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Contenido VII

Resumen

Evaluacion del polen apicola producido en Cundinamarca como fuente de

componentes liposolubles de interés nutricional y antioxidante

El trabajo presenta la evaluacion de la fraccion liposoluble del polen apicola y sus extractos
de muestras provenientes de tres zonas del departamento de Cundinamarca en dos
épocas del afio. Se incluyo dentro de los analisis la caracterizacion palinoldgica, el analisis
proximal, el perfil de acidos grasos y contenido de vitamina E de las muestras de polen
apicola y los extractos obtenidos por metodologias convencionales y no convencionales.
A través de una metodologia cromatografica se realizé la determinacion del perfil de
carotenoides. Los resultados diversos en los analisis fisicoquimicos y palinolégicos
mostraron la influencia de las diferentes épocas (lluvia y de sequia) en la disponibilidad de
las familias botanicas. En general, el analisis proximal arrojo que las muestras tienen unos
contenidos de humedad de 9,1 £ 1,9%, cenizas 2,7 £ 0,3%, fibra 9,1 £ 1,9% y proteina
bruta 27,1 = 1,7%. Se determinaron las condiciones adecuadas para la extraccion
convencional (8 dias de extraccion) y por ultrasonido (34% de potencia por 14 minutos)
empleando aceite comestible como solvente, las cuales junto con la extraccion con fluidos
supercriticos permitieron la obtencion de extractos ricos en la fraccion liposoluble del polen
apicola. La técnica de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) empleo una fase
reversa con columna C30 y una fase mévil polar con gradiente de metanol: agua: tert butil
metil éter. Esta técnica permitid la separacién e identificacion de los carotenoides
presentes en las muestras de polen y en los extractos oleosos, se pudo identificar que
estos son fuentes potenciales de estos compuestos bioactivos, siendo el carotenoide mas

abundante la B-criptoxantina.

Palabras clave: polen apicola, vitamina E, perfil de acidos grasos, perfil de

carotenoides, HPLC.



VI Evaluacion del polen apicola producido en Cundinamarca como fuente de
componentes liposolubles de interés nutricional y antioxidante

Abstract

Evaluation of bee pollen produced in Cundinamarca as a source of fat-soluble

components of nutritional and antioxidant interest.

The work presents the evaluation of the fat-soluble fraction of bee pollen and its extracts
from samples from three areas of the department of Cundinamarca at two times of the year.
Included within the analyzes are the palynological characterization, the proximal analysis,
the fatty acid profile and vitamin E content of the bee pollen samples, and the extracts
obtained by conventional and unconventional methodologies. Through a chromatographic
methodology, the carotenoid profile was determined. The diverse results in the
physicochemical and palynological analyzes showed the influence of the different seasons
(rainy and dry) on the availability of the botanical families. In general, the proximal analysis
showed that the samples had moisture contents of 9.1 + 1.9%, ashes 2.7 £ 0.3%, fiber 9.1
t+ 1.9% and crude protein 27.1 £1.7%. The appropriate conditions were determined for
conventional extraction (8 days of extraction) and by ultrasound (34% power for 14 minutes)
using an edible oil as solvent, which together with the extraction with supercritical fluids
allowed obtaining extracts rich in the fat-soluble fraction of bee pollen. The high-
performance liquid chromatography (HPLC) technique uses a reverse phase with a C30
column and a polar mobile phase with a gradient of methanol: water: tert-butyl methyl ether.
This technique allowed the separation and identification of the carotenoids present in the
pollen samples and in the oily extracts, it was possible to identify that these are potential
sources of these bioactive compounds, the most abundant carotenoid being f-

cryptoxanthin.

Keywords: Bee pollen, Vitamin E, fatty acid profile, carotenoid profile, HPLC.
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Introduccion

El polen apicola es uno de los principales productos de la colmena, contiene componentes
nutricionales y bioactivos que contribuyen a los requerimientos nutricionales necesarios
para el correcto funcionamiento de la colmena y utilizados como un suplemento nutricional
para los seres humanos. La calidad y el contenido de los componentes nutricionales y
bioactivos varian segun el origen botanico y geografico (Li et al., 2018), lo que genera
caracteristicas especificas del producto segun la diversidad floral de las zonas. Gracias a
la posicion geografica y la presencia de todos los pisos térmicos, Colombia cuenta con una
gran diversidad floral que permite la produccion de una amplia variedad de polen,
principalmente su produccién se centra en la region andina a alturas superiores a los 2600
metros sobre el nivel del mar y se destacan como principales productores los
departamentos de Boyaca y Cundinamarca con un promedio de produccion de 35-40
Kg/colmena/afio (CPAA, 2018).

La composicion quimica del polen apicola presenta la mayor variabilidad dentro de los
productos de la colmena, lo cual se debe principalmente a la disponibilidad de los recursos
florales visitados por las abejas, los cuales pueden sufrir algunas variaciones segun la
época del afio y la zona de produccion. La correcta caracterizacion fisicoquimica del polen
apicola en las diferentes regiones y épocas del pais es indispensable para poder asegurar
su calidad y brindar informacion completa a los consumidores o para el desarrollo de

nuevas formulaciones.

Los diferentes compuestos nutricionales y bioactivos del polen apicola pueden ser
aprovechados en productos de distintas industrias como la alimenticia, farmacéutica,
cosmética, etc. En estos casos la incorporacion de los compuestos de interés puede
realizarse de manera directa o indirecta en forma de extractos ya sean acuosos u oleosos,
extraidos con diversas metodologias. El principal objetivo de este trabajo fue la evaluacién
de los componentes liposolubles de interés nutricional y antioxidante en el polen apicola

de tres zonas de Cundinamarca y de sus extractos oleosos obtenidos por metodologias de



extraccion convencional (agitacion) y no convencionales (ultrasonido y fluidos

supercriticos).

Los resultados obtenidos indican que el polen apicola recolectado en Cundinamarca
presenta buenas caracteristicas nutricionales y bioactivas en base al contenido de proteina
(27.1 £ 1.7 g/100g de polen), acidos grasos (3,1 = 0,5 g de acido a-linolénico /100g de
polen), carotenoides totales (65,4-1302 ug Bcaroteno/g de polen) y vitamina E (40,0 £ 12,4
Mg a-tocoferol/g de polen). Adicionalmente, se utilizd un método cromatografico para
conocer el perfil de carotenoides e identificar el compuesto presente en mayor proporciéon

fue la B-criptoxantina.

En el desarrollo de la técnica cromatografica se establecieron los procesos y parametros
necesarios para la separacién de impurezas que pudieran interactuar con la fase
estacionaria, tales como; ceras, acidos grasos, esteres, etc. Adicionalmente, las
condiciones operacionales del equipo (Jasco LC-2000 plus) se adaptdé del estudio
publicado por Stinco et al., (2019). La incorporacién de la metodologia cromatografica
desarrollada en este trabajo permitira la correcta caracterizacion del polen apicola y sus
extractos oleosos, con ello se podra definir su aplicacién en las diferentes industrias. Por
ejemplo, en la acuicultura, los carotenoides (carotenos y xantofilas) son utilizados como
aditivos alimentarios para la coloracién y estabilidad de la carne de los salménidos. Mas
especificamente, la luteina y la zeaxantina; presentes en todas las muestras analizadas,
son uno de los carotenoides mas utilizados como aditivos alimentarios, en la industria
cosmética se aprovechan sus caracteristicas antioxidantes para utilizarlos como
suplementos nutricionales y componentes de cremas (Meléndez-Martinez, 2017; Suarez
Heredia et al., 2019). La B-criptoxantina es el segundo carotenoide después del B-
carotenos con la mayor actividad provitamina A, recomendado en la ingesta diaria para

cumplir con los requerimientos nutricionales (Meléndez-Martinez, 2017).

Finalmente, estos resultados pueden usarse como una herramienta importante para
facilitar la promocién, comercializacion y consumo del polen apicola, que finalmente
ayudaria a fomentar la apicultura y el mejor aprovechamiento de esta materia prima

especialmente por sus cualidades funcionales.



Objetivos

Objetivo general

Identificar los componentes liposolubles de interés nutricional y antioxidante en polen

apicola de tres zonas de Cundinamarca obtenidos por tres metodologias de extraccion.

Objetivos especificos

e Determinar el pretratamiento y las condiciones cromatograficas (HPLC), que
permitan la separacion de los carotenoides en polen apicola.

¢ |dentificar las diferencias en el contenido de vitamina E, perfil de acidos grasos y
perfil de carotenoides en polen apicola de tres regiones de Cundinamarca.

¢ Analizar el contenido de vitamina E, perfil de acidos grasos y perfil de carotenoides
en extractos de polen apicola obtenidos a través de tres metodologias de extraccion

(extraccion por agitacion, asistida por ultrasonido y fluidos supercriticos).






1.Marco Teodrico

1.1 Generalidades del polen apicola

La produccion de polen apicola comienza durante el pecoreo de las abejas. El polen floral
(gametofitos masculinos utilizados en la reproduccién de plantas con semillas) se adhiere
a los pelos presentes en sus cuerpos, una vez que la abeja esta cubierta de polen, la
"peinan” con una serie de pelos rigidos ubicados en sus patas; simultdneamente, lo mezclan
con nectar, productos salivales y obtienen dos pellets que cargan en sus corbiculas, y lo
transportan a la colmena (Agus et al., 2019; Gardana et al., 2018). Los apicultores colocan
trampas en la entrada de la colmena que pueden ser mallas de alambre o placas perforadas
de madera, metal o plastico, con orificios de 4 a 5 mm de diametro, a través de las cuales
las abejas son obligadas a pasar. En este camino, las abejas pierden parte de los granulos
de polen, los cuales se va recolectando dentro de la trampa (Duran, 2014; Hoover & Ovinge,
2018).

En el proceso de beneficio y comercializacion, se recomienda almacenar el polen apicola a
-20°C, inmediatamente después de la cosecha, debido a su alta humedad (20-30 g
agua/100 g) y contenido de nutrientes, estas condiciones lo convierten en un medio ideal
para el crecimiento de microorganismos, como levaduras, mohos, bacterias formadoras de
esporas y cocos, afectando las caracteristicas organolépticas y la seguridad del polen
apicola (presencia de patégenos bacterianos, produccion de aminas biogénicas, etc.). Por
ello, los productores deben realizar un proceso de secado para conservar el producto y
comercializarlo de forma segura (Pascal, 2018). Un buen indice de calidad microbiolégica
esta relacionado con la concentracion de bacterias en el polen apicola (De-Melo et al.,
2016). Sin embargo, depende en gran medida de factores ambientales. Por lo tanto, para
reducir la contaminacion del polen por microorganismos, debe prepararse adecuadamente
y almacenarse en fresco a -20°C o a temperatura ambiente con humedad menor al 8%. (A.
Kosti¢ et al., 2019; Nuvoloni et al., 2021; Sinkeviciené et al., 2021). En la



Figura 1-1 se muestra el proceso de beneficio del polen apicola

Figura 1-1: Produccion del polen apicola.

1. Abeja en la flor, 2. Abeja cubierta de polen floral, 3. Abeja transportando polen en sus patas
traseras, 4. Abejas pasando a través de una trampa, 5. Bandeja de recoleccion del polen, 6.
Secado del polen, 7. Limpieza del polen por medio de ciclonado, 8. Polen listo para el consumo.

1.2 Composicion del polen apicola

Las caracteristicas organolépticas y los componentes quimicos del polen pueden variar
debido a factores como: el clima, la estacionalidad y el tipo de flora visitada por la abeja.
Por ejemplo, en clima calido y humedo con alta diversidad forestal, y una mayor variedad
de flores, encontramos polen apicola multifloral, con un origen botanico mucho mas diverso

que un polen apicola monofloral (Negréo & Orsi, 2018).

El polen apicola tiene un alto valor nutricional, asi como varias biofuncionalidades,
incluyendo actividad antioxidante, antiinflamatoria, anticancerigena, antibacteriana y
cardioprotectora, principalmente asociadas a la composicion nutricional y componentes
bioactivos, como los compuestos fendlicos ( flavonoides y acidos fendlicos), acidos grasos,
carotenoides y vitamina E (Abu Shady et al., 2016; Cabrera & Montenegro, 2013; Denisow
& Denisow-Pietrzyk, 2016; Kafadar et al., 2012; Klaric et al., 2018; Rodriguez et al., 2015;
Velasquez et al., 2017).

La composicion del polen apicola en materia seca puede variar entre un 13-85% de
carbohidratos, 10-30% de proteinas, 0.04-20% de lipidos, 0.3-34% de fibra, 0,5-3% de

cenizas, ademas de vitaminas, precursores de hormonas, enzimas, flavonoides y



carotenoides (Barajas et al., 2012; Komosinska-Vassev et al., 2015; Q.-Q. Li et al., 2018;
Velasquez et al., 2017; Zuluaga, 2015; Aylanc et al., 2021).

1.2.1 Carbohidratos

Los carbohidratos son el componente nutricional mas abundante en el polen apicola (13 -
85 %), incluidos los azucares, el almidén vy la fibra dietética (Ares et al., 2018). La fructosa,
la glucosa y la sacarosa representan mas del 90 % de los azucares de bajo peso molecular
(Bertoncelj et al., 2018). Contiene polisacaridos y oligosacaridos como la maltosa y la
melecitosa (Zuluaga, 2015). Los azucares reductores pueden variar entre 23,2-44,8%. El
contenido de azucar reductor del polen apicola esta asociado con la presencia de néctar de
plantas/saliva de abeja, que las abejas utilizan para aglutinar los pellets del polen apicola
(Hsu et al., 2021; Mazurek et al., 2021).

En general, el polen apicola demuestra ser una buena fuente de fibra dietética, la cual, esta
compuesta principalmente por una fraccién insoluble que representa el 73-83% (Bertoncel
et al., 2018; Diaz M. et al., 2012). Cabe sefialar que el compuesto florizina (phloridzin) fue
identificado por primera vez en muestras de polen apicola por Bayram et al., (2021), este
glucésido pertenece a la subclase de las dihidrocalconas y, casi exclusivamente, se
encuentra entre las plantas que pertenecen a la familia Rosaceae o Ericaceae y puede ser
utilizado como marcador quimiotaxonémico de la presencia de polen de rosaceas (género

Malus o Prunus) en polen apicola.

1.2.2 Proteinas

Las proteinas son el segundo macronutriente, representando entre el 10 y el 32,2% de la
composicion total. El contenido de proteina del polen apicola es de gran importancia ya que
se utiliza principalmente para clasificar la calidad del polen apicola de la siguiente manera:
excelente (>25 %), media (20-25 %) y mala (<20 %) (Hsu et al., 2021). También es
fundamental la presencia y cantidad de aminoacidos esenciales, los cuales representan el
34,59-48,49 % en esta fraccion ( Taha et al., 2017).

En el polen apicola se han identificado los nueve aminoacidos esenciales, la prolina y la
serina como aminoacidos condicionales (da Silva et al., 2014; Komosinska-Vassev et al.,
2015; Paramas et al., 2006). La prolina, principal aminoacido libre en el polen recolectado

por las abejas, es fundamental porque las abejas lo utilizan como compuesto estimulante



de fagos y fuente de energia para sus vuelos. Ademas, la proporcion de
prolina/aminoacidos totales se puede utilizar como parametro de frescura. Si esta relacion
es inferior a 0,65, se puede suponer que las muestras se secaron y almacenaron

adecuadamente (Bayram et al., 2021; Castagna et al., 2020).

1.2.3 Minerales

En los minerales presentes en el polen apicola se encuentran macroelementos como: sodio
(20.835%), potasio (0.1.43-0.991%), calcio (0.010-0.575%), magnesio (0.022-0.568%) y
fésforo (0.029-0.886%), microelementos como: hierro (0.0011-0.0552%), zinc (0.0016-
0.0340%), manganeso (0.0005-0.0430%) y cobre (0.0003-0.0028%) vy oligoelementos
como: cromo, niquel y selenio asi como algunos otros metales como: aluminio, estroncio,
estafo y vanadio (Altunatmaz et al., 2017; Liolios et al., 2019; Morgano et al., 2012; Taha,
2015).

1.3 Lipidos

El contenido de la fraccion lipidica es muy variable y representa entre el 0,04 y el 20 % de
la composicion del polen apicola (Sattler et al., 2015). Esta formado por compuestos como
carotenoides (0,0003-0,0763%), vitamina E (0,0017-0,0196%), ésteres (0,046-1,132%) y
ésteres de glicerol saturados (31,6%-80%) e insaturados (24,22- 73,7%) acidos grasos,
pero también incluye lipidos secundarios menores como se comenta a continuacion
(Alayunt et al., 2013; Gardana et al., 2018; Pereira De Melo & de Almeida-Muradian, 2010;
Vanderplanck et al., 2014; Velasquez et al., 2017; Xu et al.,, 2011). La variabilidad
significativa en la composicion de lipidos del polen apicola dependera del origen botanico,
el clima, las temporadas de cosecha, etc. En paises con estaciones, Al-Kahtani et al., (2021)
recomiendan recolectar cargas de polen durante la primavera y el verano para alimentar
colonias de abejas durante los periodos de escasez y para su uso como alimento saludable
y nutritivo para los humanos. La jError! No se encuentra el origen de la referencia.-1

muestra la composicion quimica del polen de diferentes origenes.

La composicion lipidica del polen apicola incluye esteroles, mono, di y triglicéridos, acidos
grasos esenciales, fosfolipidos, hidrocarburos y terpenos. Las sustancias antioxidantes
lipofilicas, que también pueden ser relevantes en la nutricion humana, se distribuyen
principalmente en la capa externa del grano de polen (exina) (Conte et al., 2017; Vaudo et

al., 2020; Zuluaga, 2015). El perfil de lipidos en el polen apicola multifloral ha sido un desafio



para dilucidar completamente utilizando técnicas analiticas, como la espectrometria de
masas convencional, debido a las estructuras complejas y los numerosos isomeros de
lipidos. Por lo tanto, la informacién sobre los perfiles de lipidos completos en el polen
apicola es algo limitada en la literatura. La espectrometria de masas Q-Exactive Orbitrap
ha sido utilizada con éxito por Li et al., (2017) para perfilar y cuantificar varios lipidos en el
polen apicola, incluidas 41 fosfatidilcolinas (3052,71 + 1891,08 ug/g), 43
fosfatidiletanolaminas (1002,88 + 1133,79 ug/g ), 9 fosfatidilglicerol (125,00 + 88,38 ug/g),
10 fosfatidilserinas (43,79 + 42,81 pg/g), 12 lisofosfatidilcolinas (636,18 + 523,14 ug/g), 8
ceramidas (9,92 + 9,91 ug/qg), 27 diglicéridos3,93 + 167513 ug/g), 137 triglicéridos (3215,91
+ 1367,99 pg/g) y 47 acidos grasos. Estos hallazgos destacan la composicion altamente

compleja del contenido de lipidos del polen apicola.
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Tabla 1-1: Componentes nutricionales, humedad y cenizas de muestras de polen apicola de Colombia y diferentes paises

g/100g Humedad aw Proteina Grasa Cenizas Fibra Carbohidratos | Fructosa | Glucosa Referencias
83+19 | 04+01 | 288%30 | 51%18 | 29+03 | 04+05 - - - (BARAJAS et al.,
71£20 | 03+01 | 282419 | 22+18 | 32+03 ; 3 ) ; 2012)
Colombia | 7,715, . 238£32 | 69%35 | 25:04 | 145:35 . 19,5£0,9 | 136+ 24 (F“e”mgg%f’- etal,
15,5 + 0,4* . 216+0,5 6,002 | 21%02 - 391+19 [187%12|144+0,9 (Gar‘;%q%;at al.,
60-840 | 03-04 | 188-251 | 23-31 17-24 ; 69.7-765 ; 3 (Nogueira et al.,2012)
Portugal : 03-03 | 175-245 | 45-64 | 20-26 13-39 : - : (Anjos et al., 2019)
: 04+01 | 218+22 | 52+06 | 29407 : 67.6 2.6 - : (Feas etal,, 2012)
69-78 | 03-04 | 125-225 | 27-29 | 05-216 - 72.5-84.2 - ; (Nog‘;%'g)et al.,
Espana (Gardana et al
14,9 + 0,4* ; 123+02 | 59+06 | 1602 ; 37714 | 174+11 | 14113 oty
Filipinas | 150+1,0* | 0,6£00 | 2169+163 | 39+10 | 3603 ] 557424 30,3468 (Be"g?"*z'g‘fg'ta et
i i i i i (Keskin & Ozkok,
6,2+04 ; 168+10 | 4900 2020)
Turquia - - 17,5-22.2 2,4-5,1 23-27 - - - - (Mayda et al., 2020)
16,6  0,00% - 167+0.8 | 2200 - ; - - i (Kanar & Mazi, 2019)
: : 124-204 | 56-72 | 21-22 : 718-78.7 - : (Isik et al., 2019)
Sur corea 45 ] 205-268 | 50-122 | 53-57 | 51-62 495 - 63,7 ; ] (Ghoggzgé)"“”g'
Bosnia | 29-67 : 16,7-264 | 25-68 | 20-31 : 615-73.8 - : (AiGiC et al., 2020)
: : 79-322 | 40-135 | 19-36 : : - : (De-Melo et al., 2018)
Brasil 19 - 35% ; 45-99 20-60 3 ; 18,5 - 45,0 ; 3 (Duarte et al., 2018)
34402 - 198+05 | 34+04 | 20%01 ; - 54+03 | 6,804 | (Sattler etal., 2015)
; ; 102-240 | 24-79 | 35-59 ; 10,8-28.9 ; 3 (Oliveira et al., 2021)
India | 12,7-196* | 04-05 | 196-2540 | 71-124 | 23-35 30-43 423 -46,2 ; ; (Thakggf‘s';'a”da’
China 18-75 : 143-290 | 07-66 | 17-50 | 17.6-313 | 594-77.8 5 . (K. Yang et al.,, 2013)
Italia 15168 . 253%275 | 13+05 | 25%04 : 561 £ 5,30 : : (Sagona et al., 2017)

*Muestras de polen frescas




1.3.1 Acidos grasos

Los acidos grasos son componentes esenciales presentes en las moléculas lipidicas, como
los triacilgliceroles y los fosfolipidos (Silva-Lannes & Ignacio, 2013), se pueden clasificar en
saturados e insaturados segun el tipo de enlace presente en su estructura quimica
(Cabezas-Zabala et al., 2016). Dentro de estos ultimos destacan los acidos grasos omega-
3, omega-6 y 9 por sus efectos relacionados con la salud. El acido a-linolénico (ALA) (C18:
3n-3) y el acido linoleico (LA) (C18:2n-6) son los principales acidos grasos omega-3 y
omega-6 presentes en el polen apicola, los cuales son considerados esenciales para la
mayoria de los insectos, como las abejas, pero también para los humanos (Arien et al.,
2015). Ademas, los acidos grasos aportan Oz a la sangre para la division celular y la sintesis
de hemoglobina. Entre los diversos acidos grasos, el oleico y el palmitico son los principales
componentes de la grasa corporal hasta el 60 % en las abejas obreras, el 40 % en las larvas

y el 58 % en las pupas de reina (Al-Kahtani, 2017).

Los acidos grasos omega-3 pueden reducir la inflamacion y tienen efectos hipolipidémicos,
antitrombaticos, vasodilatadores y antiarritmicos. Los acidos omega-3 mas importantes
para la salud humana son el acido a-linolénico (ALA), el acido eicosapentaenoico (EPA) y
el acido docosahexaenoico (DHA). Los omega-3 de cadena larga son componentes
importantes del cerebro de los mamiferos. Con una alta proporcion de omega-6:3, esta
deficiencia se asocia con muchas enfermedades y trastornos neurolégicos. En insectos
como las abejas, el polen apicola juega un papel clave como fuente principal de acidos
grasos poliinsaturados; las deficiencias pueden provocar deformaciones en adultos,
crecimiento lento y sistemas nervioso y cerebral deficientes (Arien et al., 2015; Dong et al.,
2015; Jarukas et al., 2020).

OH

Figura 1-2: Estructura de los acidos grasos omega-3.

(a.) acido linolénico, acido graso insaturado de 18 carbonos y 3 enlaces dobles (C 18:3 n3), (b.)
acido eicosapentaenoico con cadena de 20 carbonos y 5 enlaces dobles (C 20:5 n3) y (c.) acido
docosahexaenoico con 22 carbonos y 5 enlaces dobles (C 22:6 n3).
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Tabla 1-2: Acidos grasos presentes en muestras de polen apicola colombiano y otros paises

ﬂg&%g Colombia Portugal India Bosnia China Filipinas Italia Romania | Sur Corea
C8:.0 - - 1,9-28 | 05+£0,0 | 1,6-16,7 - 0,7-3,2 - - 25+16 | 0,0-1,7 -
C12:0 1,7+00| 46+25 | 05-18 | 0,1-04 | 0,7-10,5 - 0,2-14 - 0,2-12 - 0,13-3,6 -
C14:0 1,7+0,3| 1,3+04 | 0,5-25 | 16-55 | 1,8-11,2|0,1-0,6 | 0,6-0,8 0,8+£0,3 0,7-31 - 0,18-36| 0,6-4,0
C15:0 0,1+0,0 - - 0,7+0,1 0,5-3,2 0,1 0,3-1,8 0,1+£0,0 - 0,4+0,6 - -
. 253 % 12,8 - 19,4 - 18,4 -
C16:0 14 11,3+2,8 | 13,5-19,6 | 8,7-14,6 | 15,8 -40,5 228 04-08| 285+1,8 203 10,5+ 3,0 30,9 24,4 - 26,8
C17:0 0,2+0,0 - - 25-3,3 0,7-2,7 | 0,0-0,1195-36,4 - 0,2-03 | 11,178 - -
Cc18:0 24+02| 19+04 | 1,1-30 | 1,2-28 | 6,4-155 | 06-1,3 | 0,44,0 3,2+£0,7 1,8-55| 42+15 | 16-90 | 2,3-3,5
C18:1 - - - 76-10,9 - 24-14,5|0,7-13,4 - - 2151’27i - 3,0-6,2
C18:2n-6 10,6 £ 19,6 -
(LA) 24 82+14 |205-30,1|38-114| 39-11,2 | 3,0-8,3 245+3,6 37.9 - 76-332|75-222
C18:3n-6 37,3 -
(GLA) 0,3+04 - - 06-296| 0,6+0,0 57 1 2,0-23,3 - - 0,6+0,8 - -
C18:3n-3 441 % 28,9 - 24,3 - 20,3 -
(ALA) 5.4 257+7,8 433 0,5-16,3 | 7,5-36,8 - - 27,7 £ 3,1 33.1 14,7+ 8,1 46.9 -
C20:0 14+02| 1,3+0,3 - 06-15 0,8-59 | 04-17 1525'07' 1,1£0,5 1,0-15| 09+05 | 0,5-2,1 |36,5-44,1
C22:0 0,9+0,1 - - 0,2-20 | 0,7-10,9 | 0,3-4,2 - 22+0,8 1,0-1,7| 06+04 | 0,5-18 | 0,2-1,0
C23:0 01+01] 1,2+£0,6 - 0,1-8,1 - 0,1-0,6 - 01-03 1| 23+1,6 - -
C24:0 0,3+0,3 - - 04-15 1,0-3,2 | 0,9-8,6 - 1,0+ 0,1 08-13 | 0406 - 0,2-0,8
349+ 23,1 - 13,1 - 21,4 -
SFA 0.7 36,6 £4,9 31,3 31,2 42,9 -80,0 56,6 - 36,9+1,3 - 36,4+£4,3 - 30,0 - 37,1
UFA - 63,4149 - 68,8-86,9|28,1-57,1|2,8-17,1 - 61,2+1,7 - - - -
PUFA/SFA | 1,6+3,8 - 350511' 22-67 | 02-10 | 0,7-32 - 522+ 16 - - - -
(Gardana | (Fuenmay | (Estevinho | (Thakur & . , (Belina- (Margao | (Ghosh &
Referencias etal., |orB.etal, etal, Nanda, ;Pfoztclﬁ ?; (Lzlg,]t:)l" 6(1I|2)02r1(g);165t) Aldemita et ;?02851 ?; (glagggfgt anetal., Jung,
2018) 2014) 2019) 2018) " " al., 2019) " " 2014) 2020)

SFA=acidos grasos saturados, UFA= acidos grasos monoinsaturados, PUFA=acidos grasos poliinsaturado, LA=acido linoleico, GLA= acido gamma linolénico,
ALA= acido alfa linolénico.




= Acidos grasos en polen apicola

Los acidos grasos saturados totales en el polen apicola pueden variar entre 1y 13 g/100
g de peso seco, se puede destacar una mayor proporcion de acidos grasos insaturados
que de saturados, independientemente del origen (Dong et al., 2015; Feas et al., 2012;
Jarukas et al., 2020), lo que permite considerarlo como un buena fuente de acidos grasos
poliinsaturados con contenidos que van desde 24,22 a 73,7 g/100 g de acidos grasos

totales.

En general, el polen apicola contiene palmitico (C16:0), estearico (C18:0), araquidico
(C20:0), oleico (C18:1), linoleico (C18:2), linolénico (C18:3) y eicosenoico (C20:1) acidos
(Tabla 1-2). Las proporciones de cada uno variaran de acuerdo con el origen botanico,
como se muestra en la Tabla 1-2. Los contenidos mas importantes de acidos grasos son:
el acido linoleico, miristico y laurico, los cuales tienen propiedades bactericidas vy

antifungicas, importantes para la higiene de la colonia (Kaskoniené et al., 2020).

El contenido de acidos grasos de las muestras de polen apicola esta fuertemente asociado
con su contenido fendlico y moderadamente asociado con el contenido de flavonoides y
actividad antioxidante. Ademas, los acidos grasos se pueden utilizar como herramientas
quimiotaxonomicas utiles para establecer conexiones potenciales con el origen botanico
del polen. Por ejemplo, el acido behénico y el acido palmitico son caracteristicos de los
granos de polen de Rubus sp. (A. Z. Kostié¢ et al., 2021; Kostryco & Chwil, 2021). Margaoan
et al,, (2021) notaron una fuerte correlacion entre los acidos grasos y el analisis
palinolégico en muestras de Rumania y Turquia, se identificé al acido palmitico como el
FA predominante para Brassica sp. en el polen apicola serbio, que también era un
indicador de su actividad antimicrobiana. El polen de Brassica también tuvo un contenido
significativo en acidos linolénico y oleico, mientras que el polen de Salix tiene un alto

contenido de acidos palmitico, estearico y linoleico (Margaoan et al., 2021).

Segun la Academia Nacional de Medicina, se recomienda una ingesta adecuada de
omega-3 (1,6 g por dia) para adultos humanos (Instituto de Medicina, 2005). Segun esto,
una porcién de 25 g de polen apicola suple a la ingesta adecuada de 41,3 £+ 5 % en polen
de Colombia, 9 + 0,9 % en polen de ltalia, 17 £ 1,6 % en polen de Espafia (Gardana et al.,
2018) 27,8 + 4,2 % en polen de Portugal (De-Melo et al., 2018), 57,2 + 41 % en polen de
India (Thakur & Nanda, 2018), 11,2 £ 5,8 % en polen de Serbia (Kosti¢ et al., 2017) y 4,8
+ 0,8 % en polen de China (Xu et al., 2011). Por lo tanto, el polen de Colombia, Portugal e
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India puede considerarse una buena fuente de omega-3, ya que aporta mas del 20% de la

ingesta adecuada.

= Capacidad antioxidante

El acido linolénico y linoleico en muestras de polen apicola es esencial para sintetizar otros
acidos poliinsaturados (Chen et al.,, 2012; Marangoni et al., 2020). Los acidos grasos
poliinsaturados (PUFA) pueden regular la via de sefalizacion antioxidante y modular los
procesos inflamatorios, el estrés oxidativo y, a su vez, el riesgo de aterosclerosis y
trastornos degenerativos, como las enfermedades cardiovasculares (Djuricic & Calder,
2021; Giordano & Visioli, 2014; Leger et al., 2019).

Los efectos antioxidantes de los omega-3 se atribuyen a su capacidad para eliminar
especies reactivas de oxigeno, inhibir la propagacion de radicales libres y suprimir la
peroxidacion lipidica (Preston-Mason, 2019; Richard et al., 2008). En consecuencia, el
omega-3 puede ser utilizado como una estrategia nutricional que permitiria evitar
alteraciones funcionales por la mejora del sistema de defensa antioxidante de las células
(Chen et al., 2012; Guermouche et al., 2014; Yessoufou et al., 2006). Ademas, la
administracién de EPA aumenta varias enzimas antioxidantes enddgenas, a saber, la
superoxido dismutasa y la glutation peroxidasa, al mismo tiempo que disminuye los niveles
de malondialdehido (Saenz de Viteri et al., 2020).

1.3.2 Vitamina E

La vitamina E sirve como factor de fertilidad para las abejas, incluida la espermatogénesis
y la maduracion de los huevos (Kraus et al., 2019). En los seres humanos, la vitamina E
es esencial para el crecimiento y la supervivencia y es necesaria para la salud. Sin
embargo, el cuerpo humano no puede sintetizarlo y lo ingiere con los lipidos presentes en
los alimentos. Solo las plantas y los organismos fotosintéticos son capaces de sintetizarlo.
La vitamina E tiene un grupo de isémeros (a, B, y y &) con cuatro especies de tocoferoles
de cadena saturada y cuatro tocotrienoles con dobles enlaces en los carbonos (Etsuo et
al., 2019). De los ocho isémeros presentes de forma natural en los alimentos, solo el a-
tocoferol permanece en el plasma, lo que representa el 90 % de todos los tocoferoles

presentes en el organismo (CODEX, 2016; Lorenzo et al., 2008).
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Figura 1-3: Estructura quimica de los diferentes isémeros de la vitamina E.
La presencia de los grupos -CHs, o -H en el anillo cromano definen que estas sustancias

seana, B,y,00

Generalmente en el polen apicola el isbmero mas abundante es el a-tocoferol,

representando mas del 50% de los isbmeros presentes, seguido por y, & y B-tocoferol
(Conte et al., 2017; Sattler et al., 2015).

= Vitamina E en polen apicola

La vitamina E es esencial para para la salud humana, sin embargo, no puede ser

sintetizada y debe ingerirse unida a los lipidos presentes en alimentos (Etsuo et al., 2019)

como el polen apicola. En la jError! No se encuentra el origen de la referencia. se

presentan los contenidos de Vitamina E calculado como a-tocoferol de podlenes de

diferentes paises.

Tabla 1-3: Rangos de concentracion de la Vitamina E en el polen apicola de diferentes

origenes
Polen apicola Hug/g DM Ref.
Salazar Gonzalez et al.
4,74-95,90 ( :
Colombia 2020)
39,24 — 116,42 (Pulido et al., 2012)
4,7 -114 Sattler et al., 2015
Brasil 27,2-53,7 (De-Melo et al., 2016)
) (Pereira De Melo & De
16,27-43,00 Almeida-Muradian, 2010)
i 114,86-162,35 (Kanar & Mazi, 2019)
Turquia
163,52-340,72 (Alayunt et al., 2013)
Italia 4,73-7,95 (Conte et al., 2017)
Portugal 7,1-23,7 (Barbosa et al., 2006)
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Tailandia 62,1 (Chantarudee et al., 2012)

Generalmente, en el polen apicola, el isbmero mas abundante es el a-tocoferol, que
representa mas del 50 % de los isomeros, seguido del y, & y B-tocoferol (Conte et al., 2017;
Sattler et al., 2015). La Tabla 1-3 presenta los contenidos de vitamina E calculados como
a-tocoferol del polen apicola de diferentes paises. Segun la FDA, la cantidad diaria
recomendada de vitamina E es de 15 miligramos o 22,4 unidades internacionales (Ul) para
personas mayores de 14 afios (Etiquetado de alimentos: revision de las etiquetas de
informacion nutricional y de suplementos, 2016). En promedio, 25 g de polen apicola
colombiano aportan entre el 10 y el 19 % del requerimiento diario en una dieta de 2000
kilocalorias. De ahi que se considere una buena fuente de vitamina E. En otros paises,
como Turquia y Tailandia, también se pueden destacar los contenidos de vitamina E en el
polen, ya que son equiparables al porcentaje de ingesta diaria que aportan otras fuentes
como el aceite de soja, pistachos y tomate (7,13 + 0,67 %, 4,33 £ 0,20 %, 5,87 £ 0,13 %,
respectivamente) (Grilo et al., 2014; Stuetz et al., 2017).

= Capacidad antioxidante

Los vitameros de la vitamina E actuan de forma coordinada con otras moléculas y enzimas
para defender las células del ataque de los radicales libres y la peroxidacion lipidica (EFSA
& NDA, 2010; Lagouri, 2015; Sayago et al., 2007).

Los efectos antioxidantes de los isdmeros de la vitamina E dependen del numero de grupos
metilo en el anillo cromano. Por ejemplo, el a-tocoferol tiene tres grupos metilo, mientras
que el &-tocoferol tiene un grupo metilo en el anillo cromano. En general, se reconoce que
la fuerza de la actividad antioxidante es del orden de a > 3 >y > 0 entre los isémeros de la
vitamina E, y que el tocoferol es mas fuerte que el tocotrienol (Miyazawa et al., 2019). En
consecuencia, el a-tocoferol tiene la mayor bioactividad in vivo y es el Unico esencial para
los humanos (Raederstorff et al., 2015). Ademas, la vitamina E protege a las células de la
peroxidacion de los acidos grasos poliinsaturados (Lorenzo et al., 2008; Major et al., 2012;
Rezaieyazdi et al., 2018). En consecuencia, la deficiencia induce la peroxidacion lipidica
del higado y provoca trastornos neurolégicos y cardiovasculares que pueden revertirse con
suplementos dietéticos (Zal et al., 2012). La accion de la vitamina E depende en gran
medida de otras vitaminas como la C, B3 y minerales como el selenio. Todos los

compuestos presentes en el polen apicola, como los acidos grasos, la vitamina C y el 3-
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caroteno, interactuaran para mejorar la eficacia de los sistemas de defensa antioxidantes

en las células (Passerieux et al., 2015; Rizvi et al., 2014; Zal et al., 2012).

1.3.3 Esteroles

Los esteroles son una clase de lipidos importantes entre los esteroides. Estructuralmente
contienen un nucleo esteroide de cuatro anillos (tres de 6 carbonos y uno de 5 carbonos),
fusionados con una cadena lateral de hidrocarburos y un grupo alcohol en el primer anillo
6-C (Monreal & Schnitzer, 2013). Dependiendo de su origen los esteroles se clasifican en:
zoosterol (animal), micosteroles o ergosterol (fungico) y fitoesteroles (vegetal)
(Moldoveanu, 2019).

En las plantas los esteroles se presentan como mezclas de B-sitosterol, campesterol y
estigmasterol (Figura 1-4-4), los cuales constituyen aproximadamente el 98% de los

fitoesteroles consumidos (Nzekoue et al., 2020).

H
R
Cholesterol H
B-sitosterol C2oHs
Stigmasterol CoHs; A2
H Campesterol CHs
A5 -Avenasterol| CH-CHs
HO Brassicasterol CHs; A%

Figura 1-4: Estructura de los esteroles

Las abejas, como todos los insectos, no pueden biosintetizar esteroles y dependen
completamente de los recursos dietéticos para obtener esteroles. Los esteroles son
precursores de las hormonas de la muda de los insectos, actian como moléculas de
sefializacién para varios procesos de desarrollo y son fundamentales para mantener la
integridad estructural y funcional de las membranas celulares de los insectos (Chakrabarti
et al.,, 2020). El contenido de esteroles en el polen apicola es muy variable, y esa
variabilidad podria impulsar (al menos en parte) la seleccion floral de las abejas y sus
interacciones con las especies de plantas circundantes. Vanderplanck et al., (2020).

observaron que las especies de abejas especialistas se alimentan de plantas que
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proporcionan polen con algunos esteroles particulares, como el colesterol y el desmosterol,

que tienen una columna vertebral de 27 carbonos y son esteroles vegetales poco comunes.

= Esteroles en polen apicola

El contenido de fitoesteroles libres muestra un perfil variable entre las diferentes muestras
de polen. Sin embargo, se puede observar que el estigmasterol es generalmente el menos
abundante, mientras que el B-sitosterol y el campesterol estan presentes en mayores
proporciones. Ademas de estos esteroles, también se ha cuantificado colesterol,
desmosterol, colestenona, A’-stigmasterol, A’-avenasterol, A°-avenasterol, Lanosterol,
Isofucosterol B-amirina, 24-metilencolestanol, 25-deshidrositostanol, en muestras de

diferentes paises (Ferreira-Caliman et al., 2012; Vanderplanck et al., 2014).

Tabla 1-4: Contenido de fitoesteroles en polenes de diferentes paises

g/ 100g i ) } Total, mg/g
esterol B-sterol | Es-sterol C-sterol 24 MC base seca Fuente
China |231+14| 375+12 | 13,1+0,9 ] 0,5 (Xu et al., 2011)
Bélgica |3,0-51,2| 04-1.1 6,3 - 84,1 25-96+ | (Vanderplancketal.,
2014)
Brasil [522-531| 14-20 |11,0-150 - - (Ferreira-Caliman et al.,
2012)
) ) ) ) (Feldlaufer & Harrison,
USA [31,9-337 1,8 47-47 |7,0-81 2020)
Italia |27,7-51,5| 0,2-03 | 22-217 |7,5-127 ; (Conte et al., 2017)
Filipinas |118-27,3| 38-77 | 7.0-271 |64-388| 32-67 (Be"”a'Az'gg{)';'ta etal,
Portugal |4,9-357 | 41-49 |12,0-140 - 0,4-2,3 | (Barbosa et al., 2006)

B-sterol= B-sitosterol, Es-sterol= estigmasterol, C-sterol= campesterol, 24MC= 24-metilencolesterol

*muestra liofilizada

**En condiciones analiticas, el campesterol y el 24-metilencolesterol son casi imposibles de
separar; los resultados se agrupan.

Muchos esteroles se producen en las células vegetales, lo cual es caracteristico de cada
especie y puede utilizarse como huella quimica (Ostlund, 2002). Ademas de los
fitoesteroles comunes, se pueden encontrar cantidades considerables de colesterol 24-
metileno (24MC) en el polen apicola, que se considera el esterol mas critico para el
crecimiento y la longevidad de las abejas (Chakrabarti et al., 2020). El contenido de los
diferentes fitoesteroles libres muestra un perfil variable entre las distintas muestras de
polen apicola. Ademas de estos esteroles, también se han cuantificado colesterol,

desmosterol, colestenona, A7-estigmasterol, A7-avenasterol, A5-avenasterol, lanosterol,
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isofucosterol B-amirina, 24-metileno colesterol y 25-deshidrositostanol en muestras de
diferentes paises (Ferreira-Caliman et al., 2012; Vanderplanck et al., 2014) EI contenido
total de fitoesteroles del polen apicola en la Tabla 1-4 (5,89 + 5,43 mg/g de polen) es
comparable a los aceites vegetales como el aceite de colza y de maiz (8,94 + 2,38, 9,91 +
2,41 mg/g de aceite) (R. Yang et al. , 2019), las cuales han sido reportadas como una

excelente fuente natural (Belina-Aldemita et al., 2020).

= Actividad antioxidante

Los fitoesteroles tienen efectos beneficiosos para la salud como anticancerigenos,
inmunomoduladores, antiinflamatorios, antihipercolesterolémicos, antidiabéticos y
antioxidantes (Choi et al., 2003; Conforti et al., 2009; Luo, Su, & Zhang, 2015). En el polen
apicola, el B-sitosterol, el campesterol y el estigmasterol ejercen una funcion antioxidante
como secuestradores modestos de radicales libres, reducen la peroxidacion lipidica
inducida por los radicales peroxilo y han demostrado la capacidad de suprimir la oxidacion
y el consumo de o-tocoferol en las membranas liposomales y fisicamente como
estabilizadores de membrana (Yoshida & Niki, 2003).

Estructuralmente, el colesterol se parece al B-sitosterol, que se ha demostrado que inhibe
la absorcion intestinal de colesterol y eleva los antioxidantes, tanto enzimaticos como no
enzimaticos, lo que lo convierte en un eficaz agente hipolipidémico, neuroprotector y
quimiopreventivo antidiabético (Babu & Jayaraman, 2020), el B-sistosterol es uno de los
esteroles mas abundantes en el polen apicola, tiene un efecto que mejora la actividad de
las enzimas antioxidantes que previenen el estrés oxidativo inducido por dietas ricas en
grasas (Saravanan et al., 2020) y tiene efectos preventivos sobre el desarrollo de
enfermedades debido a la capacidad de revertir el deterioro en glutatién/glutation oxidado
en ratas, lo que planteé que el fitosterol podria ser un posible eliminador de ROS (Conforti
et al., 2009; Babu & Jayaraman, 2020).

El tratamiento con B-sitosterol aumenté significativamente el antioxidante pancreatico, lo
que mejora las complicaciones diabéticas y previene el desarrollo de diabetes (Babu &
Jayaraman, 2020). Los efectos antioxidantes de los fitoesteroles pueden deberse en parte

a sus propiedades antiinflamatorias (Valerio & Awad, 2011).
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1.3.4 Carotenoides

Los carotenoides son tetra terpenos, moléculas formadas por ocho unidades de isopreno
(Figura 1-55 a.), que se clasifican en carotenos y xantofilas dependiendo de la presencia
0 ausencia de oxigeno en su molécula (Meléndez-Martinez et al., 2019). Los carotenos,
solo contienen carbono e hidrégeno mientras que las xantofilas, contienen oxigeno en

forma de grupos sustituyentes (Otles, 2011).

b.
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Figura 1-5: Estructura de diferentes carotenoides.

a. unidad de isopreno b. esqueleto hidrocarbonado con 9 dobles enlaces conjugados y los
carotenoides mas comunes encontrados en la sangre humana c. B-caroteno, d. a-caroteno, e. 8-
criptoxantina, f. zeaxantina, g. licopeno. y h. luteina.

El esqueleto hidrocarbonado cuenta con dobles enlaces conjugados (c.d.b.) que pueden
variar entre 3-13, el cual constituye el croméforo que absorbe la luz y les da a los
carotenoides su color atractivo (amarillos a rojos). Son necesarios al menos 7 c.d.b para

que los carotenoides presenten coloracién (Kaczor et al., 2016).
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=  Provitamina A

La provitamina A, se refiere a los carotenoides que contienen uno o dos anillos de B-ionona
al final de su estructura (Nagarajan et al., 2017). El B-caroteno es el Unico carotenoide con
un 100% de actividad provitamina A, otros con menor capacidad son: a-caroteno (50-54%),
B-Zeacaroteno (20-40%), y-caroteno (50-52%), B-criptoxantina (50-60%) y PBapo-8'-
carotenal (72%) (Carranco et al., 2011), son los principales precursores en la biosintesis
de la vitamina A (retinol) y su derivado &cido retinoico (Zhu, 2019) (Figura 1-6jError! No

se encuentra el origen de la referencia.).

Figura 1-6: estructura quimica de a. Retinol y b. acido retinoico

= Carotenoides en el polen apicola

En el polen apicola se puede encontrar una composicion variada de carotenoides como:
o—caroteno, B-caroteno, luteina, B-criptoxantina, zeaxantina, astaxantina, isocriptoxantina,
isozeaxantina, lactucaxantina, neurosporeno, licopeno, violaxantina, y—caroteno, &—
caroteno, e—caroteno (Abd-Alla & Salem, 2020), neoxantina, anteraxantina (Conte et al.,
2017). Que varian de concentracién acorde con el origen, en muestras colombianas, la

zeaxantina se ha reportado como el carotenoide primario (Gardana et al., 2018).

Actualmente, no existe una cantidad diaria recomendada (RDA) de carotenoides. Sin
embargo, la Sociedad de Nutricién de China dio recomendaciones para una ingesta diaria
de 2 mg de zeaxantina (Eggersdorfer & Wyss, 2018). Ademas, la FDA sugirié un valor
diario de vitamina A de 900 ug de equivalentes de actividad de retinol (RAE) para adultos
y 1 ug de RAE = 12 ug de B-caroteno para nifios mayores de 4 afios. De acuerdo con esta
informacion y contrastandola con los contenidos reportados en la Tabla 5, una porcion
diaria de 25 g de polen apicola colombiano y egipcio podria suplir las necesidades de
zeaxantina (Abd-Alla & Salem, 2020; Gardana et al., 2018). En cambio, el polen apicola
de otros paises solo aporta entre el 7,84 y el 57,37% de la ingesta diaria recomendada. En
cuanto a la provitamina A, se necesitan los contenidos de todos los carotenoides de

provitamina para estimar la contribucion real. Si solo se considera el contenido de [3-
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caroteno, la contribucion estaria subestimada. En el caso de Colombia, este valor seria

solo el 0,5% de la ingesta diaria.

Tabla 1-5: Contenido de carotenoides totales en pdlenes de diferentes paises

Polen apicola Mg B-c/g DM Mg Zea/g DM Fuente
- 207,0 - 221,0 (Gardana et al., 2018)
Colombia 07-36 12.9 - 256.5 (Salazar gggé?lez etal.,
ltalia 1,6-9,6 3,2-11,5 (Conte et al., 2017)
- 21,3-24,7 (Gardana et al., 2018)
Espana - 51,3 -56,9 (Gardana et al., 2018)
Egipto 60,9 - 152,9 48,8 - 312,4 (Abd Alla & Salem, 2020)
Turquia 8,4+0,2 7,0£01 (Sahin & Karkar, 2019)
Romania 0,2-17,2 - (Margaoan et al., 2014)
17,7+13 - (Sattler et al., 2015)
Brasil 31-779 ) (Pereira De Melo & De
’ ’ Almeida-Muradian, 2010)
Tailandia 15,30 i (Cha”tggfg)e etal,
Chile 2,8-50,2 - (Velasquez et al., 2017)
Portugal 6,4 - 84,8 - (Estevinho et al., 2018)
Eslovaquia 2613+ 1,4% ; (Fatrcog’l"f",'%ﬁrg)ko"é et

-c= B-caroteno, DM=Materia seca, Zea= zeaxantina

*carotenoides totales expresados como 3-caroteno

= Actividad antioxidante

La actividad antioxidante de los carotenoides se debe a su capacidad para capturar
radicales libres, extinguir especies activas de oxigeno, neutralizar especies reactivas de
oxigeno (ROS) y reducir el estrés oxidativo en el cuerpo (Bouayed & Boh, 2012; Maestro-
Duran & Borja-Padilla, 1993; Nagarajan et al., 2017).

La astaxantina es el principal eliminador de radicales libres que se encuentra en el polen
apicola (Abd-Alla & Salem, 2020). Su beneficio se debe a su distribucion dentro de la
membrana celular, lo que le otorga una actividad antioxidante aproximadamente diez
veces mayor que otros carotenoides presentes como la zeaxantina, la luteina, la

cantaxantina y el B-caroteno (Kaczor et al., 2016; Li et al.,2015).
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Se ha demostrado que la zeaxantina reduce la oxidacion de proteinas, la peroxidacion de
lipidos y el dafio del ADN (Gao et al., 2011), lo que, a su vez, ha permitido mostrar efectos
beneficiosos para la salud, como la disminucién del riesgo de cataratas (Chous et al., 2016)
y degeneracion macular relacionada con la edad, la luz y la radiacion (Sahin et al., 2019),
asi como la prevencion, tratamiento y mejora de la diabetes y sus complicaciones
(Roohbakhsh et al., 2017).

El B-caroteno es un inhibidor eficaz del oxigeno singlete y de los radicales peroxilo, protege
las membranas celulares y las lipoproteinas del dafio oxidativo y tiene un efecto sinérgico
con otros antioxidantes como la vitamina C y E, lo que le ha permitido mostrar efectos
beneficiosos como la disminucién del riesgo de aterosclerosis e incidencia de enfermedad
cardiovascular (ECV) (Buijsse et al., 2008; Nishino et al., 2017).
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2.Caracterizacion fisicoquimica del polen
apicola de Cundinamarca

En este capitulo se realizara una descripcién de las zonas de muestreo, asi como las
etapas de acondicionamiento de las muestras de polen apicola necesarias para asegurar
su inocuidad y calidad, dichas etapas fueron: ciclonado, secado, tamizado y envasado al
vacio. Adicionalmente, se describen las metodologias del analisis palinolégico y las
caracteristicas fisicoquimicas realizadas a las muestras de polen apicola. Las propiedades
medidas fueron: el contenido de humedad, la actividad de agua, el contenido de proteinas,
grasa, fibra dietaria, cenizas, contenido de carotenoides totales, fenoles totales, perfil de
acidos grasos y vitamina E. La actividad bioldgica se midié en los extractos etanodlicos
mediante la actividad antioxidante (TEAC y FRAP).

2.1 Materiales y métodos

2.1.1 Muestras de polen apicola

Se evaluaron muestras de polen apicola proveniente de tres zonas de Cundinamarca:
Nororiente, Occidente y Suroriente (Tabla 2- 1, Figura 2- 1) en dos épocas del afio: durante
la temporada seca comprendida entre los meses de diciembre y marzo del 2020 y durante
la temporada de lluvia comprendida entre los meses de agosto y noviembre del 2020. De
esta manera se obtuvo un total de 6 muestras de polen apicola, las cuales se tomaron en

los apiarios cuyas condiciones ambientales se muestran en la Figura 2-2.
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Tabla 2- 1: Muestras de polen apicola

Muestras Nororiente Occidente Suroriente
Latitud 4°40'39" norte | Latitud 4°39'44" norte .
. - . N Latitud 4°27'2" norte
Coordenadas Longitud 73°58'19 Longitud 74°13'28 Longitud 74°7'43" oeste

oeste

oeste

Localizacion

Municipio: Guatavita

Municipio: Mosquera,
Vereda: San José

Ciudad: Bogota
Localidad: Usme vereda:

del Apiario Vereda: El salitre Olarte
Minima: 11 °C Minima: 4,6°C Minima: 6°C
Temperatura Maxima: 18 °C Maxima: 19,7°C Maxima: 15°C
Promedio: 14 °C Promedio: 13,2°C Promedio: 12°C
Minima: 2680 m.s.n.m . .
. Promedio: 2516 Minima: 2.650 m.s.n.m.
Altura Maxima: 3.400 m.s.n.m. Maxima: 3.750 m.s.n.m.
m.s.n.m.
Pluviosidad 731.7 mm al afo 631 mm por afio 1216 mm por afio

Referencias

(Alcaldia Municipal de
Nororiente, 2017;
Barrios & Andrés,

2015).

(CAR, 2019; Alcaldia
Municipal de
Occidente, 2021).

(Alcaldia Mayor de Bogota
D.C., 2017).

Vda San José

Zipaquird

Vd‘:ﬂ el Salitre

0

Bogota
N

Madrid

Parque
Nacional

atur
in

@ vda. Olarte

Figura 2- 1: Distribucion geografica de los apiarios muestreados
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= Acondicionamiento y almacenamiento de las muestras de polen apicola

Las muestras fueron limpiadas, eliminando impurezas como: restos vegetales e insectos,
esta operacion se hizo mediante el uso de un ciclon. Las impurezas fueron removidas con
el uso de una corriente de aire aspirante, con velocidades que pueden variar entre 15 a 27
m/s, este proceso se realizé en pequefios lotes y se repitiod tres veces en cada uno para

asegurar las mejores condiciones de limpieza del producto.

Posteriormente las muestras fueron procesadas de acuerdo con la metodologia propuesta
por Salazar-Gonzalez et al., (2018) de secado y separacion para el polen apicola. Las
muestras se secaron a 60°C por 4 horas. Posteriormente, el polen se separé de acuerdo
con su granulometria con tamices estandar Tyler mediante agitacion mecanica en una
zaranda, para esto se usaron los tamices N° 8, N° 10, N° 12, N° 16, N° 18 y N° 20, con
tamanos de apertura de 2,38; 2,00; 1,68; 1,19; 1,00; 0,84 mm, respectivamente (Figura 2-
2).

Figura 2- 2: Tamices usados para la separacion del polen apicola

Finalmente, el polen se almacend en bolsas con empaque al vacio que ofrecen una barrera

contra gases, humedad e insectos a temperatura ambiente (20 + 5°C).
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2.1.2 Actividad de agua

La actividad de agua fue medida instrumentalmente, utilizando un medidor de la actividad
de agua (Hygrolab C1-Rotronic) y expresada de manera adimensional. EI método fue
basado el A.O.A.C. 32.004-32.009. Las muestras (aproximadamente 1 g de polen) se
colocaron en capsulas de medicion que posteriormente se introdujeron dentro de la sonda

de medicion de actividad de agua.

2.1.3 Analisis palinolégico

Para conocer el origen botanico de las muestras de polen apicola se llevé a cabo su estudio
melisopalinoldgico. Las muestras de polen apicola fueron procesadas mediante la técnica
de acetolisis de Erdtman (1969) con adaptaciones segun Fonnegra (1989). El polen se
homogenizé y macer6 suavemente, se pesaron 100 mg en un tubo falcon, se le adiciono
acido aceético glacial hasta completar 5 mL, se agité y se dejo reposar durante 36 horas,
pasado este tiempo, la muestra se agité nuevamente con voértex y centrifugd. Se tomé una
submuestra y se deposité en un tubo Eppendorf de 2,5 mL, se le adicion6 1 mL al vial, se
llevd a bafo Maria (90°C) durante 15 minutos. Se centrifugé inmediatamente, con la
muestra aun caliente, se descartd el sobrenadante y se adicion6 agua destilada hasta
llegar a la marca de 2,5 mL. Se agité con vértex y se centrifugé a 1000 rpm durante 3
minutos. Se adicionaron 10-15 gotas de glicerina. Los viales se mantuvieron destapados
durante 24 horas (esto con el fin de permitir la evaporacion del agua restante). Se montaron
laminas permanentes: alicuota de 10 pl con gelatina glicerinada selladas con parafina. La
muestra correctamente sellada fue etiquetada y observada al microscopio. Cada muestra
montada en lamina se observd en 400 aumentos. Los palinomorfos observados se
fotografiaron. En cada lamina se realizaron conteos de 30 campos, hasta que no se
encontraron nuevos tipos por ldmina o hasta alcanzar una abundancia total de al menos
300 granos de polen. Esta técnica la realizé la empresa Blue Note Data Analysis SAS,

especialista en analisis palinolégico de muestras de productos apicolas.

2.1.1 Carotenoides totales

El contenido de carotenoides totales (CT) del polen seco y pulverizado, se determino

siguiendo la metodologia descrita por Salazar et al., (2013). Se pesaron 50 mg de polen
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en un tubo falcon de 50 mL. Se agregaron 3 mL de acetona (99,5%, Panreac, Alemania),
se homogenizé mediante agitacion en un vortex durante 1 min y se centrifugé a 10000 rpm
durante 5 min, se recuperé el sobrenadante filtrandolo a través de un filtro de papel
Whatman N° 4 y se transfirié cuantitativamente a un matraz aforado de 25 mL. Se repitié
este procedimiento hasta la desaparicion de color en el solvente. En seguida, se llevé a
volumen el matraz con acetona y se midié la absorbancia a 450 nm, usando acetona como
blanco en un espectrofotometro JASCO Modelo V-730 UV / VIS, con el software Spectra
Manager (Jasco, ltalia) en una celda de cuarzo de 1 cm. Se preparé una curva de
calibracion usando B-caroteno estandar 297 % (UV) (Sigma Aldrich, USA) en un rango de
concentracion desde 0,50 hasta 4,50 ug mL™, obteniéndose la siguiente ecuacion de la

curva de calibracion:
y = 0,1887x + 0,0105, R? = 0,9906 Ecuacion 2-1

Donde:
y: absorbancia (adimensional, unidades de absorbancia)

X: es concentracion (ug B-caroteno mL™").

Los CT se calcularon en miligramos equivalentes de B-caroteno por kilogramo de polen
seco, tal como se muestra a continuacioén:
ug B — caroteno volumen extracto (mL)

CT (ug Bcaroteno /g polen) = * * FD  Ecuacion 2-2

mL masa muestra (g)

Donde,

Volumen extracto: 25 mL
Masa muestra: masa en gramos

FD: Factor de dilucion (si lo hay)

2.1.2 Capacidad antioxidante y fenoles totales

Se utilizaron metodologias espectrofotométricas para la determinacion de la actividad
antioxidante (FRAP y TEAC) y fenoles totales de los extractos etandlicos de las muestras,

de acuerdo con las siguientes metodologias:
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* Preparacion de extractos etandlicos

Para la determinacion de la actividad antioxidante por FRAP y TEAC se prepararon
extractos etandlicos de las muestras de polen apicola. El extracto etanolico se realizd
mezclando 1g de polen previamente molido en un matraz con 100 mL de etanol al 96 %
en un vaso de precipitado, se dejo en oscuridad durante 24 horas, se filtré y almaceno en

un frasco ambar a -20°C hasta los proximos analisis.

= Actividad antioxidante por FRAP

Para la determinacion de la actividad antioxidante por FRAP se mezclaron 450 yL de la
solucién FRAP (una mezcla de buffer acetato y acido acético pH 3.6, TPTZ y FeCls 20mM),
735 pL de agua destilada y 20 uL de extracto, en ese orden respetivamente. Esta solucion
se agito y se mantuvo en oscuridad durante 30 min. La absorbancia fue medida a 593 nm
con un espectrofotometro JASCO Modelo V-730 UV / VIS, con el software Spectra

Manager (Jasco, Italia).

La curva de calibracién se elabora preparando soluciones de concentracion de 0.25, 0.50,
0.75 y 1.00 mM de Trolox en etanol al 96% y relacionandolas con las absorbancias
medidas siguiendo el procedimiento explicado inicialmente. Con la absorbancia medida de
cada uno de los extractos evaluados se determina la concentracion de Trolox (mM)

interpolandolas en la ecuacién de la curva de calibracion:
y = 0,7296x + 0,0042, R? = 0,9985 Ecuacion 2-3

Donde:
y: absorbancia (adimensional, unidades de absorbancia)

Xx: es concentracion (Trolox (mM)).

Para expresar el resultado de las concentraciones como mmol de Trolox/g muestra se usa

la siguiente ecuacion:

milimoles Trolox 1L volumen del extracto (mL)
_—— = mM %

* FD Ecuacion 2- 4
gramo de polen 1000 mL peso polen (g)
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»= Actividad antioxidante por TEAC

Para la determinacion de la actividad antioxidante por TEAC se calcul6 la diferencia de la
absorbancia inicial de la solucién de trabajo del radical ABTS™ y después de 6 minutos de
reaccion con la muestra. Después de leer la absorbancia de 1mL de la solucién de trabajo
del radical ABTS™ (mezcla de la sal de diamonio ABTS con 6.63mg de solucién de
persulfato de potasio, diluida en etanol al 96% hasta obtener una absorbancia de 0,7 nm
aproximadamente) se adicionaron 10 pyL de la muestra a evaluar, se agito y se mantuvo
protegido de la luz por 6 minutos, después de los cuales se mide nuevamente la
absorbancia. Las mediciones se realizaron a una longitud de onda de 734 nm en un
espectrofotometro JASCO Modelo V-730 UV / VIS, con el software Spectra Manager

(Jasco, ltalia).

La curva de calibracion se elabora midiendo la diferencia de absorbancia de la misma
manera que se explico con anterioridad a soluciones con concentraciones conocidas de
0.2,0.5,1.0,1.5y 2.0mM de Trolox y graficando en el eje Y la diferencia de las absorbancias

y en el eje X las concentraciones.
y = 0,3667x — 0,0099, R? =0,9971 Ecuacion 2-5

Donde:
y:
X:
La diferencia de las absorbancias se interpolo en la ecuacion obtenida de la curva de

calibracién anterior. El valor de la concentracion de la actividad antioxidante se expreso

1L
1000 mL

como mM de Trolox (milimoles Troloxgramo  depolenll = mM x

volumen del extracto (mL)
peso polen (g)

* FD).

= Contenido de fenoles totales

Para la determinacion de Fenoles Totales se mezclaron 1.5 mL de muestra, 500 yL
solucion Folin-Ciocalteu y 2 mL de carbonato de sodio (10 %) en un balén aforado de
50mL, se agito, se llevo a volumen con agua desionizada y se almaceno en la oscuridad
por 2 horas. A la mezcla se le midio la absorbancia a 765 nm en un espectrofotometro
JASCO Modelo V-730 UV / VIS, con el software Spectra Manager (Jasco, Italia).
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La curva de calibracién se elaboré preparando soluciones de &acido galico con
concentraciones conocidas de 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1.0 mg/mL. En el eje Y de la curva de

calibracion se grafica la absorbancia y en el eje X la concentracion de acido galico (mg/mL).

y = 0,7083x + 0,085, R? = 0,9953 Ecuacion 2 — 6

Donde:
y: absorbancia (adimensional, unidades de absorbancia)

x: concentracion (mg Ac. Galico/mL).

Las absorbancias obtenidas de las muestras se interpolan en la ecuacion de la recta de
calibracion del reactivo Folin-Ciocalteu para obtener el valor de la concentracion de fenoles
totales como mg de acido galico/mL. Para expresar el resultado como mg acido galico/g

de polen se usa la siguiente ecuacion:

mg Ac. galico mg Ac. galico volumen del extracto (mL . .
g2 9 S mb) . FD  Ecuacion 2-7

gramo de polen mL peso polen (g)

2.1.3 Analisis proximal

El analisis proximal comprende la determinacion de los porcentajes de humedad, grasa,
fibra, cenizas, carbohidratos solubles y proteina en los alimentos. Con estos resultados se

podra calificar su valor nutricional como una primera aproximacion (Figura 2- 3).

Alimento

[
v v

Humedad Materia seca

[
v v

Materia inorganica
(cenizas)

Materia organica

Grasa bruta

A

Proteina bruta

Extracto libre de
nitrégeno

Fibra bruta

Figura 2- 3: Composicion proximal de los alimentos
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= Determinacion de humedad

La determinacion de la cantidad de agua presente en el polen apicola se llevo a cabo por
gravimetria, se pesé 5 g de muestra en una capsula previamente tarada. La muestra se
llevd a la estufa a 70 °C, siguiendo el método oficial 934.06 propuesto por la A.O.A.C.
(1996). El contenido de humedad se expres6 como gramos de agua por gramos de materia

seca.

= Determinacion de cenizas y minerales

La determinacion de cenizas es referida como el analisis de residuos inorganicos que
quedan después de la ignicion u oxidacion completa de la materia organica de un alimento.
La cantidad de cenizas se determiné gravimétricamente por calcinacion a unos 550 °C en
un horno, siguiendo el método oficial de la A.O.A.C. 900.02 (1995).

Las cenizas se disolvieron en acido nitrico diluido y los minerales: Calcio, Potasio, Sodio,
Hierro y Zinc, se determinaron mediante espectrofotometria de absorcién atdomica (EAA)
segun lo descrito por el método oficial AOAC 985.35 (2005).

* Determinacion de grasa

Para la determinacién de la grasa en las muestras de polen seco se peso 2 g de la muestra
y se coloco en un dedal de celulosa. Se adicioné 150 mL de hexano, se monto el equipo
de Soxhlet, conectando el sifén al baldn y al condensador. Se aplicé calentamiento sobre
los 60 °C para favorecer el reflujo, manteniéndose el sistema por 5 horas. Se empleo el
método oficial 920.177 de la A.O.A.C (2005).

» Determinacion de contenido de proteina (N total)

La proteina se determiné por el método Kjeldahl segun el método oficial 920.176 de la
A.O.A.C. (2005), la cual consiste en tres etapas. Inicialmente, se realizé6 una digestion
acida que permite mineralizar toda la materia organica existente en el polen apicola.
Posteriormente, se realizé una destilacion, en donde el nitrégeno mineralizado; en pH acido
como sulfato de amonio, se desplaza como amoniaco por el proceso de adicion de
hidroxido de sodio concentrado mas calentamiento, posteriormente destilado en forma de

vapor y recolectado en una solucion acida. Finalmente, se realiza la titulacion del amoniaco
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destilado “titulado” con una solucién patron de acido sulfurico. Se utilizo un factor de

correccion de 6,25.

= Determinacion de fibra dietaria total

La determinacién de la fibra dietaria total se realiz6 con un método enzimatico-
gravimétrico, donde los extractos secos y desengrasados se someten a digestion
enzimatica por parte de a-amilasa, proteasa y amiloglucosidasa con el fin de remover el
almidén y proteina presente en las muestras. Después de la digestion se filtra y se
determina siguiendo el método oficial 985.29 de la A.O.A.C (1988).

2.1.4 Perfil de acidos grasos

El perfil de acidos grasos se determiné por cromatografia de gases. Para esto se realizaron
extractos de polen apicola con éter de petréleo al vacio a temperatura de 40°C. Se pesaron
0,10 g, previamente se eliminaron los excesos de solvente por medio de corriente de
nitrogeno, posteriormente se sometido a derivatizacion con metoxido de sodio y calentado
en bafio maria (45 °C) entre 20 y 30 minutos hasta que se obtuvo una sola fase. Los ésteres
metilicos de acidos son diluidos con hexano, posteriormente se les adicionan 5 mL de una
solucion saturada de NaCl y se agita en vortex, permitiendo la separacion de las fases; la
fase superior se hace pasar por un filtro de sulfato de sodio anhidro y deposita en un nuevo
vial, se realiza un nuevo lavado con hexano, se separan nuevamente las fases y se reune
con la fraccion organica. Finalmente se realiza una dilucion 1:4 para inyectar en el
cromatoégrafo. La identificacion de los acidos grasos se realizd por comparacion de los

tiempos de retencién con patrones.

2.1.5 Contenido de vitamina E

Se pesaron aproximadamente, 0,03 g de muestra en un tubo falcén de 50 mL. Se
anadieron 10 pl de etanol al 96% y 0,7 mL de KOH al 50 %. Se mezclé bien y se procedio
a la incubacion de las muestras a 80 °C en agitacion durante 20 minutos. A continuacion,
se dejaron enfriar las muestras y la vitamina E se extrajo con hexano tras la agitacion en
vortex y centrifugacion durante 10 minutos a 45000 rpm. El hexano se evaporé en un rota-
evaporador a temperatura maxima de 40 °C y finalmente la muestra se diluyé en 200 ul de

isopropanol antes de ser inyectada en el cromatografo.
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Para el analisis cromatografico la muestra se inyecté en un cromatégrafo liquido marca
Jasco, (Tokyo, Japén) equipado con una bomba cuaternaria y una columna Betasil C+s
(250 x 4.6 mm, 5 ym). La fase mévil empleada fue metanol: acetonitrilo (60:40) a un flujo
de 0,7 ml/min. La deteccion de a-tocoferol se realizé mediante un detector de fluorescencia.
La identificacion se realizd por comparacion de los tiempos de retencidon con el
correspondiente patrén. La cuantificacion se realizd a partir de una cantidad conocida de

patron externo y se expreso en forma de ug/g de muestra.

2.2 Analisis estadistico

las diferencias estadisticas entre las caracteristicas finales de las muestras de polen
apicola provenientes de diferentes regiones y épocas se evaluaron mediante un analisis
estadistico de varianza (ANOVA) y una prueba de comparaciéon de medias (Tukey), con un
nivel de significancia de 0.05 (95 % de confianza). Estas pruebas se realizaron mediante

el uso del paquete estadistico Real Statistics para Excel.

2.3 Resultados y discusion

2.3.1 Muestras de polen apicola
El procesamiento de las muestras se resume en la
Figura 2- 4, después de ciclonadas las muestras para eliminar las impurezas, se secaron

en un horno a una temperatura de 60 °C hasta peso constante, se tamizo y almaceno al

vacio.

Figura 2- 4: Ciclonado, secado, tamizado y almacenamiento de polen apicola
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Una manera rapida para determinar si las muestras de polen contaban con las condiciones
adecuadas para detener el secado y el almacenamiento fue medir la actividad de agua
antes y después del secado (Figura 2- 5). En el caso de las muestras de la época de lluvia
se considerd que debido a su actividad de agua (confirmado posteriormente con la

medicién del contenido de agua) que no era necesario el proceso de secado.

El control de la actividad de agua es decisivo para asegurar la vida util del polen apicola,
este parametro es un estimativo del agua que se encuentra disponible para el crecimiento
microbiano, Campos et al., (2008) establece que este parametro debe ser inferior a 0,6
para evitar el desarrollo y el posible avance de procesos fermentativos en el polen apicola.
Por tal motivo, se establecié que las muestras con actividad de agua de 0,6 + 0,1 debian
ser sometidas a un proceso de secado para garantizar su inocuidad durante el
almacenamiento. Las muestras que fueron empacadas al vacio tenian una actividad de

agua que varia entre 0,16 a 0,45.

Actividad de agua de las muestras de polen

apicola
0,7
0,6 a,b
b, c
0,5 c
I
d o
0,4 = u Inicial época seca
2 e
< | Final época seca
03 I p
f f Final época lluvia
0,2 g
0,1
0
Nororiente Occidente Suroriente

Figura 2- 5: Actividad del agua de las muestras secas de cada zona de la época seca.
Letras iguales representa que no hay diferencia significativa en el promedio (p < 0.05) de acuerdo
con la prueba de Tukey entre las diferentes zonas o épocas.

Las muestras fueron conservadas a temperatura ambiente (20 + 5 °C) hasta su
procesamiento. Antes de los analisis, el polen se homogenizo en un molino hasta un

tamafio de particula menor a 1mm (Tabla 2- 2).



36 Evaluacion del polen apicola producido en Cundinamarca como fuente de

componentes liposolubles de interés nutricional y antioxidante

Tabla 2- 2 Muestras de polen apicola homogenizado

Redion Epoca seca Epoca de lluvia
g (diciembre-marzo) (agosto-noviembre)
Nororiente
Occidente
Suroriente

2.3.2 Analisis palinolégico

El analisis palinolégico permite vincular el polen apicola con las especies botanicas
visitadas por las abejas. La identificacion de los palinomorfos se hizo con base en la
coleccion de referencia de Blue Note Data Analysis SAS y se consultaron los catalogos de
polen de Roubik &amp; Moreno (1991), Palacios et al. (1991), Colinvaux et al. (1999),

Velasquez (1999), Bogota (2002), Giraldo et al. (2011) y Montoya-P et al. (2014).

Los tipos polinicos presentes se muestran en la Tabla 2- 3 y en la Figura 2- 6.
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Tabla 2- 3: Abundancia y riqueza de los tipos polinicos presentes en las muestras de
polen seco

Epoca/ Tipo / Localidad

Sequia Lluvia Sequia Lluvia Sequia Lluvia |No.de
Familia Especie muest
Polen Polen Polen Polen Polen Polen ras
Nororiente | Nororiente | Occidente | Occidente | Suroriente | Suroriente
Actinidaceae Saurauia cf. scabra 4(1,1) 2(0,6) 2
Adoxaceae Viburnum triphyllum 2(0,6) 11 (3,1) 13 (3,4) 14 (4) 23 (4,4) 42 (12,7) 6
Arecaceae Arecaceae sp 1 11 (2,9) 4(1,1) 2
Asteraceae | Austroeupatorium 5(1.4) 2(0,6) 9(2,7) 3
inulifolium
Asteraceae Baccharis trinervis 7(1,9) 5(1,5) 2
Asteraceae Sonchus oleraceus 4(1,1) 7(1,9) 2
Asteraceae Taraxacum officinale 59 (16,3) 38 (10,7) 8(2,1) 15 (4,3) 14 (2,7) 47 (14,2) 6
Asteraceae Tithonia diversifolia 2(0,6) 5(1,4) 2
Asteraceae Asteraceae sp 1 5(1,4) 4(1,1) 2
Brassicaceae Brassica sp 103 (28,4) | 235(66,2) | 162 (42,9) | 198 (56,3) | 281 (54,1) | 155 (46,7) 6
Chloranthaceae Hedyosmum 4(1,1) 1
racemosum
Ericaceae Ericaceae sp 1 2(0,4) 1
Euphorbiaceae Croton sp 1(0,3) 1
Euphorbiaceae %‘Iﬁg/"ogf);;”'(;f 3(0,8) 1
Fabaceae (F) Trifolium pratense 68 (18,7) 7(2) 9(2,4) 5(1,4) 3(0,6) 14 (4,2) 6
Fabaceae (F) Trifolium repens 43 (11,8) 13 (3,7) 2(0,6) 7(1,3) 12 (3,6) 5
Fabaceae (M) | Acacia cf. decurrens 7(1,9) 2(0,6) 2
Gentianaceae Couto b-(la—;p/%eianira 5(1,4) 1
Juglandaceae | Junglans neotropica 4(1,1) 1
Malvaceae Abutilon sp 4(1,1) 2(0,6) 2
Malvaceae Tipo Malachra 2(0,6) 1
Melastomatace Miconia sp 2(0,6) 39 (7,5) 2
Myrtaceae Eucalyptus globulus 20 (5,5) 4(1,1) 139 (36,8) | 104 (29,5) 52 (10) 13 (3,9) 6
Passifloraceae Passiflora mixta 2(0,6) 4(0,8) 2
Poaceae Holcus lanatus 2(0,4) 1
Poaceae Zea mays 3(0,8) 2(0,6) 2
- Indeterminado 2 21(5,9) 7(1,9) 13 (2,5) 5(1,5) 4
- Indeterminado 3 41 (11,3) 2(0,5) 79 (15,2) 28 (8,4) 4
- Indeterminado 4 2(0,5) 1
Abundancia 363 (100) 355 (100) 378 (100) 352 (100) 519 (100) | 332 (100) 87
Riqueza 14 14 15 11 12 1
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Abutilon sp
Juglans neotropica (Malvaceae)
(Juglandaceae)
Figura 2- 6: Vista microscopica de los tipos polinicos presentes en polen de
Cundinamarca

Zea mays
(Poaceae)

(Gentianaceae)

Se puede observar que las 6 muestras de polen estudiadas son poliflorales, en ellas se
identificaron 26 tipos polinicos pertenecientes a 15 familias botanicas (Tabla 2- 3), de las
cuales Asteraceae y Fabaceae fueron las familias mejor representadas con siete y tres
tipos polinicos, respectivamente. De los 26 tipos polinicos identificados, se destaca por su
alta frecuencia de aparicion Brassica sp, tipo Brassicaceae, el cual represento dentro de
la riqueza de los polenes el 28,4; 66,2; 42,9;56,3; 46,7 y 54,1% en Nororiente en época de
sequia y de lluvia, en Occidente en época seca y de lluvia y en Suroriente en época de
lluvia y sequia, respectivamente. En los analisis se presentaron diferencias en las
abundancias y riquezas entre las zonas y no se presento una tendencia en la riqueza de
las épocas analizadas. La mayor riqueza se presenté en Occidente en la época de sequia
con 15 tipos polinicos, en esta region se presento la mayor diferencia en la riqueza entre

las épocas ya que durante la época de lluvia se presentd una disminucion de 4 tipos.

Las abejas explotan eficientemente unos pocos recursos y recogen pocas cantidades de
polen de muchos otros, lo cual les permite conocer la oferta de polen que esta disponible
en su entorno o porque tienen una preferencia inherente por el polen multifloral. Las
especies de la familia Brassicaceae han sido reportadas como recursos poliniferos
importantes de Apis mellifera. En otros trabajos realizados en la region altoandina, y en
regiones frias o estacionales como Chile, Portugal, Escocia y Turquia las familias
Asteraceae, Fabaceae, Myrtaceae y Rosaceae también se encuentran dentro del grupo de
familias mas visitadas por A. mellifera (Chamorro et al., 2017; Layek et al., 2020; Montoya,
2011).

La variedad de especies botanicas presentes en las muestras fue menor en la época de
lluvias, mientras que durante la época seca aumentd. En otros trabajos se ha verificado

que la variedad de especies en las muestras de polen apicola aumenta durante las épocas
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de escasez de recursos, ya que las abejas deben visitar un mayor nimero de especies; en
épocas de abundancia, por el contrario, las abejas se concentran en visitar pocas especies
(Mattos et al., 2018; Vit et al., 2018). En este trabajo se pudo observar que durante la época
de lluvia existe una menor oferta de recursos. Por lo que podriamos considerar que la

época de sequia es una época de escasez de alimentos en el campo.

El examen microscopico mostré diferencias notables entre las muestras de polen apicola.
En Cundinamarca existe una gran variabilidad respecto a la flora a lo largo del afio, por lo
que el polen apicola de esta regién puede considerarse multifloral y dada la estrecha
relacién entre el origen botanico y el color, el polen apicola cundiboyacense tendra una
diversidad de colores. La diversidad de colores y tamafios presentes en los recursos
botanicos es tan grande que no pareciera que tales caracteristicas tuvieran mucha
importancia en la seleccion de sus recursos por parte de las abejas, sin embargo, la
mayoria de las especies visitadas por las abejas en Cundinamarca tienen flores pequefas
y medianas. También se ha observado que las abejas optan por flores amarillas, cremas y
blancas, dichas caracteristicas visuales juegan un papel muy importante en el proceso de

atraccion (Montoya, 2011).

2.3.3 Carotenoides totales

Los carotenoides son importantes por el aporte de los colores rojos-amarillos
caracteristicos del grano de polen apicola y por sus propiedades como antioxidante. El

contenido de CT en las muestras de polen apicola se muestran en la Tabla 2- 4.

Tabla 2- 4: Contenido de carotenoides totales en muestras de polen de Cundinamarca

Mg B-cal g de polen Epoca de sequia Epoca de lluvia
Nororiente 523,6 £ 36,0 1301,9+69,5°
Occidente 65,4 £ 10,92 ° 87,9+3,3¢
Suroriente 338,1+16,0° 505,4 +35,0°

Mg B-ca: pyp-caroteno. Letras iguales representa que no hay diferencia significativa en el promedio
(p < 0,05) de acuerdo con la prueba de Tukey entre las diferentes zonas o épocas.

A excepcion de Occidente, los valores obtenidos son consistentes con los valores
reportados en los estudios de Colombia para el altiplano cundiboyacense, los cuales
oscilaron entre 170 y 2149 g de uB-caroteno/g de polen (base seca) (Pulido et al., 2012;

Pulido, 2013; Salazar et al., 2019). Los menores contenidos de CT en el polen se
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presentaron en la region de Occidente, los cuales aumentaron un 34,4% en la época de
lluvia, estos valores son comparables con lo reportado por Abd-Alla & Salem, (2020), para

polen de Egipto.

El mayor contenido se presentd en Nororiente en la época de lluvia con valores superiores
a los reportados por Salazar et al., (2019) de 741 £ 33,5, Pulido, (2013) 659 + 99,8, Duran,
(2014) 850 ug B-Caroteno/g polen en polen de Colombia y otros paises como China
121,01- 398,63 (Xu et al., 2011) y chile 2,8- 50,2 ug/g en base seca (Velasquez et al.,
2017). El aumento en carotenoides en esta region puede estar relacionada con la
presencia de diferentes especies botanicas que no se encuentran en las otras regiones,
tal es el caso de: Austroeupatorium inulifolium, Tithonia diversifolia, Asteraceae sp 1,

Hedyosmum racemosum, Trifolium repens 'y Acacia cf. Decurrens.

Adicionalmente, la evidencia muestra que las plantas de montafia tienen niveles
correspondientemente mas altos de epoxi-carotenoides y xantofilas con un aumento en la
altitud, las cuales son necesarias para la proteccion del polen contra las condiciones
ambientales durante la reproduccioén de las plantas, especialmente la exposicion a los
rayos UV (Asbek, 1958, Stanley y Linskens, 1974). Este método eficiente de proteccion
concuerda con los mayores contenidos de carotenoides totales de la region de Nororiente

la cual tiene la mayor altura promedio.

Se observé una correlacion, entre un mayor contenido de CT y la época del afio ya que se
presentd un aumento de carotenoides en la época de lluvia de todas las regiones. Al
realizar la comparacion entre épocas de los tipos polinicos encontramos que se presenté
un aumento en las especies Viburnum triphyllum, Taraxacum officinale, Brassica sp las

cuales pueden ser las responsables del mayor contenido en esta época.

2.3.4 Actividad antioxidante y fenoles totales

El polen apicola posee una buena actividad antioxidante debido a diferentes componentes

bioactivos que incluyen carotenoides, vitaminas, acidos fendlicos, flavonoides, etc.

En la Tabla 2- 5, se puede observar el contenido de fenoles totales y la actividad
antioxidante de los extractos etandlicos de las muestras analizadas de polen apicola (p <
0.05).

Tabla 2- 5: Capacidad antioxidante, y contenido de fenoles
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Método analitico Region Epoca de sequia | Epoca de lluvia
Nororiente 37,98 £ 2,654 34,46 £ 5124

FRAP' Occidente 69,55 + 8,19 *8 79,82 +1,8928
Suroriente 43,14 + 4,37 & A 49,28 +329>°C

Nororiente 39,14 + 2,494 40,11 £ 2,78 A

TEAC' Occidente 91,03 +4,89%8 103,81 + 4,158
Suroriente 55,73 + 3,39%°¢ 63,15+ 2,192°¢

Nororiente 21,11+ 0,01 A 24,21+ 2,902 A

Fenoles totales? Occidente 31,85+ 1,08 *°B 36,05+ 1,188
Suroriente 24,31+ 3,838 23,34 +511A

! Actividad antioxidante dada en mmol Trolox/Kg, ? contenido de fenoles totales dado en mg Acido
Galico/g. Letras minusculas significa diferencias significativas (p < 0.05) entre las dos épocas de la
misma region y letras mayusculas son diferencias significativas entre las diferentes zonas de la
misma época.

Se puede observar que la capacidad antioxidante por FRAP no mostré diferencias
estadisticamente significativas entre las diferentes épocas de la misma regién, mientras
que por TEAC se presentaron diferencias estadisticas en las regiones de Occidente y
Suroriente. A pesar de lo anterior, si se puede observar mayores contenidos en la época

de lluvia.

Las diferencias se presentaron principalmente entre las diferentes regiones de las mismas
épocas, es de destacar que en las dos épocas se presentd la misma tendencia, donde la
mayor capacidad antioxidante la mostr6 Occidente en ambos métodos, seguido de
Suroriente y por ultimo Nororiente. Las especies botanicas que pueden ser responsables
de este contenido son Arecaceae sp 1, Junglans neotropica, Abutilon sp, Tipo Malachra,
Eucalyptus globulus y Zea mays, las cuales tienen una mayor abundancia o se encuentran

unicamente en la region de Occidente.

La metodologia por FRAP sirve para la deteccidn de antioxidantes no enzimaticos que son
donadores de hidrogeno, como flavonoides, quercetina, acido galico o cafeico, y es
insuficientemente sensible al tipo tiol (es decir, -SH que contiene) antioxidantes como el
glutatién, por lo tanto, las proteinas son “invisibles” para este método (Apak et al., 2007).
En este estudio, se puede resaltar que, la actividad antioxidante por FRAP de las muestras
de polen apicola tubo valores mas altos que los presentados por Karkar et al., (2020) para

polen de castana (1,53 £ 0,06 a 4,75 + 0,02 mmol Trolox/ g) o los reportados por Sahin &
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Karkar, (2019) para polen de castafia de Turquia y fueron comparables con polen
multifloral fresco e hidrolizado de Cundinamarca reportado por Zuluaga-Dominguez et al.,
(2019) (55.05- 108.97 mmol Trolox/g).

En la metodologia por TEAC, el cation radical ABTS reacciona frente a la mayoria de los
antioxidantes, incluyendo compuestos fendlicos, tioles y vitamina C. En este estudio los
valores de Occidente fueron mayores a los presentados por (Sahin & Karkar, 2019) para
pélenes de castafia de Turquia (73,09 + 1,07 mmol Trolox/g), por (Belina-Aldemita et al.,
2020) para polen multifloral de filipinas (8,08-62,24 mmol Trolox/g) y pdlenes del altiplano
Cundiboyacense reportados por (Duran, 2014) y (Zuluaga, 2015) (53,73-50,20; 60,8 + 9,9

mmol Trolox/g).

Comparando entre las dos metodologias usadas se obtuvieron valores mas altos en el
método de capacidad antioxidante por ABTS, sin embargo, se debe tener en cuenta que
los compuestos medidos en estas dos metodologias son diferentes y por lo tanto deben
ser tratados de diferentes maneras, en este caso se puede destacar un mayor contenido
de compuestos antioxidantes que actuan a través de transferencia de electrones o por

enfriamiento de radicales a través de transferencia de atomos de hidrégeno.

Los compuestos fendlicos son los principales responsables del poder antioxidante de los
alimentos naturales, otros compuestos como carotenoides, vitaminas, enzimas, etc., en el
polen apicola influyen en las propiedades antioxidantes con efectos sinérgicos (Sahin &
Karkar, 2019). Dentro de los compuestos fendlicos totales se pueden encontrar
compuestos como flavonoides, antocianinas, fenilpropanoides, etc. La actividad
antioxidante de los polifenoles se debe principalmente a sus propiedades redox, que
pueden jugar un papel importante en la neutralizacion de los radicales libres, la extincién
del oxigeno o la descomposicion de los perdxidos. Sin embargo, la actividad antioxidante
no esta necesariamente correlacionada con altas cantidades de compuestos fendlicos
totales, medido por el procedimiento de Folin-Ciocalteu. En este estudio los contenidos de
fenoles totales fueron mayores a los reportados por Montenegro et al., (2013) en pdlenes
monoflorales de Chile (7,12- 18,15 mg Ac. gélico/g) o los reportados por Belina-Aldemita
et al., (2020) en polen multifloral de Filipinas (7,95-24,75 mg Ac. galico/g), fueron
comparables con el contenido en polen apicola de castafia reportado por Sahin & Karkar,
(2019) (32,18 £ 0,25 mg Ac. Galico/g) y mostré menores contenidos que los reportados por

Araujo et al., (2017) en pdlenes monoflorales y multiflorales de Portugal (33,73 a 75,60 mg
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Ac. galico/g). Los resultados en la mayoria de los estudios muestran grandes variaciones
y diferencias significativas en la cantidad y contenido de compuestos fendlicos en el polen
de diferentes destinos geograficos y diferentes origenes botanicos, sirviendo como
marcadores quimiotaxondmicos confiables no solo de plantas sino también de polen

apicola (Karkar et al., 2021).

Se ha sugerido que las plantas con hojas a diferencia de las plantas afila como las de la
familia Cactaceae presentan mayores concentraciones de compuestos antioxidantes
debido a que captan mayor cantidad de radiacién solar. El rol que cumplirian estos
compuestos, en el polen, no han sido determinados con exactitud. Hay evidencias que
sugieren que los flavonoides estarian involucrados en la proteccion contra el estrés

provocado por la radiacién UV (G et al., 2013).

2.3.5 Analisis proximal

La caracterizacion fisicoquimica de las muestras del polen apicola se observa en las Tabla
2-6y Tabla 2- 7, las diferencias entre las muestras se deben principalmente a dos factores

principales: el origen botanico y factores climaticos predominantes durante la recoleccion

y cosecha.
Tabla 2- 6: Analisis proximal de las muestras de polen apicola
Region | Epoca Humedad Cenizas Grasa total Fibra dietaria Proteina Carbohidratos
(g/100g) (g/100 g) (g/100 g)* total (g/100 g)* | (g/100 g)* | totales (g/100 g)*
Sequia 8,1 2,6 4.8 8,1 26,2 58,3
NO Lluvia 12,3 23 8,6 12,3 26,4 50,4
Sequia 7.4 2,9 5,4 7.4 27,8 56,5
Lluvia 8,5 3,0 6,2 8,5 28,1 54,2
Sequia 10,5 2,7 8,0 10,5 29,4 49,4
S0 Lluvia 7,5 24 7,8 7,5 24,6 57,7

*calculado en base seca. NO= nororiente, O=occidente y SO=suroriente.

En contenido de humedad de las muestras de polen apicola oscilo entre 7,4 y 12,3%,
valores que no cumplen con la normativa francesa, citada por De Arruda et al (2013), que
establece un contenido maximo de 6% de humedad, y mucho menos con la argentina y la
brasilera que establecen valores maximos de 4%. Durante el proceso de secado también

se debe tener en cuenta que un contenido de humedad inferior al 4% puede inducir
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reacciones quimicas como Maillard y oxidacion lipidica, que generan olores poco

agradables y rancidez (Campos et al., 2008).

Tabla 2- 7: Contenido de minerales en las muestras de polen apicola

Region Epoca Magnesio Calcio Potasio Sodio Hierro Zinc
(mg/100 g) | (mg/100 g) | (mg/100 g) | (mg/100 g) | (mg/100 g) | (mg/100 g)

NO Sequia 153 171 3077 9,8 9,1 0,5
Lluvia 148 179 2237 7,8 5,3 0,5

Sequia 180 183 2812 10,4 12,6 0,9

° Lluvia 177 197 2692 49,0 12,8 0,9
Sequia 190 211 2624 38,8 7,8 0,7

SO Lluvia 147 196 2562 57,0 7,6 0,6

El contenido de cenizas vario entre 2,3-3,0 % las cuales estan dentro de los limites
establecidos por Campos et al., (2008), donde la ceniza debe ser menor o igual a 6%, de
igual manera cumple con los maximos permitidos por la regulacion brasilera y argentina
(maximo 4%). De acuerdo con la resolucién 810 del 2021 de Colombia, los requisitos
minerales de; Mg: 310 mg/dia, Ca: 1000 mg/dia, K: 4700 mg/dia, Na: 2000 Fe: 20 mg/dia
y Zn: 11 mg/dia para mujeres y hombres mayores a 4 afos. La contribucion de los
minerales del polen apicola a los valores diarios de referencia establecidos por porcion
(25g de polen) se muestra en Es importante conocer la diversidad y cantidad de minerales
en el suelo, la roca, el aire y el agua que son una parte natural de los organismos y sus
productos naturales, cualquier deficiencia significativa afecta el contenido elemental de las
plantas que crecen en una region, lo que afecta directamente al polen apicola y por ende
puede afectar sus propiedades farmacoterapéuticas (Liolios et al., 2019). Dado que
algunos de los minerales son esenciales, el contenido elemental de los productos apicolas
utilizados como complementos alimenticios debe conocerse en detalle y reportarse para

poder identificar las diferencias geograficas (Altunatmaz et al., 2017).

Tabla 2- 8. En términos de los valores medios, se podria considerar que el polen apicola
es buena fuente de magnesio, potasio y en algunos casos del hierro al proveer del 10 al

19% del valor de referencia.

Es importante conocer la diversidad y cantidad de minerales en el suelo, la roca, el aire y
el agua que son una parte natural de los organismos y sus productos naturales, cualquier

deficiencia significativa afecta el contenido elemental de las plantas que crecen en una
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region, lo que afecta directamente al polen apicola y por ende puede afectar sus
propiedades farmacoterapéuticas (Liolios et al., 2019). Dado que algunos de los minerales
son esenciales, el contenido elemental de los productos apicolas utilizados como
complementos alimenticios debe conocerse en detalle y reportarse para poder identificar

las diferencias geograficas (Altunatmaz et al., 2017).

Tabla 2- 8: Aporte porcentual de los minerales a los valores diarios de referencia

Regién | Epoca |[Magnesio| Calcio | Potasio | Sodio Hierro Zinc
NO Sequia 12,34 4,28 16,37 0,12 11,38 1,14
Lluvia 11,94 4,48 11,90 0,10 6,63 1,14

o Sequia 14,52 4,58 14,96 0,13 15,75 2,05
Lluvia 14,27 4,93 14,32 0,61 16,00 2,05

SO Sequia 15,32 5,28 13,96 0,49 9,75 1,59
Lluvia 11,85 4,90 13,63 0,71 9,50 1,36

Los carbohidratos son los principales componentes del polen apicola, en este caso fueron
calculados por diferencia y oscil6 entre 49,4 y 58,3%, esta fraccion se compone
principalmente por los glucidos provenientes del néctar mezclado por la abeja,
principalmente glucosa y fructosa. Algunos oligosacaridos y polisacaridos como almidon,

calosa, pectina, celulosa y lignina también estan presentes en el polen (Fuenmayor, 2009).

Las proteinas son macronutrientes de gran interés en la industria alimentaria por su
contribucién al valor nutricional de los alimentos al proporcionar aminoacidos que son
esenciales para el crecimiento y bienestar humano (Mayda et al., 2020). De acuerdo con
la resolucién 810 del 2021 de Colombia, el valor diario de referencia para las proteinas es
de 50 g/dia para mujeres y hombres mayores a 4 afios. La contribucion del polen apicola
por porcion (25g de polen) varia entre 12,3-14,7 % por lo que se puede destacar que todos
los extractos son buena fuente de proteina total (>10 %). Se encontré que el contenido de
proteina de las muestras analizadas se encuentra en un rango del 24,6 al 29,4%,
cumpliendo con los parametros establecidos por las normas brasileras, francesas y
argentinas (8—41 %) referenciadas por (Soares et al., 2013). Dentro de la fraccion proteica
del polen se pueden encontrar cantidades notables de enzimas, especialmente amilasa,
invertasa, fosfatasas, tranferasas asi como factores coenzimaticos, como biotina, glutation

y ciertos nucleétidos (Fuenmayor, 2009).
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El contenido de lipidos en el polen apicola vario entre 4,8 y 8,6 %, cumpliendo con el
minimo exigido por la regulacion brasilera (1,8 %) y el maximo establecido por la francesa
(10 %). Valores por encima de los establecidos son indeseados ya que hacen que el
producto sea mas susceptible a rancidez por oxidacion lipidica (Mesa, 2015). El contenido
de lipidos es altamente variable y dependera de la cantidad de acidos grasos, pigmentos,
ceras, esteroles, vitaminas liposolubles, alcoholes pesados e hidrocarburos (Zuluaga,
2015).

2.3.6 Perfil de acidos grasos

El analisis de ésteres metilicos de acidos grasos (FAMES) del polen apicola recolectado
en el departamento de Cundinamarca se muestra en la Tabla 2- 9. En este se mostrara el
porcentaje relativo de los acidos grasos saturados (SFAS), acidos grasos monoinsaturados
(MUFAS), polinsaturados (PUFAS), n-3 (Acidos grasos Omega 3), n-6 (Acidos grasos
Omega 6) y n6/n-3 (Relacion omega 3/omega 6).

Tabla 2- 9: %Perfil de acidos grasos del polen apicola

FAMES Nororiente Occidente Suroriente
Sequia | Lluvia Sequia | Lluvia | Sequia | Lluvia

C6:0 0,1 0,0 0,1 0,2 0,0 0,0
C8:0 0,1 1,6 0,1 0,3 1,8 1,5
C10:0 0,1 0,3 0,1 0,1 0,3 0,0
C12:0 3,2 3,1 1,1 0,8 4,3 3,3
C14:0 0,4 0,8 0,5 0,8 0,5 0,5
C16:0 22,7 20,9 20,2 19,9 20,2 229
C16:1 0,1 0,0 0,1 0,2 0,1 0,0
C17:0 0,3 0,3 0,4 0,4 0,4 0,3
C17:1 0,2 0,5 1,2 1,4 0,6 0,8
C18:0 1,5 29 1,9 1,9 2,7 2,2
C18:1n-9c 5,6 5,2 7,5 7,7 5,0 53
C18:1n-9T 0,5 0,5 0,5 0,6 0,6 0,6
C18:2n-6¢ 7,0 10,5 8,7 8,3 10,4 5,5
C18:2n-6T 0,3 0,7 0,1 0,2 0,9 1,4
C18:3n-6 0,3 0,1 0,4 0,3 0,0 0,0
C18:3n-3 50,4 43,1 48,2 46,5 42,2 45,8
C20:0 0,5 24 0,6 0,9 2,5 2,3
C20:1n-9 2,0 0,8 0,3 0,2 0,3 0,2
C20:2n-6 1,2 0,3 0,3 0,0 0,2 0,2
C20:3n-6 0,2 0,3 0,2 0,1 0,2 0,2
C20:3n-3 0,4 0,2 0,5 0,1 0,2 0,2
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C22:0 1,0 1,9 0,8 0,6 2,1 1,8
C22:2 1,1 1,1 3,1 2,7 2,0 1,3
C23:0 0,7 1,7 2,4 43 1,7 2,4
C24:0 0,0 0,7 0,4 05 0,7 0,5
C24:1n-9 0,0 0,5 0,0 1,2 0,5 0,8
TOTAL 100 100 100 100 100 100
SFAS (%) 30,7 36,5 28,7 30,5 37,1 37,7
MUFAS (%) 8,3 7,2 9,7 11,4 7,0 7.8
PUFAS (%) | 61,0 56,3 61,7 58,1 55,9 54,5
n-3 (%) 50,8 433 48,8 46,6 42,2 46,0
n-6(%) 9,0 11,9 9,8 8,9 11,7 7.2
n-6/n-3 0,2 0,3 0,2 0,2 0,3 0,2

Los acidos grasos juegan un papel esencial en la reproduccion, desarrollo y crecimiento
de las abejas. Dentro de las muestras de polen apicola analizadas se puede destacar que
los acidos grasos dominantes fueron en orden decreciente a-linolénico [C18:3n3], palmitico
[C16:0], linoleico [C18:2n6¢c], oleico [C18:1n9c], laurico [C12:0], estearico [C18:0], los
cuales se detectaron en todas las muestras en concentraciones individuales diferentes. Lo
anterior concuerda con lo reportado por Fuenmayor B. et al., (2014) y Gardana et al.,
(2018) quienes reportan la abundancia en orden decreciente de acido a-linolénico, linoleico
y oleico para podlenes de Colombia. En polen apicola monofloral recolectado en las
principales regiones productoras de China, se ha reportado que los principales acidos
grasos en orden decreciente son: a-linolénico, palmitico, oleico, linoleico, behénico y
estearico (K. Yang et al., 2013). Estos autores encontraron que los contenidos de acido a-
linolénico eran generalmente mas altos que los del acido linoleico, lo cual concuerda con
los resultados obtenidos en este estudio. Feas et al., (2012) analizaron el polen apicola
organico cosechado en el Parque Natural Internacional del Duero (Portugal) e informaron
que el principal acido graso encontrado fue acido a-linolénico, seguido de acido linoleico,
palmitico y oleico. Es de destacar que todas las muestras de polen apicola pueden ser
consideradas como excelente fuente de acidos grasos n-3 de acuerdo con la resolucién
810 del 2021 de Colombia ya que aportan mas de 0,6 g de acido a-linolénico [C18:3n3]
por porcion de 25 g.

En general, las concentraciones de acido linoleico y acido a-linolénico en el polen apicola
analizado fueron mayores en las épocas de lluvia. El predominio de estos acidos en el
polen apicola puede desempefiar un papel mucho mas importante en la higiene de la

colmena que en su nutriciéon. Ya que se ha observado su capacidad antibacteriana, en
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términos de inhibicion de la germinacion de esporas y crecimiento vegetativo de microbios
y patégenos de abejas meliferas, como larvas de Paenibacillus y Melisoccocus pluton'y

otros microbios (Manning, 2001).

Las relaciones de acidos grasos insaturados/saturados fueron mayores de 1,0 como ha
sido reportado por diversos autores para polenes de varios origenes (Fuenmayor B. et al.,
2014; Sagona et al., 2017; Zuluaga, 2015). Las proporciones mas altas de
insaturados/saturados (UFAS/SFAS) en polen pueden soportar su uso como complemento
alimenticio en la dieta para reducir la cantidad total de grasas y colesterol, previniendo
algunas enfermedades cardiovasculares (Belina-Aldemita et al., 2019). Las variaciones
que se presentaron en la proporcion de UFAS/SFAS, se pueden atribuir a los diferentes
origenes botanicos o las condiciones de procesamiento y almacenamiento. Los resultados
también fueron consistentes con la idea de que las abejas recolectan polen con un alto

nivel de acidos grasos insaturados (Sagona et al., 2017).

2.3.7 Contenido de vitamina E

En la Figura 2- 7 se puede observar el contenido de vitamina E expresada como a-tocoferol
en muestras de polen apicola de tres zonas de Cundinamarca y dos épocas del afo, se
puede observar que existe una tendencia a la variacion entre las muestras analizadas de
cada zona; sin embargo, al contrarrestarlo con el analisis de varianza realizado, se observa
que estas diferencias no son significativas en las zonas de Occidente (lluvia), Suroriente y

Nororiente (Sequia).

Contenido de vitamina E en polen apicola
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Figura 2- 7: Contenido de vitamina E en polen apicola
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Letras iguales representa que no hay diferencia significativa en el promedio (p < 0.05) de acuerdo
con la prueba de Tukey entre las diferentes regiones o épocas.

Las muestras de polen apicola tienen un contenido aproximado entre 26,13-60,70 ug a-
tocoferol/g polen. Es de destacar que todas las muestras de polen apicola pueden ser
consideradas como excelente fuente de vitamina E de acuerdo con la resolucion 810 del
2021 de Colombia ya que el aporta mas del 30% de los valores recomendados en 100g
del producto. Existen diferentes estudios, en cuanto al contenido de vitamina E en el polen.
Segun Oliveira et al. (2009), el contenido de vitamina E varia entre 13,5 - 42,5 ug /g de
polen. Stanley y Linskens (1974) reportan un contenido que varia entre 21-170 ug /g y
Segun Campos et al. (2010) el contenido varia entre 40— 320 ug /g de polen, de acuerdo
con lo anterior, los resultados obtenidos en este trabajo estan dentro de los rangos

cuantificados por los diferentes autores.

Se ha encontrado una correlacion positiva entre el contenido de &cido linoleico y el
contenido de tocoferoles lo que indica la presencia de cantidades elevadas de tocoferoles
en los aceites insaturados (Kamal y Anderson, 1997). Era de esperarse que en las
muestras con mayores contenidos de acido linoleico (Nororiente época de lluvia) se
presentaran los mayores contenidos de a-tocoferol, por lo cual se puede pensar que esta

correlacion también es aplicable a muestras de polen apicola.

2.4 Conclusiones parciales

Las muestras de polen apicola de Cundinamarca pueden destacarse por ser una excelente
fuente de acidos grasos n-3 (0,6 g de acido a-linolénico) y vitamina E (26,13-60,70 ug a-

tocoferol/g polen) de acuerdo con la resoluciéon 810 del 2021 de Colombia.

En las muestras de polen apicola se identificaron 26 tipos polinicos pertenecientes a 15
familias botanicas, de las cuales las familias con una mayor representacion fueron
Asteraceae y Fabaceae. Adicionalmente, se destaco por su alta frecuencia la apariciéon de

la especie Brassica sp, tipo Brassicaceae.

El contenido de carotenoides totales, actividad antioxidante determinada por TEAC y FRAP
y el contenido de fenoles totales, de las muestras de polen apicola variaron de 65.4 a
1301,9 mg de B-caroteno/Kg, 34,46 a 79,82 mmol Trolox/kg polen, 39,14 a 103,81 mmol

Trolox/kg polen y 21,11 a 36,5 mg Acido galico/g polen, respectivamente. Las diferencias
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en el contenido de los compuestos bioactivos entre las diferentes regiones estudiadas y
respecto a lo reportado por otros autores se deben principalmente al origen geografico y

botanico, los cuales también pueden variar a lo largo afio.

3.Extraccion de los compuestos liposolubles
del polen apicola

En esta seccién se describen los diferentes ensayos realizados para la determinacion de
las condiciones operacionales de la extraccion convencional y por ultrasonido. A los
extractos oleosos obtenidos por extraccion convencional, ultrasonido y supercritico se le
realizaron diferentes analisis que permitieron determinar su nivel de oxidacion (peréxidos,
p-anisidina y TOTOX), color, contenido de carotenoides totales, perfil de acidos grasos y
contenido vitamina E. Finalmente, gracias a la microscopia electronica de barrido se
pudieron observar los efectos que cada uno de los tipos de extraccion tienen sobre la capa
externa (exina) de los granos de polen apicola, lo cual ayuda a entender la diferencia que

existe entre los diferentes contenidos nutricionales y bioactivos en los extractos oleosos.

3.1 Marco Teérico

Por su naturaleza hidréfoba, los acidos grasos, vitamina E, ésteres y carotenoides se
extraen de forma convencional utilizando disolventes organicos no polares como
cloroformo, hexano, acetona, éter de petréleo, etc. El uso de estos solventes dificulta la
obtencion de un extracto seguro ya que tienen el inconveniente de no poder ser eliminados
completamente, razén que impide su uso en la industria alimentaria. Actualmente se esta
estudiando el concepto de extraccion verde que permiten la obtencién de componentes

nutricionales termosensibles, donde se utilizan temperaturas de procesamiento mas bajas
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y se reemplazan los solventes organicos peligrosos por disolventes GRAS "reconocidos

como seguros” (Butnariu, 2016; Saini & Keum, 2018).

Un disolvente prometedor en los métodos tradicionales para la extraccion de compuestos
apolares son los aceites vegetales, su uso tiene el beneficio de generar una barrera contra
el oxigeno que retrasa el tiempo de oxidacién y la tasa de degradacién del extracto.
Ademas, genera productos libres de componentes téxicos y es amigable con el medio
ambiente (Goula et al., 2017).

Diferentes aceites han sido utilizados en la extraccién de compuestos liposolubles y se ha
realizado la optimizacion en diferentes matrices alimentarias. En desechos de camarones
se evaluo el contenido de carotenoides extraidos por metodologias tradicionales utilizando
diferentes aceites como girasol, cacahuate, sésamo, mostaza, soja, coco y salvado de
arroz (Sachindra & Mahendrakar, 2005). En desechos de cangrejos se evaluo el uso de
aceite de girasol, soja, sésamo y grano de arroz (Hooshmand et al., 2017) y en cascaras
de granada se comparo la extraccion del aceite de girasol con aceite de soya (Goula et al.,
2017), en estos estudios se ha destacado el uso de aceite de girasol por presentar los

mejores porcentajes de extraccion.

Existen diferentes métodos para la extraccion de carotenoides de fuentes naturales, sin
embargo, la nueva tendencia de procesos de extraccion verde se puede destacar: la
extraccion por agitacion a presion atmosférica, la extraccion asistida por ultrasonido: EAU,
la extraccion asistida por microondas: EAM y la extraccion con fluidos supercriticos (SFE),
que a menudo utilizando CO: supercritico. Estos métodos difieren en el modo de
desintegracion celular, el tipo de contacto con el solvente, la cantidad y la fase de estos, la

temperatura aplicada, la presion, etc. (Strati & Oreopoulou, 2014).

3.1.1 Extraccién sélido-liquido

La extraccién sdlido-liquido, también conocida como convencional es una técnica de
separacion donde a partir de una mezcla sélida se pretende separar un componente o
grupo de compuestos (soluto(s)) de otro (inerte) mediante su contacto con una fase liquida
(disolvente) por transferencia de materia. Las dos fases que se ponen en contacto deben

ser inmiscibles entre ellas ya que no se desea disolver todos los compuestos, por lo que
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el solvente debe disolver selectivamente solo los componentes de interés de la fase sélida
(Meléndez-Martinez, 2017).

El principio de la técnica se basa en la solubilidad selectiva de los compuestos, la
naturaleza del solvente debe ser similar a la del soluto, para esto se pueden usar mezclas
de solventes para mejorar la extraccion, el proceso de transferencia de masa también se
ve favorecido por la agitacion, la disminucion del tamafio de particula y el aumento de la
temperatura, sin embargo, el procesamiento en condiciones severas de calor, puede
ocasionar cambios quimicos y fisicos que deterioran las propiedades organolépticas,
nutricionales y bioactivas reduciendo el contenido o disminuyendo en algunos casos la

biodisponibilidad de algunos nutrientes (Meléndez-Martinez, 2017).

Fenomenoldgicamente en el proceso de extraccidn solido-liquido puede ocurrir la siguiente

serie de pasos:

1. Transferencia de disolvente de la mayor parte de la solucion a la superficie de la
matriz

2. Penetracion o difusion del disolvente en los poros de la matriz sélida

3. Disolucién del disolvente en el soluto

4. Transporte del soluto a la superficie de la matriz sélida

5. Migracion del soluto extraido de la superficie externa del material sélido en la solucién

6. Movimiento del extracto con respecto al sélido y matriz sélida

Una vez finalizada esta etapa de transporte de materia, se procede a la separacion de las
fases, obteniéndose una mezcla de disolvente y soluto llamada “extracto” y una mezcla de
la que se ha extraido el soluto, denominada “refinado”, que estara formada por la fase
soélida inerte con una parte de la disolucion retenida. Esta separacion se puede llevar a
cabo con diversas técnicas como filtracion, centrifugacion, sedimentacion, etc. (Treybal
R.E,1988).

Los parametros que se deben tener en cuenta en esta técnica para mejorar el proceso de
extraccion son: tiempo y relacion solvente: matriz. A mayores tiempos de extraccion se
obtendran mayores rendimientos hasta que se logre saturar el solvente y el proceso llegue
al equilibrio, por lo que el estudio de la cinética permitiria determinar el tiempo éptimo para
obtener el mayor rendimiento. Una manera de disminuir el tiempo de equilibrio es someter

la mezcla a una constante agitacion, esto permitira que el solvente saturado circundante a
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la matriz sea renovado por aquel que aun no esta saturado, lo cual aumentaria la
transferencia de masa y disminuiria los tiempos de extraccién, ademas, de evitar la
sedimentacién y apelmazarian de la matriz. La relacién solvente: matriz también juega un
papel crucial en los rendimientos ya que entre menos solvente la saturacion se llevara a
cabo en menor tiempo (Strati & Oreopoulou, 2014). Adicionalmente el contenido de agua
en el material sdélido puede interferir en el proceso de extraccién ya que este puede
competir con el disolvente de extraccion para la disolucién del soluto, afectando a la
transferencia de masa. Por lo cual, en la mayoria de los casos, el material se seca en

condiciones que no causan degradacion de los compuestos (Takeuchi et al. 2009).

= Cinética de extraccion

En el presente trabajo se considerd que la velocidad de extraccion de solidos solubles es
dependiente del gradiente de concentracion (Cs -Ct), donde Cs y Ct fueron las
concentraciones de carotenoides (ug de B-caroteno/mg aceite) provenientes del polen
apicola en condiciones de equilibrio y a cualquier tiempo “t”, respectivamente. Las
constantes cinéticas se determinaron experimentalmente aplicando el modelo de
extraccion de segundo orden descrito por Ho y col. (2005) y Qiu y col. (2009). Conforme
este modelo, la ecuacion cinética de segundo orden para la velocidad de extraccion se

describe por la Ecuacién 3-1.

dce

£ =k, (Cs — Ct)? Ecuacion 3-1

Donde k2 (mg aceite/ug de B-caroteno/dia) es la constante de velocidad de extraccion de
segundo orden. Separando las variables e integrando la ecuacion aplicando las
condiciones fronteras Ct = 0 cuando t = 0 y Ct = Ct para t = t se obtiene la Ecuacién 3-2.

CZk,t
Ct

= oD Ecuacion 3-2

Esta ecuacién corresponde a la expresion de velocidad integrada para reacciones de

extraccion de segundo orden y puede expresarse en su forma lineal conforme a la

Ecuacion 3-3.

Ci: (k,C2)~1 +Ci Ecuacion 3-3
t N
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La velocidad de extraccion (Ci/t) puede ser obtenida mediante el inverso de la ecuacion
anterior y la velocidad de extraccion inicial h (equivalente a Ci/t cuando t se aproxima a 0)
puede ser definida como h = k,C?% de tal manera que la ecuacién anterior puede ser

expresada de acuerdo con la Ecuacion 3-4.

t 1
— =4

t
Cs

Ecuacion 3-4

De esta forma, la velocidad de extraccion inicial h, la capacidad de extraccion Cs y la
constante de velocidad de extraccion de segundo orden pueden ser determinadas
experimentalmente a partir de la pendiente y el intercepto al origen graficando t/C: contra
t.

3.1.2 Extraccién asistida por ultrasonido

La extraccion asistida por ultrasonido es una mejora a la extraccion solido-liquido con
solventes, se basa en el uso de ondas mecanicas a una frecuencia superior al umbral de
la audicion humana (> 16 kHz). Estas ondas viajan a través de un material o en su
superficie a una velocidad que es caracteristica del material a través del cual se propaga.
Esta técnica se puede dividir de acuerdo con los rangos de frecuencia usados en el
ultrasonido. En calidad se suele usar analisis no destructivo donde se usan alta frecuencia
(100 kHz — 1 MHz) de baja potencia (tipicamente <1 W cm -2). El ultrasonido de baja
intensidad se aplica mas comunmente como una técnica analitica para proporcionar
informacion sobre las propiedades fisicoquimicas de los alimentos, como la firmeza, la
madurez, el contenido de azucar, la acidez, etc. (Soria & Villamiel, 2010), por ultimo esta
el uso de bajas frecuencia (16—100 kHz) (tipicamente en el rango de 10-1000 W cm -2)
que se utiliza para alterar, fisica o quimicamente, las propiedades de los alimentos y se
puede usar para la extraccion de componentes / sustancias como flavonoides hidrofilos
(antocianinas, taninos) y carotenoides hidréfobos (licopeno, B-caroteno, capsaicina y
luteina) de productos horticolas como zanahoria, jengibre, tomate, uvas, aceitunas, orujo

de oliva y pimiento y de sus residuos de procesamiento (Strati & Oreopoulou, 2014).

La eficiencia de esta técnica de extraccion se basa principalmente en el fendmeno de
cavitacion. Cuando el ultrasonido se propaga en el medio usa una serie de ondas de
compresion y rarefaccion, cuando la rarefaccion excede las fuerzas de atraccion de las

moléculas liquidas se forman burbujas de cavitacion a partir de los nucleos de gas
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distribuidas dentro del fluido. Estas burbujas se ven obligadas a oscilar sobre su radio de
equilibrio, cuando las burbujas alcanzan el rango de tamafio de resonancia, crecen a un
tamafo maximo dentro de un ciclo acustico y se colapsan violentamente (Bruno et al.,
2019). La implosion de las burbujas conduce a la acumulacion de energia en los puntos
calientes, generando temperaturas extremas (5000 K) y presiones (1000 atm), que
producen, ondas de energia de corte muy altas y turbulentas en la zona de cavitacion
(Goula et al., 2017). Esta energia puede provocar cambios en los enlaces quimicos, lo cual

puede aumentar la liberacion de compuestos bioactivos al medio (Rodriguez et al., 2015).

Cuando las burbujas de cavitacion implosionan en la superficie de los sdlidos (como
particulas, células vegetales, tejidos, etc.), los microchorros y la colision interparticlular
generan efectos como la descamacion de la superficie, la erosién, la descomposiciéon de
las particulas, la sonoporacion (la perforacion de las paredes y membranas celulares) y la
disrupcion celular permitiendo un mayor contacto entre el solvente y la matriz alimentaria,
mejorando la transferencia de masa del soluto al solvente (Hooshmand et al.,
2017). Debido al colapso de las burbujas se genera un aumento de la temperatura que
puede provocar la degradacion de los compuestos liposolubles y disminuye el rendimiento
de extraccion, por lo que la seleccion de la intensidad del ultrasonido es un factor
fundamental. Al realizar una seleccion adecuada de este parametro se puede asegurar
que el aumento de temperatura se pueda disipar facilmente en el medio y no dafie

significativamente el soluto (Saini & Keum, 2018).

Este método de extraccion se puede aplicar de dos maneras: directa o indirectamente a la
muestra. En la primera la sonda se sumerge en la solucion y la segunda se realiza a través
de las paredes a través de un bafo que disminuye hasta 100 veces la potencia
suministrada por el método directo. Ambos sistemas se basan en un transductor como
fuente de energia de ultrasonido. El bafo ultrasonico es el tipo de dispositivo ultrasénico
mas comunmente conocido que generalmente consiste en un tanque de acero inoxidable

con uno o mas transductores ultrasénicos (Goula et al., 2017).

Los bafos ultrasénicos generalmente operan a una frecuencia de alrededor de 40 kHz.
Las sondas ultrasonicas de alta potencia son generalmente preferidas para aplicaciones
de extraccion. El sistema de sonda es mas potente debido a una intensidad ultrasénica
suministrada a través de una superficie mas pequena (solo la punta de la sonda), en

comparacion con el bafio ultrasénico. Generalmente funcionan a alrededor de 20 kHz y
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usan un transductor unido a la sonda que se sumerge en el reactor, lo que resulta en un

suministro directo de ultrasonido en los medios de extraccion (Chemat et al., 2017).

Este método de extraccion se ha convertido en una alternativa mas llamativa
industrialmente, ya que es eficiente, rapida, limpia y reproducible. Los beneficios de esta

técnica en la industria alimenticia son (Strati & Oreopoulou, 2014)

= Mejora general del rendimiento de extraccion
» La oportunidad de utilizar disolventes alternativos (GRAS), por ejemplo, el aceite de
girasol

= La reduccion del tiempo de procesamiento

La especificidad del método se puede mejorar por medio de la variacion y optimizacion de
los parametros como: frecuencia de ultrasonido, ciclo de propagacion (continuo o
discontinuo), potencia nominal del dispositivo, amplitud, tipo y geometria del sistema
(Bruno et al., 2019).

3.1.3 Extraccién con fluidos supercriticos

Los diagramas de fases (representacion grafica de condiciones termodinamicas de
equilibrio) de las sustancias permite conocer el estado de agregacion de estas a cualquier
valor de temperatura y presion. Los diagramas se encuentran definidos por tres lineas, de
sublimacion, de fusion y de vaporizacion. Esta ultima se caracteriza por desaparecer en un
punto denominado, punto critico, en el cual la presién y la temperatura reciben el nombre
de presion y temperatura criticas. Cuando una sustancia esta por encima de sus valores
criticos, dicha sustancia recibe el nombre de fluido supercritico, condicion en la cual la
sustancia no puede ser considerada ni como un gas, ni como un liquido ya que solo existe

una fase (Roman et al., 2016).

El proceso de extraccion con fluidos supercriticos se lleva a cabo en recipientes
(extractores) donde el fluido supercritico entra en contacto con el alimento. Los solutos de
interés se encuentran dentro de las células o en estructuras especificas del alimento, estas
se pueden romper para mejorar el proceso de extraccion, utilizando un tipo especifico de
pretratamiento; en general, se utiliza molienda y deshidratacion. El fendmeno de extraccion
se puede describir de la siguiente manera: primero, el sustrato sélido absorbe el solvente

supercritico, promoviendo la dilatacion de las estructuras celulares. Este paso facilita el
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flujo de solvente al disminuir la resistencia de transferencia de masa; simultaneamente, los
compuestos solubles se disuelven por el disolvente y finalmente, los compuestos disueltos

se transfieren por difusion a la superficie del solido (Pereira & Meireles, 2010).

Este proceso es similar al proceso convencional, pero su diferencia radica en el uso de
fluidos supercriticos como agente extractor. El poder de solvatacion esta relacionado con
la densidad, la cual varia con la presién y la densidad. La densidad de los fluidos
supercriticos es similar a la de los liquidos, lo que le permite tener un gran poder solvatante
y al tiempo posee la viscosidad de un gas favoreciendo su capacidad de penetracion en
los poros de las muestras (Roman et al., 2016). Las condiciones supercriticas de algunos
compuestos se muestran en la Tabla 3- 1jError! No se encuentra el origen de la

referencia..

Como se puede observar la temperatura critica del dioxido de carbono es tan solo de
30,9°C por lo que este puede ser usado como un solvente de extraccion eficiente para
compuestos termolabiles como la vitamina E y carotenoides presentes en muestras de

polen apicola.

Tabla 3- 1: Condiciones supercriticas de algunos compuestos (Roman et al., 2016)

Solvente Temperatura (°C) Presiéon (MPa) | Densidad (Kg/m®)
Diéxido de carbono 30,9 7,4 468
Agua 373,9 221 322
Metanol 239,4 8,1 272

Los residuos de disolvente en los extractos despiertan el temor de los consumidores por
lo que esta técnica ha sido propuesta debido a que al realizarse la despresurizacion el
solvente se convierte en gas y no genera residuos en el producto final. El uso de CO;
permite una rapida penetracion en los poros de matrices complejas, mejorando asi las
eficiencias de extraccion, debido al mayor coeficiente de difusion y la menor viscosidad. El
diéxido de carbono es considerado seguro debido a que no es corrosivo, es inerte, no es
inflamable, no tiene olor, no tiene sabor y es amigable con el medio ambiente (Saini &
Keum, 2018).
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3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Polen apicola

En todos los ensayos se emple6 polen apicola seco proveniente del departamento de
Cundinamarca, que fue previamente caracterizado en el capitulo 2 de este trabajo. El polen

fue molido hasta un maximo de diametro de particula 1,00 mm antes de cada ensayo.

3.2.2 Determinacidén de las variables de extraccion
convencional
Para la determinacion de las condiciones de extraccion convencional se evalud el
contenido de carotenoides totales de los extractos en diferentes dias de extraccién, se
utilizé un método con agitaciéon (2000 rpm) a temperatura ambiente (20 + 5°C). Inicialmente
se cred y homogeneizo por 6 minutos una solucion madre con una relacion 60:40 (w/w) de
polen apicola: aceite de girasol; esta relaciéon se baso en los resultados de Salazar et al.,
(2019); quien determind que esta relacion permite obtener los extractos oleosos con el
mayor contenido de carotenoides totales. Para cada extraccion, se pesaron 70 g de la
mezcla en un vaso de precipitado y se agitaron por tiempos de 1, 5, 8, 12 y 14 dias. Una
vez terminado el tiempo de extraccion, la mezcla se transfirié a tubos falcon de 50 mL, los

cuales se centrifugaron para recuperar el aceite enriquecido con carotenoides.

3.2.3 Determinacion de las variables de extraccion

asistida por ultrasonido

Se uso la metodologia de superficie de respuesta (MSR), la cual se basa en el analisis
estadistico de regresion de un modelo 6ptimo minimizando la variacion de los residuales.
Por lo tanto, con la finalidad de ver los efectos de los distintos parametros seleccionados
en la extraccién asistida por ultrasonido de los carotenoides totales, se empled un diseno
experimental central compuesto conformado con una factorial de 22 con 2 puntos centrales
y una serie de corridas axiales. En el andlisis se evaluaron los porcentajes de amplitud de
10 %, 30% y 50 %; se emplearon tiempos de 10, 15, 20 minutos. Las variables
independientes o variables de estudio y sus niveles de variacion se muestran en la Tabla
3- 2.
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Tabla 3- 2: Disefio experimental, variables independientes y sus niveles de variacién

Variables Codificacion | -1.41 -1 0 1 1.41
Amplitud (%) X1 2 10 30 50 58
Tiempo (minutos) X2 7,95 10 15 20 22

Todos los experimentos se realizaron de manera aleatoria y los datos se analizaron
mediante la MSR para obtener los modelos matematicos que describen las interacciones
entre las variables independientes y las variables respuesta. La significancia de los
modelos (p < 0.05) se determiné mediante el ANOVA (prueba de F) y la influencia de los
factores de estudio sobre las variables respuesta se observo a través de los graficos de

superficie de respuesta.

Se aplicé ultrasonido a una mezcla polen apicola: aceite (60:40 w/w) en un equipo de
ultrasonido (Fisherbrand Model 705 Sonic Dismembrator) mediante un proceso discontinuo
en el tiempo (10s on:7s off) para evitar el sobrecalentamiento. La sonda de ultrasonido se
colocod dentro de una caja de reduccion de sonido cuyas paredes interiores estaban
recubiertas con espuma acustica resistente al agua (Figura 3- 1). Se utilizé una sonda de
aleacion de titanio de 13 mm con diametro y geometria cilindrica, que permite el
tratamiento maximo de 250 mL de muestra y una amplitud al 100% de 126um. En cada
tratamiento, se pesaron 70 g de la mezcla en un vaso de precipitado y se realizaron los
ensayos por triplicado. La concentracion de los carotenoides totales fue determinada

espectrofotométricamente y se expresé como ug de p-caroteno/mg de polen apicola.

Figura 3- 1: Ultrasonido
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3.2.4 Extraccién con fluidos supercriticos

El polen apicola se cargd dentro de la camara de extraccion de un equipo de fluidos super
criticos de 12 L. Una vez listo se hace pasar el fluido supercritico (COz) dentro de la camara
de extracciéon mediante una bomba, presurizandose hasta alcanzar una presion de 450
bares y temperatura de 50 °C. Aqui el disolvente entra en contacto con los componentes
del polen a un flujo de 4,5 Kg/hora, solubilizando y arrastrando los componentes apolares
por un tiempo de 3 horas. El fluido, cargado de analito, fluye al restrictor, donde se produce
la descompresion del fluido cambiando éste de fase y separandose de los componentes
disueltos para poder ser recuperados. El CO, usado es reciclado y se usa varias veces

antes de su liberacion al medio ambiente.

3.2.5 Pruebas de oxidacion de los extractos oleosos

Se realizaron dos tipos de analisis de la oxidacion; como oxidacion primaria indice de
peroxidos; y como oxidacion secundaria indice de p-anisidina e indice de Totox, verificados

bajo las normas del Codex Alimentarios.

* ndice de peréxidos (PV)

Para la determinacién del indice de peréxidos se le afadié a las muestras de aceite una
mezcla de los reactivos diclorometano-metanol en proporcion  70:30 (v/v,
volumen/volumen, grado analitico) y una soluciéon de tiocianato de amonio (30% mlv,
masa/volumen al 30%, grado analitico), se mezcl6 y se midié la absorbancia de 500nm
contra un blanco de la mezcla de diclorometano: metanol en proporcién 70:30. Se adiciono
cloruro ferroso (0,35% m/v, masa/volumen, que contiene 2% de HCI 10N, reactivos grado
analitico). Se mezclo y después de exactamente 5 minutos se midi6 la absorbancia de
nuevo a 500nm, simultdneamente se efectia una determinacién en blanco de reactivos.
La curva de calibracién se realizé con una solucién patrén de cloruro férrico y se grafico la

absorbancia contra concentracion de hierro en ug. obteniéndose la siguiente ecuacion:
y = 0,0278x + 3E — 05, R? =0,9985 Ecuacion 3-5

Para los calculos se utiliza la siguiente férmula:

m=EF, —FE; — E, Ecuacion 3-6
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2174 [m—Eq] =" 4« W Ecuacion 3-7
Kg 55,84

Donde:

m = numero de ug de Fe

W = peso de la muestra en gramos

(Eo) = valor de la primera lectura de absorbancia

(E2) = valor de la segunda lectura de absorbancia

(E4) = valor de la lectura de absorbancia del blanco de reactivos
mEq/Kg= miliequivalentes por Kilogramo

Peso atdomico del Hierro= 55,84

= indice de p-anisidina (AV)

Para la determinacion de este indice se pesaron 1,5 gramos de muestra en un matraz
volumétrico de 25 mL y se diluyd a volumen con isooctano. Se midié la Absorbancia de la
solucion a 350 nm, en una cubeta, con el espectrofotémetro, donde se usé de referencia
la cubeta llena de solvente como blanco. Se pipeted exactamente 5 mL de la solucién
aceitosa en un tubo de ensayo y exactamente 5 mL del solvente en un segundo tubo de
ensayo. Luego se adiciond 1 mL del reactivo p-anisidina (solucién) para cada tubo y se
agité. Luego de exactamente 10 min se midio la absorbancia del solvente en el primer tubo
de ensayo en una cubeta a 350 nm, usando la solucién del segundo tubo de ensayo como
blanco en la cubeta de referencia. El indice de p-anisidina viene dado por la siguiente
expresion:

25-(1,2:As — Ab)
m

Indice de p — anisidina = Ecuacion 3-8

Donde:

As: Absorbancia de la disolucién de materia grasa después de reaccionar con la p-
anisidina

Ab: Absorbancia de la disolucion de la materia grasa

M: Masa, en gramos, de la muestra pesada
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=  Valor TOTOX

El valor de p-anisidina (AV) a veces se mide junto con el valor de perdxido para determinar
el valor TOTOX (TV), donde TV = 2PV + AV.

3.2.1 Color

Para determinar las caracteristicas espectrales de los extractos oleosos del polen apicola
se utilizé un medidor de colorimetria CR-400 konica Minolta Sensing. Inicialmente se midid
un estandar (blanco). Para ello, se colocé la sonda sobre el estdndar, se selecciona
CALIBRAR y se acciona la tecla ENTER. La calibraciéon requiere aproximadamente 6
segundos. Al finalizar correctamente aparecera una confirmaciéon. Posteriormente, se
realiza la medicion de las muestras, las cuales se ubican dentro celdas de medicion. La
sonda del equipo se ubica sobre las celdas de tal manera que cubra toda la superficie de
medicidon. Se presiono la tecla ENTER y la medicion se iniciara inmediatamente. La

informacion se obtuvo en las coordenadas CIELAB (L*, a*, b*).

- La calibracién de referencia debera realizarse con las mismas condiciones ambientales
que la medicion de las muestras correspondiente.
- La calibracién de referencia debera realizarse antes de comenzar a trabajar o después

de una interrupcion del trabajo.

3.2.2 Carotenoides totales

El contenido de carotenoides totales (CT) de los extractos oleosos se determind, siguiendo
la metodologia descrita por (Salazar et al., 2013). Se pesaron de 50-100mg de extracto
oleoso en un balon aflorado de 25mL. En seguida, se llevé a volumen con acetona y se
midié la absorbancia a 450 nm, usando acetona como blanco en un espectrofotdmetro
JASCO Modelo V-730 UV / VIS, con el software Spectra Manager (Jasco, Italia) en una
celda de cuarzo de 1 cm. Se preparoé una curva de calibracién usando [3-caroteno estandar
297 % (UV) (Sigma Aldrich, USA) en un rango de concentracion desde 0,50 hasta 4,50 ug
mL™", obteniéndose la ecuacién (y = 0,2016x + 0,0598, R?>=0,9983), donde y es absorbancia
(adimensional, unidades de absorbancia) y x es concentracion (ug B-caroteno mL™). Los
CT se calcularon en mg equivalentes de B-caroteno por kilogramo de extracto oleoso
(Salazar Gonzalez, 2014).
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3.2.3 Microscopia electrénica de barrido (MEB)

Las muestras previamente deshidratadas fueron montadas en talones de SEM, se uso6
recubrimiento metalico de oro y de evaporacién de carbono para observacion de muestras
no conductoras y un secador de punto critico para tratamiento de muestras biologicas. Las
imagenes se obtuvieron con un microscopio electronico de barrido QUANTA 200 marca
FEI con detectores de electrones secundarios y electrones retro dispersados y una sonda

EDAX (Figura 3- 2). Diferentes imagenes fueron tomadas a magnitudes de 2000X y 4000X.

K PELIGRG

R e —

Figura 3- 2: Microscopio electronico de barrido

3.3 Analisis estadistico

Las bases de datos y los graficos se elaboraron en Excel. Para el analisis de los resultados
obtenidos se utilizé un analisis de varianza (ANOVA) con el programa estadistico Excel,
con el fin de determinar si existian diferencias entre los tiempos y tratamientos de cada
una de las muestras. Para identificar las muestras significativamente diferentes se realizé
una comparacion de medias mediante la prueba Tukey HSD (p<0.05). Dentro del analisis
estadistico para los reportes obtenidos del laboratorio, la descripcidén se hizo utilizando la
media y la desviacion estandar. La metodologia de superficie de respuesta (RSM) permitid
analizar simultaneamente los efectos de las variables de amplitud y tiempo en la extracciéon
por ultrasonido de polen apicola. Adicionalmente, se realizé un Analisis de Componentes
Principales (PCA) para evaluar de manera global los datos obtenidos de color de los

extractos oleosos.
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3.4 Resultados y discusidn

3.4.1 Determinacion de las variables de extraccion

La Figura 3- 3 muestra los resultados de t/Ct contra el tiempo en su forma lineal (Ecuacion
3-4), donde C; es la concentracion de carotenoides correspondiente a cada tiempo t. La
cinética de extraccion de los compuestos liposolubles del polen apicola en aceite mostro
un rapido incremento inicial en la concentracibn de carotenoides en el extracto,
produciéndose posteriormente una disminucién en la velocidad de acumulacion tendiendo
hacia a su estabilizacion con respecto al tiempo (Figura 3- 3). Los datos obtenidos de la
extraccion se ajustaron a un modelo cinético de segundo orden (R2= 0.9968) (Figura 3- 4).
El modelo de segundo orden se ajusté adecuadamente al proceso de extraccion
experimental lo que nos permite considerar que este modelo puede ser utilizado para

expresar adecuadamente el proceso fisicoquimico de extraccion.

Cinética de extraccion de carotenoides

0,06

0,05 e
0,04
0,03

0,02

[1 ug/mg aceite

0,01
0

Dias

Figura 3- 3: Cinética de extraccion de carotenoides del polen apicola.
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Modelo de segundo orden
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Figura 3- 4: Modelo de segundo orden aplicado a la cinética de extraccion de
carotenoides del polen apicola.

El tiempo 6ptimo de extraccion se calculd considerando como tiempo optimo a aquel que
nos permita obtener el 95 % del rendimiento maximo esperado (Cs), siendo estos 13 dias.
Sin embargo, este dia no se encontraba dentro de los dias analizado y se aproximé al dia
14,

Contenido de carotenoides totales a diferentes
dias de extraccion

(0]
8 006 5 be c
It a,b <
9 0,05 :
Q0 a
S 0,04
5
5 003
3 0,02
(<ol
® 0,01

0

1 5 8 12 14

Dias

Figura 3- 5: Promedio y desviacion estandar del contenido de carotenoides en diferentes
dias de extraccion.

Letras iguales representa que no hay diferencia significativa en el promedio (p < 0.05) de acuerdo
con la prueba de Tukey entre los diferentes dias de extraccion.
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Finalmente se realizé una prueba de Tukey para determinar qué dia no presentaba
diferencias significativas en el contenido de carotenoides (Figura 3- 5). El tiempo 6ptimo
de extraccion segun la cinética de extraccion fue 14 dias sin embargo al observar los
resultados de la Figura 3- 5 encontramos que el contenido de carotenoides totales del dia

8 no presenta diferencias significativas, con el tiempo éptimo de la cinética.

En polen apicola se han realizado pocas extracciones por agitacién continua para la
obtencion de extractos ricos en carotenoides, sin embargo con este método Salazar et al.,
(2019) mostro que una relacion en peso de polen apicola: proporcion de aceite de 60% y
12 dias de extraccién permite obtener extractos ricos en carotenoides, en ese trabajo se
evaluaron diferentes relaciones polen: aceite y se determind que a mayores relaciones
matriz-disolvente es posible obtener extractos con mejores rendimientos de extraccion.
Comparando con este estudio la inclusion de la homogenizacion con un Blixer permite
disminuir el tiempo de extraccion a 8 dias. Esta disminucién puede deberse a la accion que
ejercen las cuchillas sobre el tamafo y estructura de los granos de polen. La pared exterior
del polen apicola se conoce como exina y es muy flexible, elastica, fuerte y firme; esta
hecho de esporopolenina, un compuesto que proporciona resistencia quimica al polen y
conserva los compuestos que se encuentran dentro de él (Zuluaga-Dominguez et al.,
2019). El estudio realizado por Yang et al., (2019) donde aplica un tratamiento de molienda
con bolas al polen apicola de rosa mostro que este disminuye el tamano de particula hasta
12,73 ym y rompe parcialmente la exina, produciendo una mayor liberacion de los

compuestos nutricionales.

Los extractos por agitaciéon han sido usados en la pigmentacién de la carne de la trucha
arco iris (Torres et al., 2020). En este estudio, el polen se mezclé con aceite vegetal en
una proporcion de 0,25:1, durante 24 h con agitacién constante y en la oscuridad. Los
resultados obtenidos en este estudio indicaron que las truchas alimentadas con este
extracto presentaban un color rosa palido en comparacion con una dieta sin carotenoides

afadidos y se recomendd probar extractos mas concentrados.

= Extraccion asistida por ultrasonido

La Ecuacioén 3-9jError! No se encuentra el origen de la referencia. representa
el modelo matematico para la variable de carotenoides totales (Y). Este modelo present6

un buen ajuste a los datos experimentales con un R? de 86,498. La respuesta del contenido
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de carotenoides totales mostré diferencias significativas entre todos los tratamientos con

un nivel de confianza del 95,0%.

Y =0,016459 + 0,000015696*X; + 0,0022059*X - 0,000006105*X/? +
0,000028157*X1*Xz - 0,00011053*X2? Ecuacion 3-9

La prueba de falta de ajuste esta disefiada para determinar si el modelo seleccionado es
adecuado para describir los datos observados o si se deberia usar un modelo mas
complicado. La prueba se realiza comparando la variabilidad de los residuos del modelo
actual con la variabilidad entre observaciones obtenidas en condiciones repetidas de los
factores. El valor-P para la falta de ajuste en la tabla ANOVA es mayor que 0,05, el modelo

parece ser adecuado para los datos observados al nivel de confianza del 95,0%.

Los resultados obtenidos de todos los experimentos que correspondieron al modelo
explicado se procesaron aplicando la metodologia de superficie de respuesta con el
programa estadistico StatGraphics. De esta forma se obtuvieron las condiciones 6ptimas
de extraccion de los carotenoides totales. Como resultado las condiciones optimizadas
para la extraccion convencional de carotenoides totales de polen apicola fueron: amplitud

34,4 y tiempo 14,4 minutos.

Superficie de Respuesta Estimada
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Figura 3- 6: Grafico de superficie de respuesta.

La Figura 3- 6 muestra la grafica de superficie de respuesta para la determinacion de
carotenoides totales en funcién a las variables de amplitud y tiempo. Asi mismo, se puede

observar que a medida que se incremento el tiempo de extraccion en amplitudes altas hay
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un aumento en el contenido de carotenoides totales, mientras que a amplitudes bajas se

presenta una disminucion.

La extraccion asistida por ultrasonido del polen apicola se ha centrado en la fracciéon
hidrosoluble y no se disponen datos de la extraccién liposoluble. Dentro de los compuestos
extraidos en la extraccion hidrosoluble se encuentran polifenoles y flavonoides (Mufioz et
al., 2020), polisacaridos (Mi et al., 2020), quercetina y kaempferol (Lv et al., 2015). La
especificidad de la extraccion asistida por ultrasonido se puede mejorar por medio de la
variacion y optimizacién de los parametros como: frecuencia de ultrasonido, ciclo de
propagacion (continuo o discontinuo), potencia nominal del dispositivo, amplitud, tipo y
geometria del sistema (Bruno et al., 2019). Este método de extraccion se puede aplicar de
dos maneras: directa o indirectamente a la muestra. En la primera la sonda se sumerge en
la solucién y la segunda se realiza a través de las paredes utilizando un bafio que
disminuye hasta 100 veces la potencia suministrada por el método directo (Goula et al.,
2017). Los beneficios de esta técnica en la industria alimenticia son la mejora general del
rendimiento de extraccion, la oportunidad de utilizar disolventes alternativos (GRAS) y la

reduccion del tiempo de procesamiento (Strati & Oreopoulou, 2014).

Para todos los tipos de extraccion se debe tener en cuenta las limitaciones que ejerce la
exina sobre la liberacion de los compuestos nutricionales y antioxidantes liposolubles, en
este caso se esta usando una combinacién de tratamientos fisicos que facilitan la
extraccion al romper la exina. El estudio realizado por Yang et al., (2019) donde aplica un
tratamiento de ultrasonido al polen apicola monofloral muestra que la exina se rompe
ampliamente en fragmentos por las aberturas germinales después del tratamiento con
ultrasonido. Adicionalmente, indican que este tratamiento podria promover la liberacién de
algunos componentes nutricionales del polen apicola de rosa. Sin embargo, el tratamiento

podria causar pérdidas en vitamina B1 y vitamina C.

3.4.2 Extraccion con fluidos supercriticos

Pocas extracciones con fluidos supercriticos se han llevado a cabo en el polen apicola.
(Xu et al., 2009) evalud la extraccién de los acidos grasos de polen apicola mono floral de
colza y optimizo las condiciones de presion, la temperatura y el CO, y encontré que las
mejores condiciones estan en un rango de presion 13,2 — 46,8 MPa, temperatura 33,2—
66,8 °C y CO; caudal 6,6 - 23,4 L/h mientras que (Wang et al., 2009) determind que las
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condiciones optimas de SFE son: presion de extraccion a 35 MPa, temperatura a 45 °C y
tiempo de extraccion dinamica a 90 min. Posteriormente (Xu et al., 2011) evalud la
extraccion en polen mono floral de loto y obtuvo que la presiéon y temperatura optima era
de 38,2 MPay 49,7 °C lo cual concuerda con (Xu et al., 2009). Para este estudio se tuvieron
en cuenta los rangos de condiciones propuestos por Xu et al., (2009), presion de 45 MPa
y temperatura de 50°C, bajo estas condiciones de extraccion mencionadas, se obtuvo un
extracto oleaginoso, de color naranja intenso, con olor caracteristico. La extraccion se
realiz por lotes de 2 kg de muestra apicola de cada una de las regiones y épocas, en total
de los 12 kg cargados para la extraccion se produjeron 372gr en extractos recuperados, o

que significa un rendimiento aproximado del 3 al 3,5 % de todo el proceso de extraccion.

El efecto del tratamiento con fluidos supercriticos con CO; en la pared celular del polen
apicola a través de la extraccion fue descrito por Xu et al., (2009), quien ha encontrado
que las células de polen apicola se rompen completamente a 45 MPa con hendiduras
lineales, este tratamiento permite que el CO, permee adecuadamente la pared celular del

polen apicola y se extraigan adecuadamente los compuestos de interés.

Los extractos con fluidos supercriticos se han usado en La suplementacion con
compuestos naturales en piensos para peces, (Messina et al., 2020) mostro que la
inclusion del extracto del polen en la dieta del Sparus aurata tenian un efecto estimulante

sobre inmunidad del suero de los pescados dadas sus altas propiedades antioxidantes.

En el ambito medicinal, (Yang et al., 2014) estudio el efecto protector del extracto con
fluido de CO; supercritico de polen de colza (SFE-CO;) en el desarrollo de la hiperplasia
prostatica benigna (HPB), los resultados mostraron que el tratamiento con SFE-CO: inhibe

su desarrollo, indicando que puede ser un agente util en el tratamiento de la HPB.

3.4.3 Pruebas de oxidacion de los extractos oleosos

» indice de peréxidos

Los aceites con compuestos insaturados son particularmente susceptibles a la oxidacion,
desarrollando peroxidos bajo malas condiciones de almacenamiento en frio o congelado.
Los peroxidos son los precursores de productos de la descomposicion que provocan
sabores rancios. La concentraciéon de peréxidos es indicativa de oxidacion durante las

primeras etapas del deterioro de los lipidos, este indice se vuelve menos confiable durante
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la ultima etapa de deterioro, porque aumenta la degradacion del peréxido (Irwin & Hedges,
2004).

Tabla 3- 3: indice de peréxidos de extractos oleosos del polen apicola expresado como
mEq de oxigeno/ kg de extracto

Occidente Nororiente Suroriente
Extraccion . - . - . -
Sequia Lluvia Sequia Lluvia Sequia Lluvia
C 2,22 + 0,319 (2,01 +0,124|1,47 + 0,09*>¢| 0,72 + 0,032 |1,60 + 0,11>9] 1,70 + 0,08°
U 0,69 + 0,08 71,20 + 0,06°|0,97 + 0,01>°|1,35 + 0,03%°(1,81 + 0,08% 9| 1,66 + 0,12°d*
S 0,62 + 0,037 |0,61 +0,157| 0,06 + 0,03 ND 0,46 +0,187 | 0,68+0,12f
Aceite de girasol ‘ 1,626+0,07¢

ND: no detectado. C=convencional, U=ultrasonido, S=supercriticos. Letras iguales representa que
no hay diferencia significativa en el promedio (p < 0.05) de acuerdo con la prueba de Tukey entre
el contenido de peroxidos de las diferentes metodologias de extraccion, region o época.

En base a los resultados obtenidos de los analisis de indice de perdxidos que se presentan
en la Tabla 3- 3, se observa que, del total de muestras analizadas, todas cumplieron con
el parametro de calidad establecido por el Codex Alimentarius; este parametro indica que
para que un aceite sea apto para consumo humano el indice de peréxidos de este debe

ser menor o igual a 10 mEq de oxigeno/ kg de aceite.

La diferencia entre los valores de indice de perdxido de los diferentes extractos se debe
principalmente al tipo de extraccion, en la extraccidn por ultrasonido, se presenta un
aumento de la temperatura (<50°C), lo cual podria llevar a la formacién de compuestos de
oxidacién primaria incrementando el indice de peroxidos, sin embargo, se debe tener en
cuenta que los hidroperéxidos se descomponen facilmente a temperaturas elevadas, por
lo que en esta extraccion se podria incurrir en pérdidas (Irwin & Hedges, 2004). Por otra
parte, se puede observar que los mayores valores corresponden a la extraccion
convencional, lo cual puede deberse a la prolongada exposicion de los extractos al oxigeno

de la atmosfera.

Estos resultados son de gran importancia ya que los peroxidos pueden ocasionar dafos a
la salud al degradarse y formar radicales, capaces de formar mondmeros oxidados,
dimeros, polimeros y benzopirenos, los cuales son altamente téxicos en el aceite, podrian

generar consecuencias en la salud, ya que estas moléculas son perjudiciales y pueden
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provocar el desarrollo de una enfermedad crénica no transmisible siendo la mas letal, el
cancer (FAO, 2008).

* [ndice de p-anisidina

El principio de este indice radica en la reaccion entre los compuestos aldehidicos y la p-
anisidina (p-metoxianilina). La intensidad del color de los productos amarillentos formados
en la reaccion depende no solamente de la cantidad de compuestos aldehidicos presentes
sino también de su estructura: un doble enlace en la cadena carbonada, conjugado con el
doble enlace del carbonilo, aumenta la absorbancia molar en 4 o 5 veces. Esto significa
que los 2-alquenales contribuyen prioritariamente al valor determinado (Irwin & Hedges,
2004).

Tabla 3- 4: indice de p-anisidina de extractos de polen apicola expresado como mEq de
oxigeno / kg de extracto

Occidente Nororiente Suroriente
Extraccion Sequia Lluvia Sequia Lluvia Sequia Lluvia
Cc 0,91 +0,06% 0,88 + 0,012|0,44 + 0,04 > 0,47 + 0,01>|0,51 + 0,049/ 0,90 + 0,01?
U 1,09 £ 0,01¢/0,57 + 0,01¢| 0,27 + 0,07° | 0,36 + 0,02*"| 0,30 + 0,01° |0,29 + 0,01°
S 0,06 + 0,019/0,07 £ 0,05°| 0,07 £ 0,019 | 0,06 + 0,04° | 0,12 £ 0,01° |0,09 £ 0,06°
Aceite de girasol | 0,349+0,006

C=convencional, U=ultrasonido, S=supercriticos. Letras iguales representa que no hay
diferencia significativa en el promedio (p < 0.05) de acuerdo con la prueba de Tukey
entre las diferentes metodologias de extraccion, region o época.

En base a los resultados que se presentan en la Tabla 3- 4 no se encontraron referencias
de valores de indice de p-anisidina en aceites enriquecidos de polen apicola o para los
extractos supercriticos, sin embargo, teniendo en cuenta lo establecido por el Codex
Alimentarius podemos observar que todos los extractos cumplen la normativa de ser menor
o igual a 20 meq de oxigeno/ kg de aceite. Debido a que este es un analisis secundario de
oxidacion, indica al igual que el indice de perdxidos, el grado de oxidacién de la muestra,
sin embargo, este tipo de analisis tiene una mayor precisién y adecuacion, y permite
identificar los subproductos de la degradacion de los perdxidos y las sustancias formadas

de los mismos que se producen durante todo el proceso de fritura (Grompone, 1991).
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* indice TOTOX

En el calculo del indice TOTOX se tiene en cuenta los cambios en los valores de peréxido
y p-anisidina propios del aceite de girasol mas los producidos durante los procesos de
extraccion de compuestos oleosos del polen apicola y durante el almacenamiento. Durante
la fase inicial de oxidacion de lipidos, los hidroperdxidos pueden aumentar constantemente
hasta un maximo y luego comenzar a disminuir. Al mismo tiempo, a medida que los
hidroperdxidos reaccionan mas, comienzan a formarse aldehidos que afectan la calidad

de la grasas y mide el grado de rancidez de los aceites (Irwin & Hedges, 2004).

El valor de oxidacion total (TOTOX) es la combinacién entre el valor de los indices de
peréxido y la p-anisidina. El indice de peroxidos representa el potencial de degradacién de
la calidad sensorial y la p-anisidina, muestra el estado de deterioro efectivo y permite tener
en cuenta tanto el historial oxidativo del aceite como el potencial de un mayor deterioro
(Irwin & Hedges, 2004).

Tabla 3- 5: indice TOTOX de extractos ricos en carotenoides

Rgglig / Occidente Nororiente Suroriente
Extraccion Sequia lluvia Sequia lluvia Sequia lluvia
Cc 5,36 £ 0,58% 1| 4,89 +0,24%" | 3,38 +0,14%¢4| 1,91+0,07° |3,71+0,18>"| 4,29 +0,17""
U 2,47 £0,14%%| 296 +0,12° | 2,21 +£0,05° | 3,05+ 0,072>° | 3,93+ 0,15%" | 3,62 + 0,24%%¢
S 1,30 £ 0,07 1,29+0,26' | 0,190 + 0,068 | 0,06 + 0,04% 1,07 £ 0,36 1,46+0,18
Aceite de girasol 0,732+0,025

Letras iguales representa que no hay diferencia significativa en el promedio (p < 0.05) de acuerdo
con la prueba de Tukey entre las diferentes metodologias de extraccion, region o época.

El valor TOTOX oscilé entre 0,190 y 5,355 en los extractos analizados (Tabla 3- 5). En
general los aceites extraidos por la metodologia convencional presentaron los valores mas
altos, lo que indica un alto grado de oxidacion, lo anterior puede deberse a la influencia del
oxigeno atmosférico en el desarrollo de la rancidez, en la produccién de olores
desagradables y en la polimerizacién de los aceites. Los valores bajos de oxidacién total
significan un mejor valor nutricional del aceite, que en este caso estan representados por
los extractos supercriticos con valores que oscilan entre 0,06 y 1,46. A diferencia de los
valores de perdxido y p-anisidina el valor TOTOX no cuenta con una normatividad

especifica, sin embargo, valores por debajo de 10 es una caracteristica de los aceites
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frescos de alta calidad, caracteristica que podria emplearse para todos los extractos

analizados.

3.4.1 Color

Se obtuvieron las coordenadas CIELAB (L*, a*, b*) de forma automatizada a través de un

colorimetro Konica Minolta CR400, el promedio y desviacion estandar de los diferentes

extractos se muestran en la

Tabla 3- 7.
Tabla 3- 6: Color de los diferentes extractos del polen apicola
Region Occidente Nororiente Suroriente
Epoca Sequia Lluvia Sequia Lluvia Sequia Lluvia

Convencional

Ultrasonido

Supercriticos

Tabla 3- 7: Coordenadas CIELAB (L*, a*, b*) de los extractos oleosos

Region Occidente Nororiente Suroriente

Epoca Sequia Lluvia Sequia Lluvia Sequia Lluvia
L*| 26,3x1,72°¢ 249+0,3° 36,2+0,2¢ 36,2+2,21¢ 41,926 334+0,79f

CcC | a* 55+0,12° 14,2+0,6" 24,4 +0,19%¢ 79+0,7° 253+0,7°¢ 295+1,2°¢
b* 175+1,02¢ 11,4+0,3 30,3+0,2f 25,7 +3,25¢ 40,2+69f 247+14°
L*| 29.0+0,92" 32,1+1,9bef 348+16%" |283+x14abc| 327+0,1b¢ 36,2+0,2¢

u |a* 47+0,2° 19,5+ 1,8¢1 21,7+21¢°f 53+0,42° 219+0,4¢9 32,3104
b* | 19,7+0,92b° 228+29¢ 28,7+4,0f 16,2+ 1,724 242+0,6° 309+0,5f
L* 47,2+0,89 28,7+0,22ab¢ 262+1,72°¢ 46,0 + 1,29 254 +0,12°¢ 27,8+0,6°

S | a* 23,7+1,14 23,2+0,2¢ 12,2+0,6" 22,7+0,2%° | 195+0,1%91 20,4+0,1"9
b* 47,1+ 3,5f 20,3+0,6 ¢ 19,1+3,02¢d 47,6 £ 1,137 14,0+0,3%¢ | 20,4+0,22a¢cd
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Letras iguales representa que no hay diferencia significativa en el promedio (p < 0.05) de acuerdo
con la prueba de Tukey entre cada variable de color y las diferentes regiones y épocas.

La primera impresion que se tiene de los alimentos generalmente es visual y su aceptacion
depende en mayor o menor medida de su color. La apreciacién de esta cualidad puede
dar lugar a ideas preconcebidas acerca de otros factores de calidad como son el sabor y
el aroma. Al igual que el polen se espera que los extractos oleosos muestren una gama de
colores muy diferentes, que pueden ir desde el blanco o amarillo palido al rojo oscuro o
incluso negro (Mateo et al., 1992; Terrab et al., 2004c). El color del polen esta relacionado
con el origen botanico, el contenido mineral, los métodos utilizados en el procesado
industrial y la temperatura y/o tiempo de almacenamiento, de igual manera, estos

parametros afectaron el color en los extractos obtenidos.

El espacio de color CIELAB (a*, b* L*) es ideal porque permite la separacion de
informacion cromatica y acromatica. Ademas, es un espacio de color uniforme, similar a la
percepcién visual humana, y también uno de los mas utilizados para la alimentacion
(Salazar-Gonzalez et al., 2018). En general, todos los extractos presentan diferentes
coordenadas de cromaticidad, aunque todos ellos se encuentran en el primer cuadrante,
correspondiente a valores de a* y b* positivos y L* superiores a 24, encontrandose las
principales diferencias en la coordenada L*, el extracto mas oscuro se presentd en el
extracto convencional en la época e lluvia de occidente, con un L* igual a 24,9, mientras
que la mas luminosa con un L* igual a 46,0 fue el extracto por supercriticos en la época de
lluvia de Nororiente. Dado que el polen apicola tiene coordenadas colorimétricas en el
rango amarillo-naranja, se esperaba que el color en sus extractos oleosos variase de igual
manera, se puede observar que todos los valores de a* estan relacionados con la
luminosidad hacia el rojo y analogamente las coordenadas b* de las muestras oleosas
muestra la desviacion hacia el amarillo. Hay que destacar que el valor medio de b* es

mayor al de a*, lo que significa que predomina el componente amarillo sobre el rojo.

Los valores L*, a* y b* indican que todos los extractos oleosos del polen son amarillos-
rojos y ligeramente opacos. No se encontraron valores de color de extractos oleosos de
polen apicola, sin embargo, al compararlo con muestras de polen, Navarro Montero (2014)
reportd un color de polen similares en valores L* menores a 50, pero menos amarillos y
ligeramente menos rojos que los encontrados. No obstante, ningun polen ni aceite puede

coincidir por completo con las 6 caracteristicas de color descritas debido a que provienen
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de diferentes especies vegetales por lo que varia de un lugar a otro. No existe una
correlacion entre las metodologias de extraccion, las épocas ni las regiones de los

extractos oleosos.

A partir de los parametros colorimétricos a* y b* se determinaron los parametros
psicométricos, croma (C*ab), tono (H*a) (Tabla 3- 8). C*a permite fijar para cada tono su
grado de diferencia en comparacion con un color gris de la misma luminosidad y se

relaciona con el atributo cuantitativo de tono. H*a, es el atributo por el cual los colores han

sido tradicionalmente definidos como rojizos, verdosos, etc. (Meléndez-Martinez, 2017).

Tabla 3- 8: Croma y Tono de los extractos oleosos de polen

Region Occidente Nororiente Suroriente
Epoca Sequia Lluvia Sequia Lluvia Sequia Lluvia

Ca | 183102 | 269+£3,3° 476579 | 385+1,8% | 18,2+0,6° 38,9+0,2¢¢

c Ha | 727062 | 72,8+06° 57,5+4,5¢4 40,0+0,5°¢ 389+0,5° 51,2+0,1°

u Ca | 20,3+09°2| 171+1,72 | 327+0,6%¢ | 447+0,6% | 30,0+3,3b¢ 36,0+44°
Ha | 76,720,112 | 72,0£0,3° 479+0,2° 43,7+0,2°¢ 494 +1,0° 529+1,2°b
Ca |528+279| 527+1,14 240+0,12 28,8+0,2° | 30,8+0,5"¢ 22,7+222

S Ha | 6322287 | 645+£04F 35,7+0,8° 45,0+0,3° 412+0,6° 57,1+5,3¢

C=convencional, U=ultrasonido, S=supercriticos. Letras iguales representa que no hay diferencia
significativa en el promedio (p < 0.05) de acuerdo con la prueba de Tukey entre cada variable de
color y las diferentes regiones y épocas.

Los valores de C*a y H'ap del extracto por ultrasonido en la época de lluvia del Nororiente
indican que posee el color del mas naranja entre los extractos. los mayores valores en el
tono (H'a») lo tienen todos los extractos del Occidente, por lo que muestra que estos tienen
coloracion amarilla. Los extractos supercriticos de Occidente son los tienen el mayor valor
de C*a, por lo que son los extractos con el color mas vivo de todos los amarillos. En
general, se detectd una gran dispersién en los valores, debido a la gran variaciéon de color
presentada por las muestras iniciales de polen apicola, encontrando extractos claros

(angulo de tono elevado) y otros mas oscuros (angulo de tono bajo).

La medida instrumental del color de los alimentos es importante ya que representan
caracteristicas interesantes tanto para el control de calidad, como para la estimacién del
contenido de pigmentos. Por ejemplo, para determinar el contenido de carotenoides de

una muestra por medio del analisis por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC)
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requiere al menos dos horas de trabajo, ya que estos deben pasar por procesos de
extraccion, saponificacion y analisis. Ademas, cada una de estas operaciones pueden
acarrear la degradacion de los carotenoides (Meléndez-Martinez, 2017). Por el contrario,
al realizar medidas de color se podria obtener una estimacion, aunque menos precisa, pero
de forma casi inmediata del contenido de carotenoides de una muestra, por tal motivo se
evaluo la correlacion entre los componentes principales de los parametros de color y el
contenido de carotenoides totales de las muestras de los extractos oleosas del polen

apicola, a través de los coeficientes de correlacion y los correspondientes valores p.

Antes de verificar las correlaciones se ejecutd un analisis de componentes principales. El
proposito del analisis fue obtener un numero reducido de combinaciones lineales de las 5
variables de color que expliquen la mayor variabilidad en los datos. En este caso, 2
componentes se han extraido puesto que 2 componentes tuvieron eigenvalores mayores
o iguales que 1,0. En conjunto ellos explican 98,5693% de la variabilidad en los datos

originales.

Con los valores de los componentes principales de cada muestra se realizé la evaluacion
de la correlacién con el contenido de carotenoides totales. En la Tabla 3- 9 se muestran
las correlaciones momento producto de Pearson, entre cada par de variables. El rango de
estos coeficientes de correlacion va de -1 a +1, y miden la fuerza de la relacion lineal entre
las variables. El segundo numero en cada bloque de la tabla es un valor-P que prueba la

significancia estadistica de las correlaciones estimadas.

Tabla 3- 9: Correlaciones entre los componentes principales del color y los carotenoides
totales de las muestras oleosas del polen

Carotenoides
totales

0,0000 0,0125

PCOMP_1|PCOMP_2

PCOMP_1
COMP_ 1,0000 0,9283
0,0000 -0,4111

PCOMP_2
COMP_ 1,0000 0,0020

Carotenoides| 0,0125 -0,4111
totales 0,9283 0,0020

Valores-P abajo de 0,05 indican correlaciones significativamente diferentes de cero, con
un nivel de confianza del 95,0%. En este caso el par de variables que tienen valores-P por

debajo de 0,05 fueron PCOMP_2 y el contenido de carotenoides totales. Lo anterior
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concuerda por lo reportado por Salazar-Gonzalez et al., (2020) quien desarrollé una
metodologia para la estimacion de carotenoides a partir de parametros de color de
imagenes digitales en muestras de polen apicola. Esta metodologia permite la
identificacion rapida de carotenoides en muestras de polen apicola; sin embargo, podrian
usarse otras técnicas Opticas, como espectros infrarrojos y regiones de recoleccion, para

mejorar la correlacion en mas compuestos.

3.4.2 Carotenoides totales

A los extractos oleosos de polen apicola obtenidos por extraccidn convencional,
ultrasonido y supercriticos se les determino el contenido de carotenoides totales por

espectrofotometria y se muestran a continuacion:

Tabla 3- 10: Carotenoides totales en los extractos oleosos de polen apicola expresado
como mg B-caroteno/ kg aceite

» NO o SO
Extraccion Sequia Lluvia Sequia Lluvia Sequia Lluvia
C 423,7+6,8° | 853,9+24%¢ | 117,1+1,22 128,6 +4,82 | 480,0+1,2P°¢ | 578,8+9,6 ¢
U 429,7+33° | 1089,8+7,1° | 126,3+£21,22 | 1122+29°?% |517,2+10,8>¢| 659,9+ 12,34
S 5406,0 £+21,57| 9362,2+ 98,09 | 3749,5+21,1" | 2668,6 + 31,4' | 6259,0 + 56,8/ | 6990,1 +63,6

Letras iguales representa que no hay diferencia significativa en el promedio (p < 0.05) de acuerdo
con la prueba de Tukey entre las concentraciones de las diferentes regiones y épocas.

Como era de esperar, a mayores contenidos de carotenoides en el polen mayor
concentracion de carotenoides en los extractos. Los mayores contenidos de carotenoides
se presentaron en la extraccidén con supercriticos, seguido por ultrasonido y por ultimo la
extraccion convencional. El contenido de carotenoides en los extractos supercriticos
reportados en este trabajo variaron de 2,7-9,4 g/kg de aceite, los cuales concuerdan con
lo reportado por Xu et al., (2011) quienes estudiaron el extracto supercritico de polen
apicola monofloral de loto (6,0-8,7 g/kg aceite). Comparado con el contenido de
carotenoides de los extractos supercriticos, el contenido es alrededor de 10 veces mas
que el extracto convencional. La tendencia que se habia observado de mayores contenidos
en la época de lluvia en el polen apicola y en los extractos convencionales no se mantuvo,
en este caso la muestra de Occidente presento un mayor contenido en la época seca, tanto

en la extraccidén supercritica como en la de ultrasonido, aunque en este ultimo no se
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presentaron diferencias significativas entre las épocas ni con la extraccion convencional.
En las muestras Nororiente y Suroriente si se mantuvo la tendencia de mayores contenidos

en la época de lluvia en todas las extracciones.

Los mayores contenidos presentes en la metodologia de extraccién por ultrasonido
respecto a la convencional pueden deberse a que los lipidos que se encuentran
principalmente en las paredes del polen (Zuluaga, 2015) pueden liberarse después de la
ruptura de la pared. Un estudio realizado por Wu et al., (2019) mostro que el ultrasonido
puede aplastar eficazmente las paredes de polen (capa de polen, exina, intina y
citoplasma). Después de que las muestras de polen apicola se trataron con ultrasonido, la
exina y la intina de las paredes del polen se rompieron por completo en fragmentos con
tamanos de particula mas pequefios y valores de superficie especifica mas altos que los
de la muestra de polen sin tratar. Los hallazgos de este estudio parecen confirmar que la

pared de polen impide la liberacion y absorcion de los nutrientes del polen.

En el estudio realizado por (Salazar et al., 2019) el contenido obtenido para poélenes del
altiplano cundiboyacense por extraccion convencional fue de 968,8 + 4,2 mg 3-caroteno/kg
aceite, valor comparable con los obtenidos en la muestra Nororiente en la época de lluvia
por los dos métodos de extraccion, las diferencias se deben principalmente a los

contenidos de carotenoides iniciales de cada uno de los pélenes.

3.4.3 Perfil de acidos grasos

El perfil de acidos grasos fue analizado para los extractos oleosos del polen con el mayor
contenido de carotenoides totales, en este caso fue la muestra NO en época de lluvia, los

resultados se muestran en la Tabla 3- 11.

Se encontrd que en la extraccion convencional y por ultrasonido el acido linoleico [C18:2n-
6c] fue el acido graso mas importante, seguido por el acido oleico [C18:1n9c], palmitico
[C16:0] y estearico [C18:0]. En la extraccién por supercriticos el acido graso mas
abundante fue el a-linolénico [C18:3n-3] seguido por el acido linoleico [C18:2n-6¢], estos
acidos grasos esenciales ofrecen importantes beneficios para la salud y la nutricién, como
la proteccién contra enfermedades cardiovasculares (Guillén et al., 2003); en la prevencion
de la artritis, cancer, enfermedades coronarias, diabetes, entre otros (Gogus y Smith, 2010;

Hanssen et al., 2011). El alto contenido de o-linolénico encontrado en el extracto
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supercritico es un aspecto relevante desde el punto de vista nutricional, debido a la
escasez de fuentes alimentarias del mismo. Sin embargo, se debe tener precaucion con el
calentamiento y almacenamiento del extracto para conservar la configuracién cis del a-

linolénico (Barajas Gémez et al., 2016).

Tabla 3- 11: Perfil de acidos grasos de los extractos convencionales, ultrasonido y
supercriticos de la muestra NO en la epoca de lluvia.

% Acidos Grasos Polen Apicola
Nororiente (lluvia)

FAMES C T S
C6:0 0,0 0,0 0,4
C8:0 0,0 0,0 0,7
C10:0 0,0 0,0 0,0
Cc12:0 0,1 0,1 1,5
C14:0 0,1 0,1 0,6
C16:0 5,8 57 13,7
C16:1 0,1 0,1 0,1
C17:0 0,0 0,0 1,1
C17:1 0,0 0,0 0,9
C18:0 4,1 3,8 1,5
C18:1n-9¢c 32,2 34,3 11,2
C18:1n-9T 0,5 0,5 1,3
C18:2n-6¢ 54,6 52,7 24,0
C18:2n-6T 0,2 0,2 0,6
C18:3n-6 0,0 0,0 0,7
C18:3n-3 1,5 1,0 30,7
C20:0 0,3 0,3 0,8
C20:1n-9 0,1 0,1 0,4
C20:2n-6 0,0 0,0 0,4
C20:3n-6 0,0 0,0 0,6
C20:3n-3 0,0 0,0 0,4
C22:0 0,1 0,7 1,2
C22:2 0,0 0,0 55
C23:0 0,1 0,1 0,6
C24:0 0,2 0,2 0,9
C24:1n-9 0,0 0,0 0,0
TOTAL 100 100 100
SFAS (%) 10,9 11,0 23,7
MUFAS (%) 32,9 35,0 14,3
PUFAS (%) 56,3 54,0 64,6
n-3 (%) 1,5 1,0 31,9
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n-6(%) 54,8 52,9 27,0
n-6/n-3 36,2 50,8 0,8

p=convencional, U=ultrasonido, S=supe’rcr|'tico. PUFAS: Acidos grasos poliinsaturados, MUFAS:
Acidos grasos monqinsaturados, SFAS: Acidos grasos saturados, n-3: Acidos grasos Omega 3, n-
6: Acidos grasos Omega 6, n6/n-3: Relacion omega3 — omega6.

El aceite de girasol usado en la extraccion convencional y por ultrasonido se caracteriza
por tener mas del 60% de acidos grasos monoinsaturados, cerca de 30% de acidos grasos
poliinsaturados y aproximadamente el 10% de acidos grasos saturados. El acido graso
saturado presente en mayor proporcion es el palmitico [C16:0] seguido del estearico
[C18:0], los demas acidos grasos saturados estan ausentes en el girasol o maximo llegan
a representar el 1%. En cuanto a los &acidos grasos monoinsaturados, el mayor
representante es el acido oleico [C18:1n9c] el cual es el mas abundante dentro de los
aceites vegetales. El mayor aporte de acidos grasos polinsaturados del aceite de girasol
proviene del acido linoleico [C18:2n6c] (Ramirez Botero et al., 2014). De lo anterior,
podemos observar que los mayores contenidos del acido linoleico [C18:2n6c] en la
extraccion convencional y por ultrasonido se pueden deber principalmente a los aportes
del aceite de girasol usado como solvente; ya que como se puede observar, este acido

graso no es el mas abundante ni en el polen apicola ni en el extracto supercritico.

También se puede observar que se presento la degradacion del acido a-linolénico [C18:3n-
3] durante el proceso de extracciéon. Se sabe que durante el calentamiento y exposicion al
oxigeno los &cidos grasos mas insaturados son los primeros en sufrir cambios, lo cual
conlleva a la modificacion de su perfil de acidos grasos, a temperaturas de 30°C Barajas
Gomez et al., (2016), reportaron que se presentan perdidas de aproximadamente la mitad
del acido linoleico [C18:2n6c¢] y acido oleico [C18:1n9c]; lo anterior explicaria los bajos

contenidos del acido a-linolénico [C18:3n-3] en el extracto convencional y por ultrasonido.

El equilibrio entre los acidos grasos n-6 y n-3 es una consideracion importante que influye
entre otras cosas en la salud cardiovascular, como se puede observar estas relaciones en
el extracto convencional y por ultrasonido estdn muy por encima de la proporcion original
1:1 que tenian los seres humanos en el pasado (Simopoulos, 2010). Actualmente, no hay
evidencia de que los acidos grasos n-6 afecten negativamente la salud. Por el contrario,

parecen estar directamente asociados con estados antiinflamatorios, al igual que los
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acidos grasos n-3 (Djuricic & Calder, 2021; FAO, 2010; Gémez Candela et al., 2011;
Stanley et al., 2007).

3.4.4 Contenido de vitamina E

El contenido de a-tocoferol se determind en los extractos oleosos con los mayores
contenidos de carotenoides, en cada tipo de extraccion se selecciond la zona de Nororiente

en la época de lluvia, los resultados se muestran en la Figura 3- 7.

Contenido de vitamina E en los extractos

oleosos
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Figura 3- 7: Contenido de vitamina E en los extractos oleosos

Letras iguales representa que no hay diferencia significativa en el promedio (p < 0.05) de acuerdo
con la prueba de Tukey entre las concentraciones de las diferentes metodologias de extraccion.

La determinacion del contenido de vitamina E en los aceites es necesario, dado que estos
constituyen una de las principales fuentes de aporte de vitamina E a través de la dieta. La
literatura reporta que el aceite de girasol comercializado en Colombia puede contener
alrededor de 134-562 ppm de a-tocoferol (Ramirez Botero et al., 2014), por lo que en la
extraccion convencional y por ultrasonido se podria pensar que la extraccion no fue
exitosa, o la exposicion a factores como la luz, el oxigeno y la temperatura fueron
responsables de su degradacion. Adicionalmente, también se debe tener en cuenta que
algunos estudios han demostrado que el almacenamiento de aceite de cocina que se
empaca en botellas transparente de PET y expuestas a la luz fluorescente y
almacenamiento a 22 ° C durante dos meses pueden perder aproximadamente el 60% de

los tocoferoles (Pignitter M, 2014), por lo cual no se podria afirmar el origen del a-tocoferol
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en estos extractos. A pesar de ello los extractos se pueden seguir considerando como ricos

en vitamina E.

3.4.5 Microscopia electrénica de barrido

La Microscopia Electronica de Barrido (MEB) se utiliza para la observacion tridimensional
de imagenes de alta resolucion, analisis de superficie a altas magnificaciones de materiales
organicos e inorganicos suministrando una amplia informacién de relieve, micro-textura,

tamafio y forma de grano.

Extraccion Extraccion Extraccion fluidos

Regién Polen - . I,
9 Convencional | Ultrasonido Supercriticos

Occidente j

Suroriente

Nororiente =

Figura 3- 8: Microscopia electrénica de barrido.
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En la Figura 3- 8 (aumento x 4000) se muestra la fotografia con microscopia electrénica
de barrido SEM del estado inicial del polen apicola y después de las extracciones. En esta
figura se apreciar, que el polen tiene una estructura granular definida, determinada para
cada especie botanica, por lo que es posible identificar su origen palinoldgico a través del
microscopio, algunas de estas especies son comunes a las tres zonas, tales como:
Eucalyptus globulus (Myrtaceae) (forma triangular), Trifolium repens (Fabaceae -
Faboideae) (forma de “grano de café”), Taraxacum officinale (Asteraceae) (forma de
“dodecaedro con picos”), Austroeupatorium inulifolium (Asteraceae) (forma redonda con
picos). Ademas, se pueden observar las diferencias estructurales; en particular es posible
observar cdmo en el polen la estructura de los granos esta mas conservada que después
de las extracciones. Sin embargo, en algunos casos se puede llegar a apreciar algunas
modificaciones en la superficie del polen apicola inicial, probablemente debido a la difusién
del agua del interior al exterior del grano, lo cual se puede presentar por el tratamiento
térmico usado durante el secado de las muestras. Luego de las extracciones el polen sufre
cambios estructurales notables siendo los mas drasticos los efectuados por la extracciéon
por supercriticos, seguidos por ultrasonido y con los menores cambios en la extraccion

convencional.

En la extraccion convencional se puede observar una ligera degradacion de la capa
externa “exina”. La estructura de los granos de polen después de la extraccion es menos
definida que en el polen sin extraer y es posible observar cémo una especie de capa,
probablemente conformada por azucares simples (Fuenmayor, 2009), recubre los granos
de polen. Por lo anteriormente, se puede confirmar la resistencia de la capa externa del
grano de polen reportada en la literatura por diversos autores y explica los menores

contenidos de carotenoides en este extracto.

En la extraccion por ultrasonido se puede observar la hinchazon de algunos de los granos,
en algunos casos se puede observar como el contenido interno del polen es expuesto al
exterior, mostrando como este proceso altera la estructura original provocando una pérdida
de su forma caracteristica., uno de los principales cambios es la ‘explosion’ de algunos
tipos de granos de polen con el rompimiento de la exina, proceso en el cual parece liberarse

el contenido interno del grano de polen que es protegido por la intina (Fuenmayor, 2009).

En la extraccion por supercriticos se observa que se altera de forma aun mas notable la

estructura del polen, se forman grietas y orificios, cuyo diametro es mayor que los formados
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en la extraccién convencional y por ultrasonido, y a través de los cuales queda expuesto
el contenido interno del grano de polen. Lo cual es un aspecto positivo ya que facilita la

extraccion y posterior aprovechamiento de los nutrientes del polen.

3.1 Conclusiones parciales

La metodologia de superficie de respuesta fue util para seleccionar la combinacion de
tiempo y amplitud (14 minutos y 34% de amplitud) que permitiera obtener el mayor
contenido de carotenoides totales en los extractos oleosos obtenidos por la metodologia

de extraccion por ultrasonido.

El uso de una cinética de segundo orden de extraccion solido-liquido en la metodologia de
extraccion convencional permitié determinar el tiempo necesario para obtener los extractos

con el mayor contenido de carotenoides totales, el cual quedo establecido en 8 dias.

Los extractos oleosos obtenidos por las tres metodologias de extraccién cumplieron con la
normatividad establecida para los valores de peroxido, p-anisidina y TOTOX, indicando
gue estos son aptos para consumo humano. Comparado con el contenido de carotenoides
de los extractos supercriticos, el contenido es alrededor de 10 veces mayor que en el
extracto convencional y por ultrasonido, ademas, este resalta por su contenido en el acido
a-linolénico [C18:3n-3] y vitamina E. Debido a su alto contenido en compuestos bioactivos,
los productos con inclusion del extracto supercritico del polen serian un ingrediente util

para formular nuevos alimentos con caracteristicas funcionales.

Las imagenes por microscopia electronica de barrido realizadas sobre el polen antes y
después de las extracciones mostraron una modificacion estructural en la capa externa del
grano, lo cual podria indicar que las extracciones indujeron cambios que favorecieron la
extraccion de compuestos nutricionales y bioactivos. Las mayores afectaciones sobre la
estructura del polen se presentaron, como era de esperarse, en los extractos supercriticos

seguido de la extraccién por ultrasonido y en menor medida en la extraccion convencional.
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4.Perfil de carotenoides

Para la determinacion del perfil de carotenoides de las muestras de polen apicola y de los
extractos oleosos fue necesario adaptar de la literatura una metodologia que permitié el
tratamiento e inyeccion de las muestras en el cromatografo liquido. Por lo que en esta
seccion se describiran las etapas para el pretratamiento de muestras, el acondicionamiento
del equipo y el resultado del analisis de los cromatogramas obtenidos de los perfiles de

carotenoides.

4.1 Fundamento teorico

4.1.1 HPLC

La cromatografia liquida de alto desempefio o alta eficacia es una técnica de separacion
donde por medio de una bomba se hace circular un liquido con los analitos de interés en
solucién (fase movil) a través de una columna que contiene la fase estacionaria. La fase
movil debe ser compatible con el método de deteccidn y los analitos deben ser solubles en
ella. La separacion se debe a la interaccién de los diferentes analitos con la fase
estacionaria, una mayor interaccion provocara mayores tiempos de retencién que permitira
la separacion. (Hernandez, 2005). La identificacion y cuantificacion de los analitos se
realiza gracias al acople del sistema cromatografico con un sistema de deteccién adecuado
a la naturaleza quimica de estos. Este sistema de deteccién debe permitir la medicion de
una propiedad fisica o fisicoquimica que indique la presencia de los analitos a medida que
eluyen (o salen de la fase estacionaria) y que tenga una proporcionalidad con su

concentracién de manera que permita su cuantificacion.

En la cromatografia en fase reversa se combina una fase movil polar y una fase
estacionaria no polar como hidrocarburos de cadena larga unidos a un soporte de silice o
hibrido. Se considera la técnica de separacidon mas utilizada en los laboratorios,
principalmente por tener una fase hidrofobica aplicable a un amplio rango de moléculas y
por la posibilidad de usar agua en la composicion de la fase movil. Dentro de esta
modalidad y para el analisis de carotenoides y vitamina E, se utiliza comunmente columnas

C1sy Cao, es decir, con hidrocarburos de 18 y 30 carbonos (Davies & Boley, 1984).
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El procedimiento general para la separacion y cuantificacion de los carotenoides y vitamina
E dependera del origen de estos, ya que variara en funcion de la distribucion de estos en
la matriz, por ejemplo, sera distinto si provienen de muestras complejas como granos de
polen o de muestras homogéneas, como aceites o extractos oleosos. En general el

procedimiento cromatografico consta de tres etapas:

= Preparacion de la muestra

= Separacion cromatografia

= |dentificacién y cuantificacion
La preparacion de la muestra es el proceso que mas tiempo requiere en un analisis
cromatografico, cerca del 61% del tiempo es dedicado a este proceso y es una de las
etapas mas decisivas en los métodos de andlisis cuando se quiere separar
microcomponentes. Asimismo, se estima que esta es la etapa que genera una tercera parte
de los errores que se producen durante el analisis (ChromNews, 2019). El buen desarrollo
de este proceso permite obtener unos resultados cromatograficos fiables ya que retira de
la muestra los componentes que puedan causar interferencia en la deteccion de los
analitos y que pueden bloquear la columna, ademas permite enriquecer los analitos en las
muestras y mejorar la deteccion (ChromNews, 2019). Por otro lado, debido a la gran
diversidad de polaridades que presentan los carotenoides, no existe un método estandar
para la extraccion de estos (Meléndez-Martinez, 2017) y por lo tanto deben adaptarse

metodologias en funcion del perfil de carotenoides esperados en las muestras.

La presencia de contaminantes en la muestra puede provocar que algunos instrumentos
internos se obstruyan, lo cual generaria problemas como: aumentos de presion debido a
la obstruccion en la cabeza de la columna, filtros internos ademas de desgaste de la
columna cromatografica. Esto conlleva a largos tiempos de limpieza del sistema
cromatografico, costo en reemplazo de piezas y la columna. Ademas, se pueden presentar
problemas en la deteccion de analitos, aumentando el ruido de la linea base y reduciendo
la sensibilidad lo cual dificultara la identificacion de los analitos. La seleccion de los
métodos de preparacion de la muestra depende de las caracteristicas de los analitos y de
la matriz en la que se encuentran, algunos factores que pueden afectar son: (Quattrocchi
et al., 1992)

» Propiedades fisicas y quimicas: es necesario conocer la estructura quimica, peso

molecular, solubilidad, propiedad acido base (pKa)
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» Concentraciéon del analito en la muestra: cuando el analito se encuentra en
concentraciones altas, la preparacion requerida puede ser tan sencilla como
solubilizaciéon y filtracion, pero los analitos en bajas concentraciones, por el
contrario, necesitan operaciones mas complejas para aumentar la concentracion a
rangos aceptables para inyectarse en el cromatdgrafo.

= Naturaleza de la matriz: no solo es necesaria la remocion de componentes
presentes debido a la posible obstruccion de los instrumentos, sino también, porque
estos pueden interferir en la identificacion de los analitos, ya que pueden coeluir y
generar un aumento en la concentracion o evitar la deteccion de ellos.

= Formas en las que se presenta el analito en la muestra: algunos componentes
presentes en la muestra pueden dafar irreversiblemente los instrumentos del
equipo y pueden evitar una correcta separacion e identificacion del analito.

= Compatibilidad de los medios de solubilizacion con el sistema cromatografico: en
la cromatografia liquida es necesario que la solucién a inyectar sea soluble con la
fase movil y de ser posible se recomiendan que sean la misma para asi evitar
posibles problemas. Si se utilizan solventes fuertes, es posible que al entrar en
contacto con la fase acuosa se presente precipitacion, causando danos en la

columna y disminucion en la resolucion.

La mayoria de los procesos de extraccidon de carotenoides constan de tres pasos:

1. Trituracion o rotura de las muestras; aumenta la superficie de contacto lo cual
facilita la liberacion de los carotenoides durante la extraccion.

2. Homogeneizacién en presencia del disolvente de extraccion, (homogeneizadores,
agitadores mecanicos o mortero y pistilo), debe controlarse que la temperatura para
evitar la degradacion de los carotenoides.

3. Extraccion. En general los procesos de trituracion, homogeneizacion y extraccion

se hacen de manera simultanea.

La extraccion debe realizarse en el menor tiempo posible para evitar la degradacion de los
carotenoides o transformaciones indeseadas, sin embargo, el tiempo de contacto entre el
disolvente y los carotenoides debe ser el suficiente para asegurar la completa extraccion.
Para evitar las oxidaciones, se suele afiadir antioxidantes como pirogalol, ascorbato de

sodio, BHT o palmitato de ascorbilo. Ademas, se pueden anadir bases débiles como
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carbonato de calcio, carbonato de magnesio o bicarbonato de sodio al medio de extraccion

para neutralizar los acidos liberados (Hart y Scott, 1995; Meléndez-Martinez, 2017).

4.1.2 Saponificaciéon

Los carotenoides con grupos oxigenados, es decir las xantofilas, pueden encontrarse en
la matriz esterificados con acidos organicos, usualmente acidos grasos de cadena variable.
Por este motivo, después de la extraccion de la matriz, los carotenoides pueden o no estar
en forma libre o no esterificada. Los carotenoides extraidos pueden haber sido
enmascarados por otros componentes de la matriz subextraidos como clorofila, lipidos,
acidos grasos y ésteres. Los cromatogramas de los carotenoides esterificados con lipidos
no siempre son faciles de interpretar ya que los picos cromatograficos son escasamente
resueltos. Al saponificar, se gana resolucion, pero se pierde informacién del estado nativo
de los carotenoides en la muestra. Antes de saponificar, los n ésteres de una misma
xantofila darian lugar a n picos cromatograficos, mientras que tras la saponificacion sélo

darian lugar a uno (Nagarajan et al., 2017).

El proceso de saponificacion se puede realizar directamente durante la homogeneizacion
de la muestra antes o incluso después de la extraccién. Durante esta etapa, se agrega un
solvente como hidroxido de sodio o potasio metandlico y se agita. En esta etapa es
recomendable seleccionar el disolvente no polar con mas afinidad por los carotenoides que
resultan de la saponificaciéon y evitar la formacion de emulsiones, dificiles de romper.
Cuando la muestra contiene principalmente carotenos, se logran buenas recuperaciones
al afadir hexano o éter de petrdleo, o bien una mezcla de éter dietilico:hexano (Meléndez-
Martinez, 2017).

4.1.3 Separaciéon cromatografica

La columna cromatografica es el instrumento fundamental en la separacion, por lo que una
mala eleccion no permitira obtener buenos resultados, aunque se cuenten con buenos
instrumentos. Las columnas son tubos cilindricos en el que se encuentra fija la fase
estacionaria, estas son particulas rigidas o semirrigidas que suelen ser de silice, pero se
pueden encontrar de polimeros sintéticos. La selecciéon del relleno del sistema

cromatografico depende de la naturaleza de los analitos a analizar, la fase estacionaria se
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puede elegir de una gran variedad que dependera del grupo funcional que se liga

quimicamente al soporte (Ramkumar, 2005).

En general se puede observar el uso de dos diferentes tipos de columnas en la separacion
de carotenoides de matrices alimentarias, la Cis y Cao, sin embargo, se han registrado
ventajas de la Cso. La C1g no tiene buena separacion de los isomeros geométricos (cis-
trans) y entre los carotenoides luteina y zeaxantina apolar (Sander, L. C.; Sharpless, K. E.;
Craft, N. E.; Wise, 1994). Mientras que la columna Cs (polimérico) tiene la capacidad de
separar mas isomeros, y es la unica columna capaz de separar isomeros de carotenoides
no simétricos, tales como 13- cis, 13'- cis, 9- cis y 9'- cis —luteina. (Nunes & Mercadante,
2006). En la Figura 4- 1 se presentan los cromatogramas de una mezcla de patrones de
carotenoides donde se observa que en la fase Cso se obtiene una mejor separacion y se
pueden diferenciar los compuestos de menor polaridad, lo cual no es posible con el uso de
una columna C1s. Los dos cromatogramas se realizaron bajo las mismas condiciones, fase
movil: metanol: éter ter-butilmetilico: agua, gradiente de elucion: 81:15:4 hasta 6:90:4 a los

90 minutos, con un flujo de 1 mL/min a 20°C (Gonzalez Cardenas, 2010).

El tiempo total de analisis suele ser mas largo con columnas Csp en comparacién con la
C1s. El orden de elucién de los carotenoides generalmente aumenta con el aumento de la
conjugacion de cromoforos y la apolaridad de las partes; ademas, las unidades terminales
también influyen en el orden de elucion, por ejemplo, los carotenoides de la misma
polaridad que llevan anillos 8, e-terminales eluyen antes que los carotenoides 3, B y
biciclicos eluyen antes que los monociclicos y aciclicos que tienen el mismo cromoforo.
Ademas, los isdmeros cissituados centralmente (15-cis-, 13-cis-) eluyen antes de los
isdmeros all-trans,mientras que los no centrales 9Z-, y 5Z-isémeros eluye después de los
all-trans-ones; Curiosamente, se han atribuido diferentes propiedades (como, por ejemplo,

la biodisponibilidad) a los isémeros cis en comparacién con los trans (Giuffrida et al., 2020).
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Debido a la mejor separacion se ha preferido el uso de las columnas C30 y han sido

catalogadas como especificas para el analisis de carotenoides, la empresa YMC cuenta

con una columna especifica para la separacion de los isobmeros geométricos de

carotenoides polares y no polares, con las siguientes especificaciones:

Tabla 1-6: Especificaciones de columna YMC carotenoids (Ymc, n.d.)

Columna YMC carotenoides
Fase reversa
Empaque Silice C30
Tamaino de particula 5 um
Longitud 250x4.6 mm
Fase movil Solventes organicos como: acetona, metanol y THF
pH 2.0-7.5
Presion <25 MPa
Temperatura 20-40°C
Filtracion de la muestra 0,2 um
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4.1.4 Identificacion de carotenoides

En la identificacion de carotenoides el detector de matriz de diodos (PAD) y la
espectrometria de masas APCI se posicionan como las dos principales y las mas usadas

en la actualidad (Lopez-Casero, 2019).

= Detector de matriz de diodos (PDA)

Una de las caracteristicas mas importante de los carotenoides es el espectro de absorcién
UV/visible. El cual junto con el comportamiento cromatografico proporcionan las primeras
pistas para la identificacion de carotenoides. La mayoria de los carotenoides absorben al
maximo en tres longitudes de onda, lo que da como resultado un espectro de tres picos
(Rodriguez-Amaya & Kimura, 2004).

El detector PDA es el mas ampliamente usado, se usa para la detecciéon de compuestos
con grupos funcionales cromoéforos como vitaminas, compuestos fendlicos, acidos
organicos, pigmentos de distinta indole, etc. El detector PDA es una variacion de los
detectores de la region ultravioleta que permite conocer el espectro de UV/Vis en cualquier

instante del cromatograma (Lépez-Casero, 2019).

= Espectrometria de masas acoplada a HPLC

La espectrometria de masas (MS) acoplados al HPLC, permite conocer la masa,
composicion y las caracteristicas estructurales de los carotenoides. Esta técnica de
deteccion requiere la ionizacion de los analitos, que se separan dependiendo de su masa.

En esta unién entre HPLC y espectrometria de masas, surgen distintas modalidades como:

- lonizacion quimica a presion atmosférica (APCI), actualmente es la mas adecuada para
el estudio de carotenoides liposolubles ya que permite la ionizacion de compuestos no

polares (Lopez-Casero, 2019).

- MALDI-TOF (desorcion/ionizacion por laser) permite el analisis directo de muestras, sin

necesidad de preparacion de muestras ni cromatografia (Lopez-Casero, 2019).

Sin embargo, el uso de estas metodologias limita el analisis de carotenoides debido a la
necesidad de contar con un espectro de masas. Los carotenoides comunes pueden

identificarse de manera concluyente mediante el uso combinado de datos cromatograficos
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y espectros de absorcién obtenidos por un detector PDA, tal y como se realizara en este

trabajo.

4.2 Materiales y métodos
4.2.1 Muestras

Se utilizo polen apicola previamente seco y molido de 3 regiones (Nororiente, Occidente y
Suroriente) en dos épocas del afio (Sequia y lluvia) y sus extractos oleosos obtenidos por
las tres metodologias de extracciones descritos en la Seccion 3 para la determinacion del

perfil de carotenoides.

4.2.2 Reactivos

El hexano, la acetona eran de grado analitico. El metanol y el metil terc-butil éter eran de
calidad HPLC de Merck (Darmstadt, Alemania). Los patrones de B-caroteno, luteina y

zeaxantina se obtuvieron de Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania).

4.2.3 Pretratamiento para las muestras

Antes de correr las muestras en la columna cromatografica se debe realizar el
pretratamiento tanto de las muestras de polen apicola como la de los extractos oleosos,
todas las etapas que estan implicadas en este proceso se esquematizan en la Figura 4- 2

y cada una se explica a continuacion.

e Extraccién con | ._.

; i Saponificacion
! acetona: hexano ;

I |

Extraccién con Extraccion con hexano:
acetona: hexano acetato de etilo

l a }

Lavados con NaCl

| |

Transferencia al Transferencia al
vial vial

| |
|

Programacion de la
corrida cromatografica

}

Analisis de
cromatogramas

APiCOLA

Saponificacion

Figura 4- 2: Etapas de los pretratamientos de las muestras de polen apicola y de los
extractos oleosos
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= Pretratamiento para polen apicola

La metodologia se realizé acorde a la metodologia de (Stinco, Benitez-Gonzalez, Hernanz,

Vicario, & Meléndez-Martinez, 2014) con algunas modificaciones:

Extraccion con hexano: acetona: Inicialmente se pesaron de 0,8 a 1,5 g de polen apicola
molido en un tubo de ensayo de vidrio de 15 mL, la cantidad pesada dependia de la
cantidad inicial de carotenoides totales o la coloracion del polen, ya que entre mas
rojas/naranjas sean menos cantidad sera necesario. Si el polen tenia mas tonalidad
amarilla como la imagen A (Figura 4- 3) entonces se pesaron 1,5 g, pero, si tiene mas

tonalidades rojas/naranja como la imagen B entonces se pesaron 0,8 g.

A B.
Figura 4- 3: Diferentes tonalidades del polen

Posteriormente, al tubo de ensayo se le adicionaron 4 mL de la mezcla extractiva (hexano:
acetona 1:1), la cual se agito con voértex durante 30 segundos a 2000 rpm, luego se llevo
a ultrasonido por 2 minutos y se centrifugd a 10000 rpm por 5 minutos a 4°C. La fase
organica (fase superior) en la cual se encuentran los carotenoides se recolectd en un balén
esmerilado. Esta extraccién se repitié hasta la desaparicién del color en el solvente. Las
fases organicas recolectadas se secaron en un rota-evaporador a una temperatura maxima
de 30°C.

Saponificacion: el extracto seco se disolvié en 500 pL de diclorometano y 500 pL de KOH
(20% p/v en metanol), se agitdé en un vortex y se dejo saponificar durante 1 hora en
oscuridad y en constante agitacion. Acabado el tiempo, se transfirid a un tubo de ensayo
de vidrio de 15 mL y se adicioné una solucién de NaCl al 5% hasta la maxima capacidad
permitida por el tubo, se homogeneiz6 en un vortex y se centrifugé nuevamente. La fase
acuosa se descartd. Los lavados se repitieron con agua destilada hasta que el pH fuese

neutro. La fase organica se concentré hasta sequedad en un rota-evaporador a una
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temperatura maxima de 30°C. La fase organica se concentra hasta sequedad en un rota-

evaporador a una temperatura maxima de 30°C.

Transferencia al vial: el extracto se disuelvié en 1000 pL de acetato de etilo, se filtré en
un filtro de jeringa de 0,22 micras, se transfirié a un tubo Eppendorf de 2 mL y se concentrd

en una estufa al vacio a una temperatura maxima de 30°C.

El extracto seco se disolvié en 100 pL de acetato de etilo, se centrifugd y se llevé a un vial

con un inserto para el analisis cromatografico

= Pretratamiento para el extracto oleoso

Se realiz6é acorde a la metodologia de (Tiwari, Upadhyay, Singh,Meena, & Arora, 2019)

con algunas modificaciones:

Saponificacion: se pesaron de 0.8 - 1.5 g del extracto oleoso del polen apicola en un tubo
Falcon de 50 mL, la cantidad pesada, al igual que con el polen, dependi6 de la coloracion
del extracto, ya que entre mas rojas/naranjas fueron menos cantidad fue necesaria. Si el
extracto presentaba mas tonalidad amarilla como la imagen A (Figura 4-4) entonces se
pesaron 1,5 g, pero, si tenia mas tonalidades rojas/naranja como la imagen B, entonces

se pesaron 0,8 g.

Para iniciar la saponificacion se adicionaron 15 mL de etanol y 4 mL de KOH (35% p/v en
metanol), se homogeneiz6 en un vortex y se dejo saponificar por 20 horas en agitacion.

Para terminar la saponificacion, se adicionaron 5 mL de NaCl al 5%.

A. B.

Figura 4- 4: diferentes tonalidades de los extractos
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Extracciéon con hexano: acetato de etilo: al extracto saponificado se le adicionaron 15
mL de la mezcla extractiva (hexano: acetato de etilo 85:15), se homogeneizé y centrifugo,
la fase organica se recolecté en un balén esmerilado de 250 mL. Cuando se presenté un
precipitado blanco (jabones), se cambid el tubo en el que se estaba realizando la

extraccion, simplemente transfiriendo la fase acuosa a un nuevo tubo.

Las fases recolectadas se concentraron hasta sequedad a una temperatura maxima de
30°C en un rota-evaporador. Si la muestra quedaba con un precipitado blanco (jabones)
se realizaron lavados de la siguiente manera: se disolvio el extracto con 1 mL de hexanoy
se agregd 1 mL de NaCl al 5%, se homogeneizd, centrifugd y recolecto la fase organica
en un balén esmerilado de 25 mL. Se adicion6 1 mL de hexano, se homogeneizé y se
centrifugd. Se recolectaron las fases organicas y se llevaron hasta sequedad a una

temperatura maxima de 30°C en un rota-evaporador.
Transferencia al vial: igual que para el polen.

Nota: si las muestras se van a analizar con posterioridad, almacenar el extracto en

atmosfera de N2 y en congelacion a -18°C.

4.2.4 Analisis de extractos

La separacion de los carotenoides se lleva a cabo en un sistema de cromatografia liquida
de alto performance (HPLC), de gradiente cuaternario Jasco LC-2000 plus. Usando una
columna C30 (tamafio de particula de 150 x 4,6 mm DI 3 ym; YMC Europa, tamafo de
particula de 4,0 mm DI 3 ym; YMC Europa, Dinslaken, Alemania) a 25 °C con una
precolumna de protecciéon (10 x 4.0 mm 1.D. 3 mm particle size; YMC Europe, Dinslaken,

Germany).

La fase movil se bombed a 1 mL/min y los cromatogramas se controlaron a diferentes
longitudes de onda. En el detector de PDA (Jasco, MD-2018Plus) se ajustaron las
siguientes longitudes de ondas: 285 nm para fitoeno y tocoferoles, 350 nm para
fitoflueno, 410 nm para (- caroteno y feofitina A, 472 nm para licopeno y 450 nm para el
resto de los carotenoides (a, B- caroteno, B -criptoxantina, capsantina, luteina, violaxantina

y zeaxantina).
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El volumen de inyeccion se fijo en 5 pl. la fase mévil consistié en una mezcla de metanol,
metil-terbutil éter y agua miliQ y se bombeo en un gradiente de trabajo como se muestra a
en la Tabla 4- 1.

Tabla 4- 1: Gradiente de trabajo

Tiempo (min) | % Agua | % TBME | %Metanol

0,1 5 5 90

0-5 0 5 95
5-10 0 11 89

10 - 16 0 25 75

16 - 20 0 60 40
20-22,5 0 60 40
22,5-25 0 85 15
25-28 5 5 90

28 - 30 5 5 90

La identificaciéon de los compuestos individuales se realizé mediante la comparacion de las
caracteristicas cromatograficas y espectroscopicas (UV/vis) con las de los patrones,
obtenidos de casas comerciales. Las concentraciones de los carotenoides se determinaron
mediante una calibracion externa con curvas de calibrado construidas con sus
correspondientes patrones para [3-caroteno, luteina y zeaxantina y los resultados fueron

expresados en ug carotenoide/kg polen.

4.2.5 Curvas de calibracion

Para la creacion de las curvas de calibracién se tuvieron en cuenta los rangos de linealidad
establecidas por Stinco et al., (2019). Para crear estos puntos de concentracion se prepard
inicialmente una solucién madre a partir de un patrén, a partir de la cual se crearon entre
5 a 7 puntos de concentracion diferentes. Estos puntos fueron inyectados en el

cromatoégrafo bajo las mismas condiciones en las que se inyectaron las muestras.

Para la cuantificacion del B-caroteno, zeaxantina y luteina, se utilizé el método de
calibracion externa que consistid en comparar la respuesta instrumental de diferentes
concentraciones de un estandar o patron, mediante la construccion de una recta. Se midié
a continuacion la respuesta del analito en la muestra problema y mediante extrapolacion,
haciendo uso de la ecuacion de regresion lineal de la recta anterior, se determina la

concentracion del analito.
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4.2.6 Limite de deteccién (LOD) Y limite de
cuantificaciéon (LOQ)

Empleando los resultados de la curva de calibracién, se procedié a determinar la
concentracion minima cuantificable (LOQ, )y la concentracion minima detectable (LOD,
LOD= a + 3Sy/x) en el método, para ello se emplearon las siguientes ecuaciones:

LOD= a + 3Sy/x Ecuacién 4- 8

LOQ= a + 10Sy/x Ecuacioén 4- 9
Donde:
a= Intercepto

Sy/x= Error Estandar de estimacion del intercepto

4.3 Analisis estadistico

Para el analisis de los resultados obtenidos se utilizé un analisis de varianza (ANOVA) con
el programa estadistico Excel. Las variables cuantitativas (media y desviacion estandar)

fueron analizadas mediante la prueba de Tukey, utilizando un nivel de significancia del 5%.

4.4 Resultados

4.4.1 Curvas de calibracion

Los analitos problema de interés fueron el B-caroteno, zeaxantina y luteina dado que han
sido previamente identificados en muestras de polen apicola colombiano (Gardana et al.,
2018).

= [B-caroteno

De acuerdo con Stinco et al., (2019) el rango de linealidad para B-caroteno esta entre
0,002-0,405 mg B-caroteno/mL de siIn. Por lo cual se realizaron 5 disoluciones dentro de
este rango a partir de una solucién madre de concentracién 0,5004 mg B-caroteno/mL de
sin. De la inyeccién de los puntos de calibracién se obtuvieron el tiempo de retencion (TR)

y el espectro de absorcion.
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Figura 4- 6: Espectro de absorcion del 3-caroteno

De la Figura 4- 5 se estableci6 el rango de tiempo en el cual se espera encontrar el 3-
caroteno en las muestras de polen apicola (TR= 21,82+0,02), adicionalmente la
confirmacién del compuesto se realizaria al comparar el espectro de las muestras con el

obtenido en la Figura 4- 6, que corresponde al estandar.
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Figura 4- 7: Curva de calibracion de 3-caroteno
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Tabla 4- 2: Coeficientes de la curva de calibracion de B-caroteno

Minimos Cuadrados Error
Parametro . Estandar | Estadistico T| Valor-P
Estimado (mV)
Intercepto -4605,55 12406,7 -0,371215 0,7351
Pendiente 1,14177*10° 54128,9 21,0934 0,0002

En la Figura 4- 7 se observa que la curva de calibracion tiene un R=0,9933, indicando una
relacion relativamente fuerte entre las variables. Al realizar la prueba para el coeficiente
de correlacién de esta curva se obtuvo que el P-Valor es menor que el a (a = 0,05)
demostrando bajo la evidencia experimental y estadistica que el método analitico cumple

con el parametro de linealidad del sistema.

Al realizar la prueba para la pendiente y prueba de convergencia al origen (Tabla 4- 2), se
obtuvo que la pendiente es estadisticamente diferente a cero con un valor préximo de
1,14177*10°, el P-Valor es menor que el a (0,05) demostrando que hay suficiente evidencia

estadistica para afirmar que la pendiente es significativamente diferente a cero.

Por otra parte, se obtuvo que el intercepto tiene un valor préximo de -4605,55 y
estadisticamente igual a cero ya que el P-valor es mayor que el a (0,05). Con esto se
demuestra que hay suficiente evidencia estadistica para afirmar que el intercepto converge

al origen con una confianza del 95,0%.

Se realizo la prueba de Normalidad para RESIDUOS con el estadistico W de Shapiro-Wilk,
y se obtuvo que el P-Valor es mayor que el a (0,246419> 0,05) demostrando que hay
suficiente evidencia estadistica para afirmar que los datos de la regresion lineal del sistema
se distribuyen de manera normal con una confianza del 95,0%. Se comprueba que el

método analitico cumple con el parametro de linealidad del sistema.

= Zeaxantina

De acuerdo con Stinco et al., (2019) el rango de linealidad para la zeaxantina esta entre
0.005-0.506 mg zeaxantina/mg de sin. Por lo cual se realizaron 4 disoluciones dentro de
este rango a partir de una solucion madre de concentracion 0,613 mg zeaxantina/mg de
sin. De la inyeccién de los puntos de calibracién se obtuvieron el tiempo de retencion (TR)

y el espectro de absorcion.
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Figura 4- 9: Espectro de absorcion de la zeaxantina

De la Figura 4- 8 se establecié el rango de tiempo en el cual se espera encontrar la
zeaxantina en las muestras de polen apicola (TR= 15,23+0,01), adicionalmente la
confirmacién del compuesto se realizaria al comparar el espectro de las muestras con el

obtenido en la Figura 4- 9 que corresponde al estandar.
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Figura 4- 10: Curva de calibracién de Zeaxantina
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Tabla 4- 3: Coeficientes de la curva de calibracion de zeaxantina

- Error -
Parametro | Minimos Cuadrados | .. . | Estadistico | \ . o
Estimado T
(mV)
Intercepto 87338,5 21832,0 | 4,00049 | 0,0572
Pendiente 5,78728*10° 131431, | 44,0327 | 0,0005

En la Figura 4- 10 se observa que la curva de calibracion tiene un R=0,9995, indicando
una relacion fuerte entre las variables. La prueba para el coeficiente de correlacion obtuvo
un P-Valor menor que el a demostrando que el método cumple con el parametro de

linealidad del sistema.

La pendiente y prueba de convergencia al origen (Tabla 4- 3), mostraron que la pendiente
es estadisticamente diferente a cero con un valor préximo de 5,78728*10° y que el P-Valor
es menor que el a por lo que se puede afirmar que la pendiente es significativamente

diferente a cero.

El intercepto es estadisticamente igual a cero ya que el P-valor es mayor que el a (0,05).
Con esto se puede afirmar que el intercepto converge al origen con una confianza del
95,0%. La prueba de Normalidad para RESIDUOS con el estadistico W de Shapiro-Wilk,
obtuvo un P-Valor mayor que el a (0,246419> 0,05) demostrando que los datos de la
regresion lineal del sistema se distribuyen de manera normal con una confianza del 95,0%.

Se comprueba que el método analitico cumple con el parametro de linealidad del sistema.

= Luteina

De acuerdo con (Stinco et al., 2019) el rango de linealidad para la luteina esta entre 0.003-
0.256 mg luteina/mg de sIn. Por lo cual se realizaron 5 disoluciones dentro de este rango
a partir de una solucién madre de concentracién 0,471 mg luteina /mg de sin. De la
inyeccion de los puntos de calibracion se obtuvieron el tiempo de retenciéon (TR) y el

espectro de absorcion.

De la Figura 4- 11 se establecio el rango de tiempo en el cual se espera encontrar el
Luteina en las muestras de polen apicola (TR= 13,341+0,01), adicionalmente la
confirmacién del compuesto se realizaria al comparar el espectro de las muestras con el

obtenido en la Figura 4- 12, que corresponde al estandar.
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Figura 4- 12: Espectro de absorcion de Luteina
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Tabla 4- 4: Coeficientes de la curva de calibracion de Luteina

Minimos Cuadrados Emor
Parametro . Estandar | Estadistico T| Valor-P
Estimado (mV)
Intercepto -13817,5 8248,88 -1,67507 0,1925
Pendiente 1,3458*10° 51360,6 26,203 0,0001

En la Figura 4- 13 se observa que la curva de calibracion tiene un R=0,9999, indicando
una relacion relativamente fuerte entre las variables. El coeficiente de correlacion de esta
curva tuvo el P-Valor es menor que el a por lo cual el método analitico cumple con el

parametro de linealidad del sistema.

Al realizar la prueba para la pendiente y prueba de convergencia al origen (Tabla 4- 4), se
obtuvo que la pendiente es estadisticamente diferente a cero y que el P-Valor es menor
que el a (0,05) demostrando que la pendiente es significativamente diferente a cero. Por
otra parte, se obtuvo que el intercepto es estadisticamente igual a cero ya que el P-valor

es mayor que el a, por lo que se puede afirmar que el intercepto converge al origen.

La prueba de Normalidad para RESIDUOS con el estadistico W de Shapiro-Wilk, obtuvo
que el P-Valor es mayor que el a (0,362321> 0,05) demostrando que los datos de la
regresion lineal del sistema se distribuyen de manera normal con una confianza del 95,0%.

Se comprueba que el método analitico cumple con el parametro de linealidad del sistema.

4.4.2 LODy LOQ

Empleando los resultados de las curvas de calibracién, se determiné LOD y LOQ, para

cada una de ellas, obteniéndose los resultados que se muestran en la Tabla 4- 5.

Tabla 4- 5: Intercepto (a), pendiente, LOD y LOQ

mg/g de soluciéon a Pendiente LOD LOQ
B-caroteno -27791 1 1*10° 3,29*102 | 1,10*10"
Zeaxantina -375104 1*107 7,53*10° | 2,51*10%
Luteina -13817,5 1*10° 1,84*102 | 6,13*10*
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4.4.1 Perfil de carotenoides del polen

Las muestras de polen apicola en las 3 zonas de Cundinamarca; Nororiente (NO),
Occidente (O) y Suroriente (SO) y en las dos épocas del afio; lluvia y sequia, fueron
preparadas de acuerdo con la metodologia expuesta anteriormente. Los cromatogramas
caracteristicos se muestran en las Figura 4- 14, Figura 4- 15, Figura 4- 16, Figura 4- 17,
Figura 4- 18, Figura 4- 19. Se identifico luteina, zeaxantina y [-caroteno gracias a la
comparacion de los espectros de absorcion y los tiempos de retencidén obtenidos durante
la elaboracion de las curvas de calibracion, adicionalmente, se identificd tentativamente
13/13’ cis-zeaxantina, zeinoxantina y B-criptoxantina con la ayuda de espectros de
absorcion reportados en la literatura y los tiempos de retencién reportados por Stinco et

al., (2019), quienes usaron las mismas condiciones cromatograficas.
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Figura 4- 14: Perfil de carotenoides de la muestra NO en época de lluvia.

1: 13/13’ cis zeaxantina, 2: isdmero cis de zeaxantina, 3: luteina, 4: zeaxantina, 5:
zeinoxantina, 6: B-criptoxantina, 7: B-caroteno.
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Figura 4- 15: Perfil de carotenoides de la muestra SO en época de sequia.

1: 13/13’ cis zeaxantina, 2: isdmero cis de zeaxantina, 3: luteina, 4: zeaxantina, 5:
zeinoxantina, 6: B-criptoxantina, 7: B-caroteno.
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Figura 4- 16: Perfil de carotenoides de la muestra O en época de lluvia.

1: 13/13’ cis zeaxantina, 2: isdmero cis de zeaxantina, 3: luteina, 4: zeaxantina, 5:
zeinoxantina, 6: B-criptoxantina, 7: B-caroteno.
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Figura 4- 17: Perfil de carotenoides de la muestra O en época de sequia.

1: 13/13’ cis zeaxantina, 2: isébmero cis de zeaxantina, 3: luteina, 4: zeaxantina, 5: B-
criptoxantina.
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Figura 4- 18: Perfil de carotenoides de la muestra SO en época de lluvia.

1: 13/13’ cis zeaxantina, 2: isdmero cis de zeaxantina, 3: luteina, 4: zeaxantina, 5:
zeinoxantina, 6: B-criptoxantina, 7: B-caroteno.
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Figura 4- 19: Perfil de carotenoides de la muestra SO en época de sequia.

1: 13/13’ cis zeaxantina, 2: isébmero cis de zeaxantina, 3: luteina, 4: zeaxantina, 5: B-
criptoxantina, 6: B-caroteno.

4.4.2 Perfil de carotenoides de los extractos oleosos

Se selecciono el extracto con el mayor contenido de carotenoides en cada una de las
extracciones, en todos los casos el mayor contenido se presentoé en la zona de Nororiente
en la época de lluvia, los cromatogramas se muestran en las Figura 4- 20, Figura 4- 211y
Figura 4- 222.

1000000

Intensity [1v]

25,0
Figura 4- 20: Perfil de carotenoides del extracto convencional de la muestra NO en
época de lluvia.

1: 13/13’ cis zeaxantina, 2: isdmero cis de zeaxantina, 3: luteina, 4: zeaxantina, 5:
zeinoxantina, 6: B-criptoxantina, 7: B-caroteno.
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Figura 4- 21: Perfil de carotenoides del extracto por ultrasonido de la muestra NO en
época de lluvia.

1: 13/13’ cis zeaxantina, 2: isdmero cis de zeaxantina, 3: luteina, 4: zeaxantina, 5:
zeinoxantina, 6: B-criptoxantina.
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Figura 4- 22: Perfil de carotenoides del extracto supercritico de la muestra NO en época
de lluvia.

1: 13/13’ cis zeaxantina, 2: isébmero cis de zeaxantina, 3: luteina, 4: zeaxantina, 5:
zeinoxantina, 6: B-criptoxantina, 7: B-caroteno.
La presencia de diferentes especies botanicas en cada una de las muestras permitia
asumir que se presentarian diferencias notables en el tipo y contenido de los diferentes
carotenoides mostrados en los perfiles. Sin embargo, tales diferencias no son tan evidentes

en términos de las especies quimicas principales, ya que en los cromatogramas de los
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polenes y en los extractos oleosos se presentaron los mismos picos cromatograficos,
aunque si en proporciones diferentes. En general, el carotenoide con la mayor
representacion fue la B-criptoxantina, seguido en la mayoria de los casos por la luteina y
zeaxantina, es decir, es claro que hay una mayor proporcion de xantdfilas que de
carotenos. De hecho, el B-caroteno se encuentra representado en menor medida o en
algunos casos inexistente. Esto coincide con los pocos reportes previos de muestras de
polen apicola del Altiplano Cundiboyacense (Gardana et al., 2018; Salazar-Gonzalez et al.,
2020), que, aunque provienen del Departamento de Boyaca, tienen caracteristicas
similares en términos de la disponibilidad de recursos botanicos (Casas Restrepo et al.,
2020). Adicionalmente, no se presentd ninguna tendencia que mostrara la relacion entre

carotenoides, zonas y épocas del afio.

4.4.3 Cuantificacion de carotenoides

Para la determinacion cuantitativa de los carotenoides tanto en las muestras de polen como
en los extractos oleosos se utilizaron las curvas de calibracion calculadas anteriormente.
A continuacion, se muestra el contenido de luteina, zeaxantina y B-caroteno presente en
las muestras de polen apicola; de las 3 regiones y en las dos épocas, y en los extractos

oleosos obtenidos para la zona Nororiente en época de lluvia.

Tabla 4- 6: Cuantificacion de luteina, zeaxantina y B-caroteno en las muestras de polen

apicola
Carotenoide NO o SO
ug/g de polen Lluvia Sequia Lluvia Sequia Lluvia Sequia
Luteina 48,45 + 30,807 |26,52 +2,59° 10,95+ 1,562 | 2,00 + 0,28 > | 36,51 + 34,719 | 38,30 + 1,02 ¢
Zeaxantina 59,03 + 12,809 |35,67 +7,1898,02+1,642°|318+0,19°| 24,76 +5,08° | 7,52+1,56°¢
B-caroteno 15,04 + 3,14" 10,86 + 1,563 3,16 +0,34° ND 8,67 £0,01&°¢ ND

ND: carotenoide no detectado. Letras iguales representa que no hay diferencia significativa en el
promedio (p < 0,05) de acuerdo con la prueba de Tukey entre las concentraciones de las
diferentes regiones y épocas.
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Tabla 4- 7: Cuantificacion de luteina, zeaxantina y B-caroteno en los extractos oleosos
de polen apicola

Carotenoide NO Lluvia
Mg/g de extracto| Convencional Ultrasonido Supercritico
Luteina 152,87 £ 5,29° 308,43 + 12,25 ¢ 694,46 + 23,20 f
Zeaxantina 70,36 + 10,85 ° 141,76 + 15,19 ° 254,28 + 25,09 ¢
B-caroteno 18,97 + 8,57 ¢ ND 40,44 +6,74 "

ND: carotenoide no detectado. Letras iguales representa que no hay diferencia significativa en el
promedio (p < 0,05) de acuerdo con la prueba de Tukey entre las diferentes metodologias de
extraccion

El B-caroteno presento los contenidos mas bajos dentro de los carotenoides cuantificados
tanto en las muestras de polen apicola como en los extractos oleosos. Sin embargo, en
muestras de otras regiones este puede llegar a ser uno de los maximos representantes,
tal y como lo reportan Karkar et al., (2021) donde muestras de polen de castafia pueden
llegar a tener un contenido de 395,02 ug/g de polen. En muestras de polen de girasol y de
trébol reportadas por Abd-Alla & Salem ( 2020) pueden contener 152.97 o 134.18 ug/g de

polen.

El mayor rendimiento de extraccion dentro de los carotenoides estudiados se presento en
la luteina tanto en la extraccién convencional con 42%, como en la extraccion por
ultrasonido con 84%. La extraccion de zeaxantina por ultrasonido aumento al doble en
comparacion con la convencional (16 y 32%, respectivamente), mientras que el 3-caroteno
presento los menores porcentajes de extraccion tanto en la extraccion convencional como
por ultrasonido con un 16% y 0% respectivamente. Lo anterior nos muestras como el
tratamiento con ultrasonido favorecidé una mayor conservacion de las xantofilas en el
extracto respecto al tratamiento convencional. Sin embargo, también se observa que tuvo
un efecto negativo sobre la concentracion de -caroteno, lo cual indica que esta especie
seria mas susceptible a los efectos del ultrasonido respecto a las xantofilas. Ademas, es
claro que el extracto con fluidos supercriticos tuvo la mayor concentracién de los tres
carotenoides, debido a que no se presenta el efecto de dilucidon del aceite en las
extracciones convencional y ultrasonido que emplearon aceite de girasol como solvente.
Adicionalmente, a comparacion de la extraccién por ultrasonido no se presentd un efecto

negativo sobre el B-caroteno.

Como se menciond anteriormente, las xantofilas se encuentran de forma mucho mas

predominante, como la zeaxantina que ha sido reportada como el mayor representante en



112 Evaluacion del polen apicola producido en Cundinamarca como fuente de
componentes liposolubles de interés nutricional y antioxidante

muestras colombianas (Gardana et al., 2018), sin embargo, en este trabajo la luteina
también mostré6 contenidos altos. Estos resultados resaltan las xantofilas y su
predominancia frente a los carotenos como marcadores quimicos de polenes provenientes

de las zonas altoandinas de Colombia.

De acuerdo con la anterior cuantificacion una porcion diaria de 25g de polen apicola de
Cundinamarca podrian suplir las necesidades de zeaxantina (2 mg de zeaxantina

(Eggersdorfer & Wyss, 2018) en la ingesta diaria.

La luteina y la zeaxantina son mas conocidas como pigmentos maculares que ayudan a
construir un escudo de pigmento amarillo para proteger las células oculares de los efectos
nocivos de ciertas fuentes de luz, como el sol. La suplementacién con alimentos ricos en
luteina y zeaxantina o con suplementos ricos en luteina aumenta la densidad del pigmento
macular, reduciendo el riesgo de cataratas relacionadas con la edad en la poblacion de
edad avanzada (Abdel-Aal et al., 2013; Mozaffarieh et al., 2003). En productos cosméticos
los extractos de licopeno se utilizan para la elaboracién de cremas protectoras contra los
rayos UV, destinada a regenerar y reafirmar la piel. Es especialmente beneficioso para la
piel seca y cetrina. Ademas, tiene un efecto tonificante recomendado en pieles grasas.
También regula la produccién de procolageno, una proteina precursora del colageno que

protege el acido hialurdnico contra la degradacion (Baran et al., 2020).

La accién del B-caroteno esta estrechamente relacionada con la accion de la vitamina A.
Las propiedades de la vitamina A y el B-caroteno son usados en la industria cosmética
para reducir los efectos nocivos de factores externos. La adicion de estos compuestos
permite retrasar los procesos de envejecimiento de la piel, aumentar la elasticidad, reduce

las arrugas finas y aclara las manchas de la piel (Baran et al., 2020).

4.5 Conclusiones parciales

La técnica de HPLC desarrollada permitié la separacion de los carotenoides presentes en
muestras apicolas y los extractos oleosos. Los cuales pudieron ser identificados
posteriormente con ayuda de las curvas de calibracién y los espectros de absorbancia

obtenidos de los patrones de B-caroteno, luteina y zeaxantina.
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Se pudo observar que el carotenoide presente en mayor proporcién tanto en las muestras
de polen apicola como en los extractos oleosos fue: B-criptoxantina, seguido en la mayoria
de los casos de zeaxantina, mientras que el carotenoide presente en menor proporcion o

inexistente fue el B-caroteno.

La extraccion por ultrasonido favorecio la extraccion de las xantofilas en comparacion con
la extraccion convencional. En contraposicion, se presento la degradacion del B-caroteno

en la extraccion por ultrasonido.

Finalmente, se puede destacar en todos los casos la presencia de isdmeros de zeaxantina,
luteina y zeinoxantina, los cuales no mostraron tendencia ni para las épocas ni zonas

estudiadas.






5.Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

La técnica de HPLC desarrollada permitio la separacion de los carotenoides presentes en
muestras apicolas y los extractos oleosos. Se pudo observar que el carotenoide presente
en mayor proporcion en cada una de las muestras fue: B-criptoxantina, seguido en la
mayoria de los casos de zeaxantina, mientras que el carotenoide presente en menor

proporcion o inexistente fue el B-caroteno.

Las muestras del polen apicola pueden considerarse como buena fuente de proteina total
(24,6-29,4 g/100g de polen), una excelente fuente de acidos grasos n-3 (0,6 g de acido a-
linolénico) y vitamina E (26,13-60,70 ug a-tocoferol/g polen) de acuerdo con la resolucion
810 del 2021 de Colombia. Por lo cual, puede convertirse en un producto con alto potencial

para ser empleado como un suplemento alimenticio.

En las muestras de polen apicola multifloral se pudieron identificar 26 tipos polinicos
pertenecientes a 15 familias botanicas, de las cuales las familias con una mayor
representacion con siete y ftres tipos polinicos fueron Asteraceae y Fabaceae,
respectivamente. Adicionalmente, se destacd por su alta frecuencia la aparicion de la

especie Brassica sp, tipo Brassicaceae.

El contenido de carotenoides totales, actividad antioxidante determinada por TEAC y FRAP
y el contenido de fenoles totales, de las muestras de polen apicola variaron de 65.4 a
1301,9 mg de B-caroteno/Kg, 34,46 a 79,82 mmol Trolox/kg polen, 39,14 a 103,81 mmol
Trolox/kg polen y 21,11 a 36,5 mg Acido galico/g polen, respectivamente. Las diferencias
en el contenido de los compuestos bioactivos entre las diferentes regiones estudiadas y
respecto a lo reportado por otros autores se deben principalmente al origen geografico y

botanico, los cuales también pueden variar a lo largo afio.
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La metodologia de superficie de respuesta fue util para seleccionar la combinacion de
tiempo y amplitud (14 minutos y 34% de amplitud) que permitiera obtener el mayor
contenido de carotenoides totales en los extractos oleosos obtenidos por la metodologia
de extraccion por ultrasonido. El uso de una cinética de segundo orden de extraccion
sélido-liquido en la metodologia de extraccion convencional permitié determinar el tiempo
necesario para obtener los extractos con el mayor contenido de carotenoides totales, el

cual quedo establecido en 8 dias.

Los extractos oleosos obtenidos por las tres metodologias de extraccién cumplieron con la
normatividad establecida para los valores de peroxido, p-anisidina y TOTOX, indicando
gue estos son aptos para consumo humano. Comparado con el contenido de carotenoides
de los extractos supercriticos, el contenido es alrededor de 10 veces mayor que en el
extracto convencional y por ultrasonido, ademas, este resalta por su contenido en el acido
a-linolénico [C18:3n-3] y vitamina E. Debido a su alto contenido en compuestos bioactivos,
los productos con inclusion del extracto supercritico del polen serian un ingrediente util

para formular nuevos alimentos con caracteristicas funcionales.

Las imagenes por microscopia electronica de barrido realizadas sobre el polen antes y
después de las extracciones mostraron una modificacion estructural en la capa externa del
grano, lo cual podria indicar que las extracciones indujeron cambios que favorecieron la
extraccion de compuestos nutricionales y bioactivos. Las mayores afectaciones sobre la
estructura del polen se presentaron, como era de esperarse, en los extractos supercriticos

seguido de la extraccién por ultrasonido y en menor medida en la extraccion convencional.

5.2 Recomendaciones

Establecer la vida util de los extractos obtenidos y evaluar su viabilidad y potencial para su
empleo como alimento directo o para su inclusién en otros productos como ingrediente.
Esta evaluacion deberia realizase basada en costos de produccion y aceptacion sensorial

por parte de los consumidores.

La validacién del método cromatografico desarrollado en este trabajo permitiria
implementar esta metodologia en los laboratorios de la Universidad Nacional y podrian

servir como apoyo al desarrollo de nuevas tesis o la prestacion de servicios a externos.
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