (tabla 31).

Tabla 30. Comparaciones en parejas de Tukey de los tratamientos TO,

T1, T2, T3y T4 de 95%.

Factor N Media Agrupacion
TO 30 5,803 A
T1 30 4,983 B
T2 30 3,700 C
T3 30 3,217 CD
T4 30 3,100 D

De la tabla 30 se deduce que las medias que no comparten una letra son

significativamente diferentes son los tratamientos TO muestra testigo, T1 yogurt

frutado con 0,4% EEP y T2 yogurt frutado con 0,8 % EEP; en cambio los
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tratamientos T3 yogurt frutado con 1,2% EEP y T4 yogurt frutado con 1,6% EEP no

son significativamente diferentes porque comparten una letra.

ICs simultaneos de 95% de Tukey
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Figura 27. Diferencia de las medias ICs simultaneos de 95% de tukey-Atributo

aceptabilidad

Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativos

como se muestra en la figura 27

En la figura 28, la grafica de valores individuales de los tratamientos TO, T1, T2,

T3y T4.

Grafica de valores individuales de TO; T1; ...
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Figura 28. Valores individuales de los cinco tratamientos- aceptabilidad
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Como se observa en la Figura 26, los valores individuales de los tratamientos se
encuentran ubicados en puntos diferentes, por tanto, existe diferencia significativa

entre tratamientos.

El tratamiento TO muestra de yogurt frutado sin EEP tuvo mejor aceptacion en los
cuatro atributos seguido del tratamiento T1 muestra de yogurt frutado con 0,4% de
EEP, T2 muestra de yogurt frutado con 0,8% de EEP. Los tratamientos T3 muestra
de yogurt frutado con 1,2% de EEP y T4 muestra de yogurt frutado con 1,6% de EEP
tuvieron menor puntuacion debido al olor y sabor caracteristico del propdleo por

contenido flavonoides totales.



V. DISCUSION DE RESULTADOS

5.1 Caracteristicas fisico-quimicas de propoleos recolectados.

De la tabla 2, se deduce que el contenido de humedad se presentan diferencias
entre las muestras recolectadas de los centros apicolas, hallandose valores entre 3,44
- 4,64%, esto concuerda con lo reportado por Sosa et al., (2000b); citado por
Martinez, (2009), al encontrarse los prop6leos argentinos porcentajes de humedad
entre un 2 - 7%. Estos valores indican que las tres muestras analizadas cumplen con
la normativa vigente del Ministerio de Agricultura del Brasil (2001), citado por

Martinez, (2009), que dice que la humedad no debe superar el 8 %.

En el contenido de cenizas hay diferencias entre los centros apicolas en el distrito
de Huaraz, se encuentran entre 3,1 — 4,8 %. Todos los valores son inferiores al 5%,
que es el maximo permitido por la normativa internacional (Ministerio agricultura de
Brazil, 2001; citado por Martinez, 2009), estos propdleos de los centros apicolas

cumplen satisfactoriamente con esta reglamentacion internacional.

En el contenido de ceras existen diferencias entre las muestras de los centros
apicolas en el distrito de Huaraz, estos se encuentran entre 34 - 45%; en el contenido
de ceras se observo un menor porcentaje en las muestras colectadas por el método de
raspado en comparacién con las obtenidas es mayor por el método de malla
(Martinez, 2009). Con respecto a la calidad (rendimiento de compuestos bioactivos)
un alto contenido de ceras no es favorable porque estas no presentan actividad
biolégica. En términos generales, ninguna de las muestras recolectadas de los centros
apicolas en el distrito de Huaraz cumple con la normativa Brasilefia que solo permite

un maximo del 25% (Ministerio de Agricultura de Brazil, 2001; citado por Martinez,
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2009). Es probable que el alto contenido de ceras obtenidas en los analisis de las tres
muestras recolectadas sea un reflejo de la mala manipulacién de muestras o que las
abejas mezclaron mayor cantidad de ceras con las resinas colectadas, para poder

tapar los orificios de las entretapas o fijar los bastidores.

En cuanto al contenido de resinas de las tres muestras es de 50 - 57%, pero segln
Burdock (1998) citado por Palomino (2009), reporta que la composicién general
aproximada de los propdleos es: 50% de resinas, 30% de ceras, 10% de aceites
esenciales y aromaticos, 5% de polen y 5% de otras sustancias que incluyen
escombros organicos. Sin embargo, este resultado de composicion, puede variar
significativamente con diferentes factores, tales como la floracion del entorno a las

colmenas que difiere de una zona a otra y la temporada de acopio del material.

Las impurezas mecanicas visibles presentes en el propdleo (tierra, partes de abeja,
etc.), principalmente recolectado por método de raspado se obtuvo resultados entre
10,6 — 18,8%; pero segun la Norma Rusa (1997) citado por Alvarez (2012) deberian
estar por debajo del 20%, por tanto, el método de recoleccion por raspado del

propdleos influye en la calidad del mismo.

En cuanto al contenido de fenoles y flavonoides totales caracterizados mediante el
andlisis fisico-quimico que reporta en la tabla 2; se deduce que la muestra M1 del
Centro apicola de Huypishca es mayor que la muestra M2 del Centro apicola de
Ichoca seguido de la muestra M3 del Centro apicola de Quenuayoc del distrito de
Huaraz, se encuentran directamente relacionado con la calidad de los propéleos. Con
esto se demuestra a que la fraccién soluble en etanol agrupa la mayoria de los

compuestos biolégicamente activos son los flavonoides totales.
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5.2 Vida util microbioldgico del yogurt frutado con extracto etandlico de propoleos.

De acuerdo a la tabla 11, en el tratamiento TO muestra testigo al inicio (dia 0) se
determind después de 48 horas de incubado, en el recuento de hongos ausente y en
los tratamientos T1, T2, T3 y T4 similar a la muestra testigo. En el recuento de las
levaduras en tratamiento TO muestra testigo igual a 40 ufc/mL, tratamiento T1 con
0,4% de EEP es 33 ufc/mL, tratamiento T2 con 0,8% de EEP es 29 ufc/mL,
tratamiento T3 con 1,2% de EEP es 24 ufc/mL y tratamiento T4 con 1,6% EEP es 18
ufc/mL; estos crecimientos no son significativos. En recuentos de coliformes totales
ausentes en tratamiento TO muestra testigo y en los tratamientos T1, T2, T3y T4 con
extracto etandlico de propdleos; estos resultados no son significativos por
encontrarse dentro del limite minimo y maximo permitido de 10 - 10? ufc/mL de

acuerdo a DIGESA (2008) y DIGESA (2017).

En la tabla 12, en tratamiento TO muestra testigo a los 7 dias, se determino
después de 48 horas de incubado, en el recuento de hongos ausente y los tratamientos
T1, T2, T3y T4 de la misma manera; por tanto, no es significativo. En el recuento de
las levaduras en TO muestra testigo igual a 90 ufc/mL, tratamiento T1 con 0,4% de
EEP es 80 ufc/mL, tratamiento T2 con 0,8% de EEP es 70 ufc/mL, tratamiento T3
con 1,2% de EEP es 50 ufc/mL vy tratamiento T4 con 1,6% de EEP es 40 ufc/mL,
este crecimiento no es significativo. En el recuento coliformes totales ausente en la
muestra TO (testigo) y en los tratamientos T1, T2, T3 y T4; por tanto, no son
significativos el crecimiento porque se encuentran dentro del limite minimo y
maximo permitido de 10 - 10% ufc/mL de acuerdo a DIGESA (2008) y DIGESA

(2017).

En la tabla 13, en el tratamiento TO muestra testigo, tratamiento T1 con 0,4% de

EEP, tratamiento T2 yogurt frutado con 0,8% de EEP, tratamiento T3 con 1.2% de
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EEP y T4 con 1,6% de EEP a los 14 dias se determind después de 48 horas de
incubado, en el recuento de hongos ausente; no es significativo el crecimiento. En el
recuento de las levaduras de 98x10 ufc/mL en muestra TO (testigo), tratamiento T1
con 0,4% de EEP es 92x10 ufc/mL, tratamiento T2 con 0,8% de EEP es 48x10
ufc/mL y tratamiento T3 con 1,2% de EEP es 34x10 ufc/mL, estos crecimientos son
significativos por superar el limite minimo y maximo permitido de 10 - 10? ufc/mL
de acuerdo a DIGESA (2008) y DIGESA (2017), en cambio el tratamiento T4 con
1,6% EEP es 96 ufc/mL, no es significativo el crecimiento por encontrarse dentro
del limite minimo y méaximo permitido de 10 - 102 ufc/mL de acuerdo a DIGESA
(2008) y DIGESA (2017). En el recuento coliformes totales en la muestra TO
(testigo), tratamiento T1 con 0,4% de EEP, tratamiento T2 yogurt frutado con 0,8%
de EEP, tratamiento 3, tratamiento T3 yogurt con 1.2% de EEP y T4 yogurt frutado
con 1.6% de EEP ausente; por tanto, no es significativo el crecimiento por
encontrarse en los limites minimo y maximo permitido de 10 - 10% ufc/mL de

acuerdo a DIGESA (2008) y DIGESA (2017).

En la tabla 14, en muestra TO (testigo), tratamiento T1 con 0,4% de EEP,
tratamiento T2 con 0,8% de EEP, tratamiento T3 con 1,2% de EEP y T4 con 1,6% de
EEP a los 21 dias se determind después de 48 horas de incubado, en el recuento de
hongos ausente; por tanto, no es significativo el crecimiento por encontrarse dentro
del limite minimo y méaximo permitido de 10 - 10% ufc/mL de acuerdo a DIGESA
(2008) y DIGESA (2017). En el recuento de las levaduras de 24x10° ufc/mL en
muestra TO (testigo), T1 con 0,4% de EEP es 17x10° ufc/mL, tratamiento T2 con
0.8% de EEP es 28x10* ufc/mL, tratamiento T3 con 1,2% de EEP es 15x10* ufc/mL
y tratamiento T4 con 1,6% EEP es 32 x10? ufc/mL; el crecimiento es significativo

por superar el limite minimo y méaximo permitido de 10 - 10? ufc/mL de acuerdo a
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DIGESA (2008) y DIGESA (2017). En el recuento coliformes totales ausente en
muestra TO (testigo), tratamiento T1 con 0,4% de EEP, tratamiento T2 con 0,8% de
EEP, tratamiento 3, tratamiento T3 con 1,2% de EEP y T4 con 1,6%; el crecimiento
no es significativo porque se encuentran dentro del limite minimo y maximo

permitido de 10 - 10? ufc/mL de acuerdo a DIGESA (2008) y DIGESA (2017).

En la tabla 15, en la muestra TO (testigo), tratamiento con 0,4% de EEP,
tratamiento T2 con 0,8% de EEP, tratamiento T3 con 1,2% de EEP y T4 con 1,6% de
EEP a los 28 dias se determind después de 48 horas de incubado, en el recuento de
hongos ausente; no es significativo estos valores estan dentro del limite minimo y
maximo permitido de 10 - 10? ufc/mL de acuerdo a DIGESA (2008) y DIGESA
(2017). En el recuento de las levaduras de 20x10° ufc/mL en muestra TO (testigo),
tratamiento T1 con 0.4% de EEP es 24x10° ufc/mL, tratamiento T2 con 0.8% de EEP
es 34 x10* ufc/mL y tratamiento T3 con 1.2% de EEP es 52x10% ufc/mL y
tratamiento T4 con 1.6% EEP es 33x10° ufc/mL; el crecimiento es significativo por
superan el limite minimo y maximo permitido de 10 - 10 ufc/mL de acuerdo a
DIGESA (2008) y DIGESA (2017). En el recuento coliformes totales ausente en
muestra TO (testigo), tratamiento T1 de yogurt frutado con 0,4% de EEP, tratamiento
T2 con 0,8% de EEP, tratamiento T3 con 1,2% de EEP y tratamiento T4 con 1,6% de
EEP; este crecimiento no es significativo porque se encuentran dentro del limite
minimo y maximo permitido de 10 - 10% ufc/mL de acuerdo a DIGESA (2008) y

DIGESA (2017).

En la tabla 16, en muestra TO (testigo), tratamiento T1 con 0,4% de EEP,
tratamiento T2 con 0,8% de EEP, tratamiento T3 con 1,2% de EEP y T4 con 1,6% de
EEP a los 35 dias se determind después de 48 horas de incubado, en el recuento de

hongos ausente; no es significativo porque estan dentro del limite minimo y maximo
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permitido de 10 - 102 ufc/mL de acuerdo a DIGESA (2008) y DIGESA (2017). Enel
recuento de las levaduras de 27x10° ufc/mL en muestra TO (testigo), T1 con 0,4% de
EEP es 11x10° ufc/mL, tratamiento T2 con 0.8% de EEP es 48x10 ufc/mL y
tratamiento T3 con 1,2% de EEP es 13x10° ufc/mL y tratamiento T4 con 1,6% EEP
es 60x10* ufc/mL, el crecimiento es significativo porque superan el limite minimo y
maximo permitido de 10 - 10% ufc/mL de acuerdo a DIGESA (2008) y DIGESA
(2017). En el recuento coliformes totales ausente en muestra TO (testigo),
tratamiento T1 con 0,4% de EEP, tratamiento T2 con 0,8% de EEP, tratamiento T3
con 1,2% de EEP y T4 con 1,6% de EEP; el crecimiento no es significativo por
encontrarse dentro del limite minimo y maximo permitido de 10 - 10? ufc/mL de

acuerdo a DIGESA (2008) y DIGESA (2017).

En la tabla 17, a los 45 dias los tratamientos TO (testigo) y T1 con 0,4% extracto
etanolico de propoleos, no se realizo el recuento en placas por el abombamiento de
las muestras sintoma corriente de la actividad de las levaduras causantes de
produccién de gas por fermentacién (Céspedes, 2016). Se realizo el inoculado en
placas los tratamientos T2 con 0,8% de EEP, tratamientos T3 con 1,2% EEP y T4
con 1.6% EEP, después de 48 horas de incubado en el recuento de hongos se halld
60x10° ufc/mL en tratamiento T2 con 0,8% de EEP, 20x10° ufc/mL en el tratamiento
T3 con 1,2% de EEP; el crecimiento es significativo por superar el limite minimo y
maximo permitido de 10 - 10% ufc/mL de acuerdo a DIGESA (2008) y DIGESA
(2017). El tratamiento T4 con 1.6% EEP en el recuento de hongos ausente; no es
significativo el crecimiento por encontrarse dentro del limite minimo y maximo
permitido de 10 - 10? ufc/mL de acuerdo a DIGESA (2008) y DIGESA (2017). Encel
recuento de levadura en el tratamiento T2 con 0,8% EEP es 10x10° ufc/mL,

tratamiento T3 con 1,2% EEP es 11x10° ufc/mL y tratamiento T4 con 1,6% EEP es
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21x10° ufc/mL; el crecimiento es significativo porque se encuentran muy superior
limite minimo y maximo permitido de 10 - 102 ufc/mL de acuerdo a DIGESA (2008)
y DIGESA (2017). En el recuento coliformes totales ausente en muestra TO (testigo),
tratamiento T1 con 0,4% de EEP, tratamiento T2 con 0,8% de EEP, tratamiento T3
con 1,2% de EEP y T4 con 1,6% de EEP; el crecimiento no es significativo porque
estos valores se encuentran dentro del limite minimo y méaximo permitido de 10 - 102

ufc/mL de acuerdo a DIGESA (2008) y DIGESA (2017).

De acuerdo a Céspedes (2016) se demuestra que las levaduras y mohos en
particular son poco afectadas por el pH y cuando disponen como fuente de energia de
sacarosa y lactosa dan lugar a la alteracion rapidamente; esto puede ser por la
presencia de Kluyveromyces fragilis levaduras lactosa fermentativa que se
desarrolla en la superficie del producto y el crecimiento de mohos en el yogurt puede
ser por la presencia Mucor o Rhizopus; la causa puede ser por el mal cerrado de la
tapa de las muestras, el primer caso las levaduras descomponen el aztcar en alcohol
y agua en ausencia de oxigeno, mientras que en presencia del oxigeno descomponen
el azucar en anhidrido carbdnico y agua, y en el segundo caso los mohos se

desarrollan en presencia de oxigeno condiciones aerébicas.

La presencia de levaduras en los yogures es un problema muy importante y para
evitar la fermentacion del producto (abombamiento de las tapas de los envases)
Danis, Ashton y McCaskill (19971) citado por Céspedes (2016) han propuesto que el
yogurt, en la fase de comercializacion, debe contener menos de 100 levaduras por
mL y superior a lo indicado suponen un importante riesgo alteracion. El resultado
obtenido en la investigacion respecto a la vida Gtil del yogurt frutado con 1,6% EEP
del tratamiento T4 se encuentra dentro del limite maximo de 100 UFC/mL; por tanto,

se puede incrementar la conservacion de yogurt comercial de los pequefios
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fabricantes de 10 dias a 14 dias aproximadamente conservandolo a una temperatura
de refrigeracion de 5°C, siendo apto para los consumidores. Se puede incrementar el
tiempo de vida atil del yogurt corrigiendo la calidad de la leche y la higiene durante

la elaboracion.

Mediante las pruebas microbiolégicas, los flavonoides totales que contiene el
extracto etandlico de propéleos (EEP), tiene efectividad como conservante natural en

el yogurt frutado.

Control de pH de los tratamientos.
En la tabla 18, se tiene la lectura de pH de cada uno de los tratamientos TO, T1,

T2, T3y T4, desde el dia 0 (inicio) hasta los 42 dias.

En los tratamientos TO (testigo) y T1 de yogurt frutado con 0.4% extracto
etanolico de propdleos a los 35 y 42 dias conservados en refrigeracion a temperatura
de 5°C, se observd la presencia de gas debido a la fermentacion del yogurt por la
multiplicacion excesiva de las levaduras. Adams y Moss (1995), Silliker et al. (1980)
y Desrosier (1987) citado por Echevarria (2006), corrobora que la vida util varia
generalmente alrededor de 14 a 28 dias en refrigeracion a 5°C, esto dependera de la
sanidad de la planta procesadora, la técnica de procesamiento, el tipo de empaque, la
temperatura de distribucion y el uso de preservantes. Durante este periodo continta
desarrollandose la acidez, aunque muy lentamente, hasta que finalmente el pH se
reduce a un valor menor o igual a 4. Esto se puede contrastar con Kuntz (1991)
citado Garcia y Molina (2008), que el final de la vida util de un producto se alcanza
cuando ya no mantiene las cualidades requeridas para que el consumidor final lo

utilice.
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El extracto etandlico de propéleos (EEP) usados en 0,8%, 1,2% y 1,6% tienen
efectos positivos frente a hongos y coliformes totales, pero tiene un efecto no
significativo a la multiplicacion de las levaduras. En consecuencia, la vida util del
yogurt frutado con 1,6% extracto etandlico de propdleos T4 se incrementa por 14
dias aproximadamente conservandolo a una temperatura de refrigeracion de 5°C,
siendo apto para los consumidores; esto reafirma los reportes de investigaciones de
Popova et al. (2004); citado por Martinez (2009) y Mendes et al. (2006) que la
presencia de flavonoides y fenoles totales en el extracto etandlico de propoleos tiene

efecto antibacteriano.
Caracteristicas sensoriales del yogurt frutado

En el anexo 11, se presentan los resultados del atributo color donde se observa en
el tratamiento TO muestra de yogurt frutado sin extracto etandlico de propoleos
tuvieron mejor aceptacion con 164,5 puntos, seguido de los tratamientos T1 muestra
de yogurt frutado con 0,4% de extracto etandlico de propdleos 158 puntos, T2
muestra de yogurt frutado con 0,8% de extracto etandlico de propdleos 148 puntos,
T4 muestra de yogurt frutado con 1,6% de extracto etandlico de propoleos 143
puntos y T3 muestra de yogurt frutado con 1,2% de extracto etandlico de propoleos
140 puntos. Con la adicion de extracto etandlico de propdleos en el yogurt frutado se
observa una ligera variacién de color, esto se debe a la reaccion propia de los

flavonoides totales.

En el mismo anexo 11, se presentan los resultados del atributo olor donde se
observa que el tratamiento TO muestra de yogurt frutado sin extracto etandlico de
propdleos tuvieron mejor aceptacion con 165,5 puntos, seguido de los tratamientos
T1 muestra de yogurt frutado con 0,4% de extracto etandlico de propdleos 144,5

puntos, T2 muestra de yogurt frutado con 0,8% de extracto etandlico de propoleos
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121 puntos, T3 muestra de yogurt frutado con 1,2% de extracto etandlico de
propdleos 114,5 puntos y T4 muestra de yogurt frutado con 1,6% de extracto
etandlico de propdleos 108,5 puntos. El olor del extracto etandlico de propdleo
modifica ligeramente el olor caracteristico del yogurt de acuerdo a la cantidad en
cada tratamiento; por tanto, los panelistas prefieren el olor tipico del yogurt como se

observa en las puntuaciones.

En cuanto al atributo sabor (anexo 11), se observa que el tratamiento TO muestra
de yogurt frutado sin extracto etandlico de propéleo tuvieron mejor aceptacién con
178 puntos, seguido de los tratamientos T1 muestra de yogurt frutado con 0,4% de
extracto etanolico de propdleo 136 puntos, T2 muestra de yogurt frutado con 0,8% de
extracto etandlico de propdleos 104 puntos, T3 muestra de yogurt frutado con 1,2%
de extracto etandlico de propdleo 89,5 puntos y T4 muestra de yogurt frutado con
1.6% de extracto etanolico de propoleos 79,5 puntos. El sabor amargo es
caracteristico de los fenoles y flavonoides totales en el extracto etandlico propoleo;
por tanto, el sabor tipico del yogurt se modifica gradualmente de acuerdo a la
cantidad adicionada en cada tratamiento. Los panelistas detectaron sabor residual en
los tratamientos, debido a la cantidad de resinas presente en extracto etanolico

propdleo, esto es corroborado por Gerénimo (2009).

Respecto al atributo aceptacion, se observa que el tratamiento TO muestra de
yogurt frutado sin extracto etandlico de propdleo tuvieron mejor aceptacién con
174,1 puntos, seguido de los tratamientos T1 muestra de yogurt frutado con 0,4% de
extracto etanolico de propdleos 149,5 puntos, T2 muestra de yogurt frutado con 0,8%
de extracto etandlico de propdleos 111 puntos, T4 muestra de yogurt frutado con
1,6% de extracto etandlico de prop6leos 96,5 puntos y T3 muestra de yogurt frutado

con 1,6% de extracto etandlico de propéleos 93 puntos. Se puede mejorar la
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aceptacion del yogurt frutado con extracto etandlico de propéleo a los consumidores,
explicando que este producto les provee propiedades bactericidas, fungicidas y
antivirales segln el reporte de Tabera, Hegazi y Hegazi; citado por Bedascarrasbure
et al. (2004). Ademas, Japén ha sido uno de los pioneros en investigar las
propiedades que posee el propéleo, en la Universidad Nacional de Tokio es donde se
han analizado muestras de propdleos de todo el mundo; dentro de la industria
alimentaria esta legalizado como Suplemento Dietario (Yanucci, 2013; citado por

Saltos, 2015).

Con estos resultados obtenidos en la investigacion, se concluye que el tratamiento
T1 muestra de yogurt frutado con 0,4% EEP, tratamiento T2 muestra yogurt frutado
con 0,8% EEP, tratamiento T3 muestra yogurt frutado con 1,2% EEP y tratamiento
T4 muestra yogurt frutado con 1,6% EEP fueron aceptados por los panelistas en un

18% en promedio frente a la muestra testigo sin EEP con un 28%.

Estadisticamente se demuestran en los atributos color, olor, sabor y aceptabilidad
a un nivel de confianza de 95% de Tukey una minima diferencia significativa entre
tratamientos, tales como la muestra testigo TO sin EEP, tratamiento T1 muestra
yogurt frutado con 0,4% EEP, tratamiento T2 muestra yogurt frutado con 0.8% EEP,
tratamiento T3 muestra yogurt frutado con 1,2% EEP y tratamiento T4 muestra de

yogurt frutado con 1,6% EEP.



109

VI. CONCLUSIONES

Las conclusiones que se desprenden de la presente investigacion pueden resumirse

en los siguientes puntos:

La caracterizacion fisico-quimico de las tres muestras de propdleos bruto, fue con
la finalidad de seleccionar una muestra que tenga en su composicion mayor de

flavonoides totales.

En el contenido de fenoles totales es 7,31 g de acido galico/100g de muestra y
flavonoides totales 10,16 g de quercetina/100g de muestra M1 del Centro apicola
de Huypishca; 6,05 g de acido galico/100g de muestra de fenoles totales y 8,37 g
de quercetina/100g de muestra de flavonoides totales en muestra M2 del Centro
apicola de Ichoca y 5,24 g de acido galico/100g de muestra de fenoles totales y
4,75 g de quercetina/100g de muestra de flavonoides totales, por tanto la muestra
M1 del Centro apicola de Huypishca existen diferencias estadisticamente
significativas entre las muestra M2 del Centro apicola de Ichoca y la muestra M3
del Centro apicola de Quenuayoc. La calidad de los propdleos esta relacionada
directamente de propoleos dependen de la vegetacion que tienen en el Huypishca
como Eucalipto, Molle, Chilca, Sauce, Melocoton y otros. Con esto se demuestra
a que la fraccién soluble en etanol agrupa la mayoria de los compuestos
biologicamente activos son los flavonoides totales. En cuanto a humedad, cenizas,
ceras, resinas en impurezas mecanicas se encuentran dentro del rango maximo

permitido por la normativa internacional de Ministerio agricultura de Brazil.

La vida util del tratamiento T4 yogurt frutado con 1,6% de extracto etandlico de
propdleo se encuentra dentro del limite maximo de 100 UFC/mL y se puede
incrementar la conservacion de yogurt frutado comercial de los pequefios

fabricantes de la ciudad de Huaraz por 14 dias, conservandolos a una temperatura
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de refrigeracion de 4 - 5°C de acuerdo a la NTP.202.092, siendo apto para los
consumidores. Se puede incrementar el tiempo de vida atil del yogurt frutado
corrigiendo la calidad de la leche de los ganaderos y la higiene durante la
elaboracion. En las pruebas microbioldgicas realizadas, los flavonoides totales
que contiene el extracto etandlico de propoleos (EEP), son muy significativos
descriptivamente como conservante natural en el yogurt frutado. EI modelo

matematico predictivo es: t = (Iny)/0,1225 — (In17,65) /0,1225.

El tratamiento T1 muestra de yogurt frutado con 0,4% EEP, tratamiento T2
muestra yogurt frutado con 0,8% EEP, tratamiento T3 muestra yogurt frutado con
1,2% EEP y tratamiento T4 muestra yogurt frutado con 1,6% EEP fueron
aceptados por los panelistas en un 18% en promedio frente a la muestra TO testigo
sin EEP con un 28%. Estadisticamente se ha demostrado en los atributos color,
olor, sabor y aceptabilidad a un nivel de confianza de 95% de Tukey existe una
diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos TO muestra testigo
sin EEP, tratamientos T1 muestra yogurt frutado con 0,4% EEP, tratamiento T2
muestra yogurt frutado con 0,8% EEP, tratamiento T3 muestra yogurt frutado con
1,2% EEP y T4 muestra de yogurt frutado con 1,6% EEP. En cuanto al sabor los
tratamientos T3 muestra yogurt frutado con 1,2% EEP y T4 muestra de yogurt

frutado con 1,6% EEP presentaron un sabor tipico a la resina del propdleo.
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VIl. RECOMENDACIONES

Incrementar el tiempo de vida util del yogurt frutado corrigiendo la calidad de la
leche adquirida de los ganaderos durante el ordefio y la higiene durante la

elaboracion.

Realizar trabajo de investigacion utilizando otras variedades de frutas como
guandbana, pifia, durazno y otros con la finalidad de enmascarar el olor y sabor
caracteristico del propéleo.

Promover la elaboracién y consumo de yogurt frutado con adicion de un
conservante natural de extracto etandlico de propoleo, que poseen propiedades
antibacterianas por la accion de los flavonoides totales.

Desarrollar un sistema informatico ayudaria a la determinacion de la vida util del

yogurt frutado a temperatura variable.
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X. Anexo 1.

Imagen de las tres muestras de prop6leos

Centro Apicoa-Huypishca Centro Apicoa-Ichoca Centro Apicoa-Quenuayoc

Anexo 2.

Imagen de 200 g de cada una de las tres muestras para el analisis fisico-quimica.
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Anexo 3.

Resultado de andlisis fisico-quimico de los propoleos

Muestras Humedad | Cenizas Ceras Resinas ::22::.22 th?;:f: Flavonoides

(%) (%0) (%0) (%) (%) 9/100g* g/100g™*
3,57 3,13 34,02 56,31 18,79 7,31 10,15
M1 3,54 3,16 34,04 56,30 18,82 7,29 10,17
3,58 3,14 34,03 56,29 18,80 7,33 10,16
Promedio 3,56 3,14 34,03 56,30 18,80 7,31 10,16
3,44 4,80 45,04 50,01 10,61 6,03 8,36
M2 3,43 4,81 45,05 50,03 10,59 6,02 8,37
3,45 4,78 45,03 50,02 10,60 6,04 8,38
Promedio 3,44 4,80 45,04 50,02 10,60 6,03 8,37
3,65 3,80 37,01 50,01 14,51 5,13 4,76
M3 3,65 3,81 37,03 50,02 14,50 5,15 4,75
3,63 3,79 37,02 50,01 14,49 5,13 4,74
Promedio 3,64 3,80 37,02 50,01 14,50 5,14 4,75

M1: CA-Huypishca; M2: CA-Ichoca ; M3: CA-Quenuayoc



Anexo 3a.

Resultado promedio de muestra 01 de propo6leos

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
(Universidad del Perti, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
CENPROFARMA

CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

PROTOCOLO DE ANALISIS N.°00384-CPF-2018

ORDEN DE ANALISIS 1 004909/2018
SOLICITADO POR : JULIO CONSTANTINO INTI BARRETO
MUESTRA : PROPOLEO DE ABEJA (MUESTRA 01)
NUMERO DE LOTE D
CANTIDAD i :01 bolsax40g
FECHA DE RECEPCION' : 21 de Mayo del 2018
FECHA DE FABRICACION -
FECHA DE VENCIMIENTO Tee-
CENIZAS - AOAC 3,1%
CERAS = 8 & 34%
RESINAS il . 57%
IMPUREZAS — --- 18,8%
MECANICAS !
FENOLES TOTALES -— UV - Visible 7,31g/100g *1
FLAVONOIDES TOTALES - UV - Visible 10,16g/100g *2

(*1) g de acido galico/100g muestra, problema
(*2) g de quercetina/100g de muestra problema

Lima, 20 de Agosto del 2018

1S0 9001

BUREAU VERITAS
Certification

N° BR233265
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Anexo 3b.

Resultado promedio de muestra 02 de propéleos

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
(Universidad del Perii, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
CENPROFARMA

CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

PROTOCOLO DE ANALISIS N.°00385-CPF-201

ORDEN DE ANALISIS :004910/2018
SOLICITADO POR : JULIO CONSTANTINO INTI BARRETO
MUESTRA : PROPOLEO DE ABEJA (MUESTRA 02)
NUMERO DE LOTE -
CANTIDAD ) 101 bolsax40 g
FECHA DE RECEPCION : 21 de Mayo del 2018
FECHA DE FABRICACION -
FECHA DE VENCIMIENTO 53
4.,8% -
CERAS = o A 45%
RESINAS s " 50%
IMPUREZAS G 10%
. MECANICAS
FENOLES TOTALES i UV - Visible 6,05/100g *1
FLAVONOIDES TOTALES i UV - Visible 8,37g/100g *2

(*1) g de acido galico/100g muestra.problema
(*2) g de quercetina/100g de muestra problema

; UENTO DELALMNTO YDEL TOXICO” 1S0 9001
BUREAU VERITAS

Certification

N BR233265




Anexo 3c.

Resultado promedio de muestra 03 de propoéleos

CENPROFARMA

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
(Universidad del Peri, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

PROTOCOLO DE ANALISIS N.°00386-CPF-2018

ORDEN DE ANALISIS :004911/2018

SOLICITADO POR : JULIO CONSTANTINO INTI BARRETO
MUESTRA : PROPOLEO DE ABEJA (MUESTRA 03)

NUMERO DE LOTE 1

CANTIDAD 01 bolsax 40 g
FECHA DE RECEPCION : 21 de Mayo del 2018
FECHA DE FABRICACION Y

FECHA DE VENCIMIENTO s

CERAS

--- 37%

RESINAS oo

-== 53%

IMPUREZAS L
MECANICAS '

14,5%

FENOLES TOTALES - UV — Visible 5,14g/100g *1

FLAVONOIDES TOTALES 2 <2 UV - Visible 4,75¢/100g *2

(*1) g de 4cido galico/100g muestra problema
(*2) g de quercetina/100g de muestra problema

Lima, 20 de Agosto del 2018

&<
3o 3
=
- 2
‘- ............. : ,‘%
Gu erra Brizuela\\_ 5,

- del Centro de Control Analitiod

DEL ALIMENTO Y DEL TOXICO”

1SO 9001

BUREAU VERITAS
Certification

N° BR233265
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Anexo 4.

Imagen de muestras de yogurt frutado

Anexo 5.

Imagen de muestras de yogurt frutado sin y con extracto de etandlico de
propdleos

B

LIMPIAS LAS
MESAS DE
=a\i2d TRABAJO

126



Anexo 6.

Anélisis microbiolédgico de las muestras de yogurt frutado con EEP
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Recuento | Muestra A Muestra B Muestra C Muestra D Muestra E
(testigo) (0.4% EEP) | (0.8% EEP) | (1.2% EEP) | (1.6% EEP)
19-09-2018 | Recuento Recuento Recuento Recuento Recuento
Coliformes | Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
totales
Mohos Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
Levaduras | 40 ufc/g 33 ufc/g 29 ufc/g 24 ufclg 18 ufc/g
Recuento | Muestra Al Muestra B1 | Muestra C1 | Muestra D1 | Muestra E1
(testigo) (0.4% EEP) | (0.8% EEP) | (1.2% EEP) | (1.6% EEP)
26-09-2018 | Recuento Recuento Recuento Recuento Recuento
Coliformes | Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
totales
Mohos Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
Levaduras | 9 x10 ufc/g 8 x10 ufc/g 7 x10 ufc/g 5 x10 ufc/g 4 x10 ufc/g
Recuento | Muestra A2 Muestra B2 | Muestra C2 | Muestra D2 | Muestra E2
(testigo) (0.4% EEP) | (0.8% EEP) | (1.2% EEP) | (1.6% EEP)
03-10-2018 | Recuento Recuento Recuento Recuento Recuento
Coliformes | Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
totales
Mohos Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
Levaduras | 98 x10 ufc/g 92 x10 ufc/g | 48 x10 ufc/g | 34 x10 ufc/g | 10 x10 ufc/g
Recuento | Muestra A3 Muestra B3 | Muestra C3 | Muestra D3 | Muestra E3
(testigo) (0.4% EEP) | (0.8% EEP) | (1.2% EEP) | (1.6% EEP)
10-10-2018 | Recuento Recuento Recuento Recuento Recuento
Coliformes | Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
totales
Mohos Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
Levaduras | 24 x10% ufc/g | 17 x10° ufc/g | 28 x10* ufc/g | 15 x10% ufc/g | 32 x10? ufc/g
Recuento | Muestra A4 Muestra B4 | Muestra C4 | Muestra D4 | Muestra E4
(testigo) (0.4% EEP) | (0.8% EEP) | (1.2% EEP) | (1.6% EEP)
17-10-2018 | Recuento Recuento Recuento Recuento Recuento
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Coliformes | Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
totales
Mohos Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
Levaduras | 20 x10° ufc/lg | 24 x10° ufc/g | 34 x10*ufc/g | 52x10% ufc/g | 33x10° ufc/g
Recuento | Muestra A5 Muestra B5 | Muestra C5 | Muestra D5 | Muestra E5
(testigo) (0.4% EEP) | (0.8% EEP) | (1.2% EEP) | (1.6% EEP)
24-10-2018 | Recuento Recuento Recuento Recuento Recuento
Coliformes | Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
totales
Mohos Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
Levaduras | 27x10%ufc/g | 11x10° ufc/g | 13x10°ufc/g | 92x10*ufc/g | 60x10* ufc/g
Recuento | Muestra A6 Muestra B6 | Muestra C6 | Muestra D6 | Muestra E6
(testigo) (0.4% EEP) | (0.8% EEP) | (1.2% EEP) | (1.6% EEP)
31-10-2018 | Recuento Recuento Recuento Recuento Recuento
Coliformes | No realizado No realizado | Ausente Ausente Ausente
totales
Mohos No realizado No realizado | Ausente Ausente Ausente
Levaduras | No realizado | No realizado | 10x10°ufc/g | 11x10°ufc/g | 21x10* ufc/g
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Anexo 7.

Procedimiento para el analisis microbiolégico de las muestras de yogurt

I PROCEDIMIENTO PARA EL ANALISIS MICROBIOLOGICO DEL YOGUR I
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2. Analisis microbiologico del yogur: 03 de octubre del 2018

Resultados de: Mohos y levaduras
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Anexo 8.

Ficha de evaluacién sensorial: Fichas técnicas de los instrumentos a utilizar

INSTRUCCIONES. Se le presenta a Ud. un yogurt frutado, pruebe cada una de las
muestras e indique el grado en que le gusta o le disgusta cada atributo de cada
muestra, de acuerdo al puntaje, escribiendo el nimero correspondiente en la linea del

cddigo de la muestra.

Categoria Puntaje Categoria Puntaje
Disgusta muchisimo 1 Gusta moderadamente 5
Disgusta mucho 2 Gusta mucho 6
Disgusta 3 Gusta muchisimo 7
moderadamente
No gusta, ni disgusta 4

CcODIGO Calificacion para cada Atributo
COLOR | OLOR | SABOR | ACEPTABILIDAD

M1

M2

M3

M4

M5
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Anexo 9.

Resultado de evaluacion sensorial de los tratamientos por atributo (1)

Sabor Aceptabilidad

Tratamientos

olor
Tratamientos

T2

Atributos

Tratamientos

T1 T2 713

Tratamientos

5

T4

T4 T5

T4 T5 T1 T3

T3

Tl

Panelista

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23
24
25
26
27
28
29
30

6
ss N 161 118 104

6
G0N 1c0 148 140 144 BN 145 123 116 109 BN 147 117 100
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Anexo 10.

Resultado de evaluacion sensorial de los tratamientos por atributo (2)

Aceptabilidad

Sabor
Tratamientos

Tl

olor
Tratamientos

Atributos

Tratamientos

Tl

Tratamientos

T4

T2 T3

3 T4

T2

TO

T2 T4

Tl

T0

Panelista

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25

26
27
28
29
30

90

89

74 740 138 104

79

91

N 156 148 4o 142 GG 143 119 113 108 NG 127
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Anexo 11.

Promedio de evaluacion sensorial de los tratamientos por atributo

Atributos _ olor Sabor Aceptabilidad

Tratamientos Tratamientos Tratamientos Tratamientos

Panelista [NTONNTINN 200 T80T4) 10 T1 T2 T3 T4 To T1_ T2 13 T4 T0 T T2 13 T4
1 4 4 4 4 4 5 5 4 4 4 5 35 35 3 3 5 4 3 3 3
2 65 45 45 35 5 6 4 45 35 35 65 55 35 2 15 65 55 5 3 35
3 5 55 5 4 35 55 5 45 4 3 55 55 3 25 2 55 55 4 3 3
4 5 5 5 5 5 5 55 4 4 3 6 3 3 25 25 55 45 35 25 25
5 45 5 6 55 45 6 4 5 35 35 65 45 4 25 2 6 35 4 3 2
6 45 55 6 55 55 55 45 6 45 45 6 5 45 45 45 55 55 5 4 3
7 5 6 6 55 55 55 45 5 4 4 55 45 4 4 4 45 45 45 45 4
8 6 65 4 4 4 65 5 4 35 25 65 55 4 35 25 6 5 35 4 35
9 65 6 3 3 3 65 5 35 4 3 7 45 45 4 25 7 5 35 35 25
10 5 4 3 35 35 55 4 3 45 4 65 35 25 2 3 55 4 25 2 3
11 55 55 4 45 45 55 4 4 35 4 55 5 4 35 3 55 55 35 3 4
12 6 5 4 4 45 6 45 45 3 35 55 4 4 25 25 6 5 35 3 3
13 6 55 5 45 5 55 5 35 3 35 55 45 35 25 25 55 45 3 25 35
14 55 55 55 55 55 55 55 4 4 45 55 45 4 4 4 55 55 45 45 4
5 55 55 55 55 55 6 55 5 5 4 6 55 55 5 4 6 55 5 5 4
16 6 65 6 6 55 5 6 45 45 45 55 6 5 4 25 55 6 45 4 3
7 55 6 55 5 5 45 6 4 4 5 55 5 4 3 25 5 55 4 35 35
18 5 5 5 45 5 45 5 35 4 35 55 5 3 25 25 5 45 35 35 35
9 55 45 5 45 45 5 4 25 3 2 55 35 25 2 2 55 4 25 25 25
20 6 35 35 25 4 55 3 25 2 2 6 45 3 2 2 6 6 4 25 25
21 6 6 5 3 4 7 5 4 3 3 7 5 3 2 2 7 6 4 3 3
2 65 55 55 55 45 65 65 55 55 55 65 55 4 35 3 66 6 4 4 35
23 6 6 6 6 6 6 5 4 3 4 6 35 3 3 25 6 5 4 3 3
24 6 5 5 5 5 6 35 25 25 25 6 4 25 25 2 6 45 3 25 25
5 55 55 55 55 55 4 5 3 3 2 5 3 2 25 15 55 4 3 25 25
2 5 5 55 55 55 55 45 4 4 35 6 45 3 35 3 6 55 35 3 25
27 55 5 55 5 55 5 45 45 45 4 6 5 3 25 3 6 5 4 35 4
2 55 55 55 55 65 55 55 5 55 55 6 5 4 4 4 6 55 45 45 45
29 5 6 5 5 4 4 5 4 5 5 7 5 25 25 2 65 5 2 2 2
30 5 4 4 4 4 6 5 3 3 2 55 3 2 2 15 6 4 25 2 2

158 148 140 143 GO 144,5 121 114,5 1085 136104 895 795 1495 111 %5 93




