CARACTERIZACION FISICOQUIMICA Y FUNCIONAL DEL POLEN DE
ABEJAS (Apis mellifera) COMO ESTRATEGIA PARA GENERAR VALOR
AGREGADO Y PARAMETROS DE CALIDAD AL PRODUCTO APICOLA

RESUMEN

El polen apicola es un producto fabricado por abejas (Apis mellifera) con polen
de flores mezclado con néctar y secreciones propias. Se caracterizd polen
cosechado y comercializado en Antioquia con el fin de estandarizar parametros
fisicoquimicos, funcionales y procesos de secado para generar valor agregado y
estandares de calidad al producto apicola de la region. Siete muestras de polen
de abeja seco cosechado en el oriente y el suroeste del departamento de
Antioquia, de polen seco comercializado en la ciudad de Medellin, y de polen
fresco obtenido de un apiario del oriente antioquefio a las cuales se les midieron
las propiedades fisicoquimicas (contenido de agua, sélidos solubles, actividad
acuosa, cenizas y proteina bruta); y a sus extractos se les determind la
composicién quimica (azucares reductores, proteinas solubles, aminoacidos
libres, fenoles totales, flavonoides), la actividad biolégica mediante la medicion
de la actividad antioxidante (ABTS, DPPH y FRAP), y la actividad antimicrobiana
con Staphylococcus aureus. Finalmente, se determinaron las condiciones de
secado Optimas que minimizaron la alteracibn de las caracteristicas
fisicoquimicas y funcionales del polen fresco cosechado por un productor

apicola.
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PHYSICAL AND FUNCTIONAL CHARACTERIZATION OF BEE (Apis
mellifera) POLLEN AS A STRATEGY TO GENERATE ADDED VALUE AND
QUALITY PARAMETERS

ABSTRACT

Bee pollen is a product made by bees (Apis mellifera) with pollen of flowers mixed
with nectar and own secretions. Pollen harvested and marketed in Antioguia was
characterized to standardize physicochemical, functional and drying processes
parameters to generate added value and quality standards to bee product of the
region. Seven samples of dried bee pollen harvested in eastern and southwestern
department of Antioquia, dry pollen marketed in Medellin city, and fresh pollen
obtained from an apiary eastern Antioquia were analyzed. Physicochemical
properties (water content, soluble solids, water activity, ash and crude protein)
were measured and its extracts were analyzed for chemical composition
(reducing sugars, soluble proteins, free amino acids, total phenols, flavonoids),
the biological activity by measuring the antioxidant activity (ABTS, DPPH and
FRAP) and antimicrobial activity to Staphylococcus aureus. Finally, the optimum
drying conditions that minimized disruption of the physicochemical and functional

properties of fresh pollen harvested by a beekeeper were determined.
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RESUMEN

El polen apicola es un producto fabricado por abejas (Apis mellifera) con polen
de flores mezclado con néctar y secreciones propias. Numerosos estudios han
determinado que dicho producto es rico en azlcares, proteinas, lipidos,
vitaminas, minerales y compuestos bioactivos como carotenoides, compuestos
fendlicos, flavonoides, esteroles y terpenos. Se caracterizé polen cosechado y
comercializado en Antioquia con el fin de estandarizar parametros
fisicoquimicos, funcionales y procesos de secado para generar valor agregado y
estandares de calidad al producto apicola de la regién. Para esto, se analizaron
siete muestras de polen de abeja seco cosechado en el oriente y el suroeste del
departamento de Antioquia, de polen seco comercializado en la ciudad de
Medellin, y de polen fresco obtenido de un apiario del oriente antioquefio. Se les
midieron las propiedades fisicoquimicas (contenido de agua, solidos solubles,
actividad acuosa, cenizas y proteina bruta); y a sus extractos se les determiné la
composicién quimica (azucares reductores, proteinas solubles, aminoacidos
libres, fenoles totales, flavonoides), la actividad biol6gica mediante la medicion
de la actividad antioxidante (ABTS, DPPH y FRAP), y la actividad antimicrobiana
con Staphylococcus aureus. Finalmente, se determinaron las condiciones de
secado Optimas que minimizaron la alteracibn de las caracteristicas
fisicoquimicas y funcionales del polen fresco cosechado por un productor
apicola. Los valores de los parametros fisicoquimicos analizados estuvieron
dentro de los rangos establecidos en normatividad internacional ya que en
Colombia no existe legislacion al respecto. La actividad bioldgica de los extractos
de polen varié en funcion del solvente utilizado en la extraccion, mientras que la
mayor actividad antimicrobiana fue obtenida en los extractos de acetato de etilo
a concentraciones desde 12.500 pg / mL para inhibir Staphylococcus aureus. Se
determind que la condicion de temperatura y velocidad del aire de secado que
minimizan la pérdida de compuestos bioactivos y disminuye el riesgo de
contaminacion microbiana al reducir el contenido de humedad en el menor

tiempo posible; es 50°C y 4 m/s con flujo de aire continuo.



ABSTRACT

Bee pollen is a product made by bees (Apis mellifera) with pollen of flowers mixed
with nectar and own secretions. Several studies have determined that such
product is rich in sugars, proteins, lipids, vitamins, minerals and bioactive
compounds such as carotenoids, phenolic compounds, flavonoids, sterols and
terpenes. Pollen harvested and marketed in Antioquia was characterized to
standardize physicochemical, functional and drying processes parameters to
generate added value and quality standards to bee product of the region. For this
purpose, seven samples of dried bee pollen harvested in eastern and
southwestern department of Antioquia, dry pollen marketed in Medellin city, and
fresh pollen obtained from an apiary eastern Antioquia were analyzed.
Physicochemical properties (water content, soluble solids, water activity, ash and
crude protein) were measured and its extracts were analyzed for chemical
composition (reducing sugars, soluble proteins, free amino acids, total phenols,
flavonoids), the biological activity by measuring the antioxidant activity (ABTS,
DPPH and FRAP) and antimicrobial activity to Staphylococcus aureus. Finally,
the optimum drying conditions that minimized disruption of the physicochemical
and functional properties of fresh pollen harvested by a beekeeper were
determined. The values of the physicochemical parameters analyzed were within
the ranges established by international norms because in Colombia there is no
legislation. The biological activity of pollen extracts varied depending on the
solvent used in the extraction, while most antimicrobial activity was obtained in
ethyl acetate extracts at concentrations from 12,500 pg / mL to inhibit
Staphylococcus aureus. The condition of temperature and velocity of the drying
air that minimizes the loss of bioactive compounds and decreases the risk of
microbial contamination by reducing the moisture content in the shortest possible

time; was 50°C and 4 m/s with continuous airflow.



INTRODUCCION

A nivel mundial, la actividad apicola genera productos que son una buena fuente
de alimentacion y de ingresos: miel, polen, propoéleos, jalea real, apitoxina, crias,
abejas (reinas y abejas empaquetadas) y cera, esta ultima usada como materia
prima en varias industrias (médica, cosmética, productos para limpieza, entre
otros productos). Dado que los productos de la colmena requieren manejo y
equipo especializado, o mercados especificos, se han venido realizando
esfuerzos privados y gubernamentales para reactivar y desarrollar una apicultura
de mayor valor agregado. (IICA & JICA, 2004). En este sentido, del manejo de
las abejas se pueden obtener diversidad de productos destinados al consumo
humano, de tipo alimenticio (miel, polen) y medicinal (miel, polen y propdéleo), y

gue involucran a todos los eslabones de la cadena.

El polen de las abejas es un producto apicola utilizado en dietas humanas debido
a su valor nutricional (Feas et al., 2012). Con el analisis y estudio de las
propiedades nutricionales y terapéuticas del polen de abejas (Apis mellifera) la
ciencia moderna ha hecho posible especificar su valiosa actividad
antimicrobiana, antifungica, antioxidante, hepatoprotectora y antiinflamatoria.
Dicho producto de la colmena es fabricado por las abejas con polen de flores
mezclado con néctar y secreciones propias; es rico en azucares, proteinas,
lipidos, vitaminas y antioxidantes, entre una gran variedad de compuestos de
diferente naturaleza quimica. Otros componentes menores son minerales y
elementos traza, vitaminas y carotenoides, compuestos fendlicos, flavonoides,

esteroles y terpenos (Kroyer & Hegedus, 2001).

Muchos estudios quimicos, bioquimicos y microbiolégicos se han llevado a cabo
con el fin de identificar la amplia variedad de compuestos del polen de abejas
(Silva et al., 2006), ya que actualmente la cadena apicola a nivel mundial es una
actividad de creciente importancia que va en concordancia con la tendencia de
consumo de productos minimamente procesados. Esta tendencia ha hecho que

la demanda de productos de la colmena como la miel, el polen, la jalea y los



propbéleos hayan aumentado para satisfacer el mercado alimenticio y
farmacoldgico, creando la necesidad de realizar caracterizaciones fisicoquimicas
y funcionales del polen de abejas, teniendo en cuenta que la composicién y las
propiedades de los productos apicolas pueden variar dependiendo de su origen

boténico y geogréafico (Cimpoiu et al., 2013).

En Colombia, la cadena productiva de las abejas y la apicultura (CPAA) tiene
identificada como brecha tecnologica el conocimiento de los productos de las
abejas e innovacion en usos y aplicaciones para generar valor agregado; por lo
que se busca en primer lugar generar informacién sobre el polen de abejas ya
gue hay poca informacion en el pais y es particularmente excipiente en la region
de Antioquia. En segundo lugar, se pretende mejorar la competitividad del
renglon apicola regional basados en criterios de calidad del polen o en las
caracteristicas funcionales que este exhiban, generando mayor valor al producto.
En tercer lugar, se busca fortalecer las capacidades de investigacion y servicios
al interior de la Universidad Nacional con el fin de convertirse en centro de
transferencia tecnoldgica y de referencia para apoyar a las organizaciones
apicolas de la region, ofreciendo servicios de caracterizacion de los diferentes

productos apicolas.

Otro aspecto identificado por la CPAA es el de la transformacion de los productos
de la colmena en productos de consumo habitual, y para ello es necesario
implementar planes de accion como: a) caracterizar los productos de la colmena
fisica, quimica y microbiolégicamente, b) establecer las propiedades funcionales
de los productos de la colmena; siendo el polen de abejas el objetivo de este
trabajo, como una primera etapa para poder realizar, a posteriori, estudios de
inclusion de productos apicolas en formulaciones de diferentes productos
cosmeéticos, farmacéuticos, alimenticios, y naturales debidamente caracterizados
y normalizados. Esta ultima como una estrategia de innovacion que permitird
generar nuevos productos en las diferentes areas. Finalmente, se busca
subsanar debilidades definidas e identificadas por la CPAA en relacion a que
actualmente existe un deficiente proceso de caracterizacion de los productos de

las abejas.



Para tales fines se realizO una caracterizacion fisicoquimica de muestras de
polen de abejas seco cosechado en el oriente y el suroeste del departamento de
Antioquia, de polen comercializado en la ciudad de Medellin, y de polen fresco
obtenido de un apiario del oriente antioquefio. Ademas, se evaluaron algunos
métodos de extraccion y se caracterizaron los respectivos extractos de las
muestras de polen, evaluando los perfiles quimicos, las propiedades funcionales,
la actividad antimicrobiana, y se determinaron condiciones de secado Optimas
gue minimizaron la alteracion de las caracteristicas fisicoquimicas y funcionales

del polen fresco cosechado por un productor apicola.



1. MARCO REFERENCIAL

1.1 GENERALIDADES DEL POLEN DE ABEJA

El polen son las células reproductivas de las plantas que es transportado del
estambre al estigma de otra planta por las abejas, otros insectos, el viento y el
agua, entre otros. (LeBlanc, B. et al. 2009). El polen puede presentar varios
colores que van desde el blanco cremoso hasta el café oscuro, presentando
coloraciones amarillas, naranja, rojo y verde; dependiendo del origen taxonémico

y de la composicidn quimica de sus metabolitos. (Almeida-Muradian, et al. 2005).

El polen de abeja es un producto de la colmena fabricado por abejas (Apis
mellifera) con polen de flores mezclado con néctar y/o miel, y secreciones
propias, el cual es luego recolectado de las patas de las abejas al entrar en la
colmena (Feas et al., 2012). El polen es almacenado dentro de la colmena en
celdas separadas de las celdas donde se almacena el néctar. Los granos de
polen son la fuente de proteinas mas importante para la supervivencia de las
abejas quienes lo transportan en sus patas hasta la colmena donde es
almacenado. Los humanos instalan trampas a la entrada de la colmena de tal
manera que las abejas pierden el polen, el cual es recolectado en un recipiente.
(Almeida-Muradian, 2005).

1.2 CARACTERISTICAS BROMATOLOGICAS DEL POLEN DE ABEJA

El polen de abeja es rico en azlcares, proteinas, lipidos, vitaminas y
antioxidantes, entre una gran variedad de compuestos de diferente naturaleza
quimica. Otros componentes menores son minerales y elementos traza,
vitaminas y carotenoides, compuestos fendlicos, flavonoides, esteroles y
terpenos (Kroyer & Hegedus, 2001). Se han reportado que los mayores
componentes del polen de abejas son carbohidratos crudos, fibras, proteinas y
lipidos en proporciones que oscilan entre el 13% y 55%, 0,3% y 2%, 10% y 40%,



1% y 10%, respectivamente (Pascoal et al., 2014). Dichos rangos son amplios
ya que la composicion y las propiedades de los productos apicolas pueden variar

dependiendo de su origen botanico y geografico (Cimpoiu et al., 2013).

1.3 CARACTERISTICAS FUNCIONALES DEL POLEN DE ABEJA

En afos recientes el hombre ha querido corroborar si las propiedades que le han
sido atribuidas tradicionalmente a cientos de productos naturales son reales o si
solo son producto del imaginario colectivo. Por esta razén se ha presentado un
notable incremento en investigaciones cientificas relacionadas con antioxidantes
naturales y sus beneficios potenciales en la salud debido al incremento de
especies nocivas en el organismo por el ritmo de vida y la dieta del hombre actual
que lo llevan a exponerse a bioquimicos perjudiciales para su salud. (Marghitas,
et al. 2009). De esta forma, hay cada vez méas pruebas epidemioldgicas, in vivo,
in vitro y ensayos clinicos que sugiere claramente que biocompuestos presentes
en los alimentos naturales pueden reducir el riesgo de enfermedades cronicas

tales como el cancer, cardiovasculares y neurodegenerativas. (Luthria, 2006).

Desde la medicina alternativa el polen de abejas ha gozado de una ventajosa
reputacion ya que es considerado un complemento alimenticio de rapido efecto
sobre el organismo. Se dice que el polen reequilibra, estimula, tonifica,
desintoxica y resulta efectivo cuando es necesario mejorar el aporte nutricional
en grupos de edad como nifios, adolescentes y adulto mayor; ademas en grupos
de personas con requerimientos especiales como anémicos, convalecientes,
anoréxicos, gestantes, alcoholicos, artrésicos, reuméticos, asténicos y enfermos
terminales, entre muchos otros. Asimismo, para los diabéticos es un sustituto
ideal por su bajo contenido en azlcares y su gran riqueza nutritiva al igual que
aconsejado como suplemento regular para vegetarianos. (Pantiga, G. 2014).
Estudios de palinologia, composicion quimica y beneficios del polen han sido
llevados a cabo en varias regiones del mundo que incluyen Australia, Brasil,
China, Chile, Portugal, Sudafrica y el desierto de Sonora en Estados Unidos;
donde el polen de abeja es normalmente utilizado como alimento funcional.
(Ketkar, S. S., etal. 2014).



Ademas, en los ultimos afios numerosos estudios sobre la caracterizacion
fisicoquimica y funcional del polen han dado luces sobre sus verdaderas
propiedades. Asi, Kroyer y Hegedus (2001) determinaron que el polen
recolectado es un producto apicola que es compuesto por sustancias con valor
nutritivo 'y contiene considerable cantidades de compuestos fendlicos,
principalmente flavonoides, que pueden actuar como potentes antioxidantes.
Almaraz-Abarca et al. (2004) reportaron que la actividad antioxidante del polen
de abejas recolectado ha sido reconocido como un eliminador de radicales libres
e inhibidor de la peroxidaciéon de lipidos. Estudios epidemioldégicos han
demostrado una correlacién positiva entre el incremento del consumo de
compuestos fendlicos con la accion antioxidante y la reduccion del riesgo de
enfermedades cardiovasculares y ciertos tipos de cancer. (Rebiai. A. & Lanez,
T. 2012).

Respecto a las propiedades antimicrobianas del polen de abejas, Morais, M. et
al. (2011) evaluaron la actividad antimicrobiana de extractos de polen en
bacterias (Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Salmonella typhi vy
Escherichia coli) y levaduras (Zygosaccharomyces bailii, Zygosaccharomyces
rouxii, Zygosaccharomyces Mellis y Candida magnoliae) y encontraron que todos

los extractos evidenciaron actividad antimicrobiana y antifingica.

De esta forma, tanto la medicina alternativa como los estudios cientificos
adelantados coinciden en que el polen de abejas posee propiedades benéficas
para la salud debido a los biocompuestos que contiene. Ambos afirman que el
polen es una fuente potencial de nuevos agentes antimicrobianos ya que un
ndmero creciente de bacterias estan desarrollando resistencia a los antibioticos
comerciales y los extractos de polen de abeja son muy prometedores para
fabricar compuestos antimicrobianos. Igualmente, como lo concluyen Sari¢, A. et
al. (2009); el polen puede proponerse como un suplemento nutricional y funcional
de las dietas alimenticias y también puede ser reconocido como un alimento
saludable para pacientes con diversas enfermedades como cancer,
enfermedades cardiovasculares y diabetes, y se puede aplicar en diversos

campos de la medicina y la alimentacion.



La mayoria de los estudios concluyen que se requieren mas analisis futuros que
logren la separacion e identificacion de los compuestos bioactivos especificos en
el polen de abeja con diferente origen botanico ya que no se puede generalizar
el uso y los efectos de su consumo como se hace constantemente porque se ha
demostrado que la composicién y el perfil de dichos compuestos boiactivos
difiere entre regiones y zonas dependiendo de la flora circundante al panal de
donde se extrajo, por lo que el desafio es adelantar mas estudios locales que
caractericen el polen producido en sus respectivas zonas y con base en ellos
disefiar porcentajes de inclusion en dietas segun edad y condiciones fisioldgicas

particulares.

1.4 CARACTERIZACION DE POLEN DE ABEJA.

En Estados Unidos el polen apicola ha sido definido como un alimento funcional
desde 1994 y se promueve su consumo diario, por lo que se ha generado interés
en estudiar su contenido nutricional y extractos. (Fei Li, Q., et al 2009). Para
dicho fin se han utilizado diversas técnicas que han permitido realizar
caracterizaciones fisicoquimicas y funcionales de polen de abejas. Una de las
principales técnicas ha sido la cromatografia, la cual es un proceso muy utilizado
en los laboratorios para realizar andlisis cualitativos y cuantitativos del perfil de
compuestos presentes en extractos naturales. El perfil quimico y la actividad
bioldgica de un extracto varian de acuerdo con la metodologia de extraccién y la
naturaleza quimica de los solventes empleados. La extraccion del polen con
metanol se ha empleado para la obtencién de fenoles y el estudio de actividad
antioxidante y antimicrobiana (Pascoal et al., 2014; Morais et al., 2011).
Asimismo, por medio de la extraccidn Soxhlet es posible obtener extractos de
naturaleza quimica diferente mediante el empleo de solventes de polaridad

creciente.

En cuanto a la actividad antimicrobiana se han adelantado diversos estudios que
demuestran que extractos de polen de abejas tienen efecto inhibitorio en

bacterias de importancia en alimentos y muestran selectividad e inhibicion para



cada tipo de microorganismo (Morais et al., 2011). Asimismo dichas propiedades
han sido corroboradas en animales. Por ejemplo, se ha evaluado el efecto del
polen de abejas en el desempefio del crecimiento, la respuesta inmunitaria
especifica y la superviviencia de la Tilapia del Nilo infectadas por Aeromonas
hydrophila las cuales son la causa de una enfermedad de gran importancia
econdmica en la piscicultura como lo es la Septicemia por Aeromonas méviles
(El-Asely et al., 2014).

1.5 ACTIVIDAD APICOLA EN COLOMBIA

En 1976 se concluia que el tamafio potencial del mercado colombiano para la
apicultura debia ser de por lo menos unas 825.000 colmenas. En ese afio la
poblacion total de Colombia era aproximadamente de unos 25'000.000
habitantes. Para el 2006, se calculaba que en Colombia habia entre 120.000 y
170.000 colmenas (Periddico El Criterio, 2006). Asumiendo que a finales de 1999
Colombia tenia una poblacion total de aproximadamente 41'000.000 de
habitantes, el consumo per capita de miel, el principal producto de la colmena,
en Colombia para ese afio fue de 74.20 gramos. Esa cifra es muy pequeiia si se
compara con datos obtenidos en paises vecinos, con los de competidores
cercanos o con los estandares mundiales, ya que, segun la FAO el consumo

mundial de miel correspondia en 1999 a 1 kilogramo/persona al afio.

Respecto al polen, aunque la produccién de polen en Colombia tiene tres picos
en el aflo durante mayo, octubre y diciembre (MADR, 2006), como pais tropical,
posee unas ventajas biofisicas extraordinarias para desarrollar la actividad
apicola, aprovechando la variedad de pisos térmicos, ya que las abejas pueden
coexistir en altitudes entre los 0 y 2.800 metros sobre el nivel del mar, teniéndose
una capacidad para instalar dos millones de colmenas para una produccion de
60 mil toneladas de miel natural de abejas pura, ademas de la posibilidad de
diversificar la produccion con otros productos de la colmena (polen, propéleo,

jalea real).



Asimismo, el pais ocupa el segundo lugar mundial en diversidad biologica y de
plantas tropicales, y comparado con paises como México, Argentina o Uruguay
(que tienen una relacion de 1 colmena por kildmetro cuadrado de su area total),
se puede concluir entonces que el tamafio de nuestro mercado actual es
bastante reducido y que su potencial es enorme. Segun este razonamiento,
Colombia deberia tener como minimo un total de 1'139.000 colmenas. En la
actualidad Colombia tiene 2.570 apicultores. Si Colombia tiene un poco mas de
40 millones de habitantes, la demografia normal indica que podria haber entre
20.000y 30.000 apicultores (Periodico El Criterio, 2006). Si se analiza en relacion
con la extension territorial, por cada 1.000 km? hay entre 10 y 30 apicultores. En
Colombia, por sus 1'139.000 km? podria haber entre 11.000 y 35.000 apicultores,

lo cual concuerda con el dato anterior.

Dichas cifras son dicientes porque se constata el tamafo tan pequeio del
mercado, pero también el gran potencial que tiene para crecer. De esto se
deduce que, en apicultura, Colombia puede estar en condiciones similares, si no
es que incluso superiores a los promedios mundiales (Camargo, 2002).
Infortunadamente varios factores como la falsificacion y el contrabando de los
productos de la colmena, que ademas en Colombia son consumidos mas como
medicamento que como alimento, dificultan el desarrollo de la actividad.
(Periddico EI Criterio, 2006).

En paises como Estados Unidos la produccién apicola no alcanza a abastecer
la demanda interna ya que sus productos estan siendo aceptados como
alimentos saludables, remedios caseros, substitutos del azucar y se utilizan
como insumos para otros productos alimenticios, en cosméticos y limpiadores,
por lo que las importaciones proveen entre el 60 y 70 % del consumo. Esto
genera un nicho comercial interesante para paises productores y representa una
oportunidad para otros paises con potencial en la produccién apicola como
Colombia de entrar a mercados externos siempre y cuando logren tener un
volumen de produccion que pueda abastecer la gran demanda insatisfecha del
producto, sobre todo ahora que se realizan tratados de libre comercio y acuerdos
comerciales con diferentes paises, incluyendo Estados Unidos, Canada y la

Union Europea.



Para Colombia dicho potencial podria ser mayor en la produccion de polen ya
que se presenta como una alternativa de diversificacion para los productores
apicolas debido a que en el mundo los paises productores de polen son pocos,
y podria constituirse en un importante productor de polen a nivel mundial ya que
por su posicién geografica y diversidad de especies meliferas con floracion
durante todo el afio, produciria grandes volumenes de un producto de alta

calidad.

1.6 PERSPECTIVAS DE LA ACTIVIDAD APICOLA COLOMBIANA

Hasta hace algunos afios la actividad apicola en Colombia no tenia bien
diferenciados los eslabones de la cadena. En particular, la comercializacién se
basaba en un mercadeo al detal y en un nicho local reducido, lo que generaba
poca especializacion y diferenciacion de los productos de la colmena basado en
su calidad, seguridad o inocuidad (MADR, 2006).

En este sentido, se ha entrevisto que los productores y comercializadores
requieren de parametros fisicoquimicos que permitan cualificar el polen,
tipificarlo de acuerdo con su origen geogréfico y propiedades nutricionales y
funcionales. El uso de normativas internacionales como parametro de calidad del
polen nacional puede acarrear inconvenientes, puesto que el origen botanico
para estos productos de la colmena es diferente. Se ha reconocido que la
composicién quimica de polen europeo y norteamericano, en las cuales
diferentes especies de alamos (Populus sp.) son una fuente dominante, difiere
drasticamente de la de polen cosechado en paises tropicales. Por lo anterior, es
posible afirmar que los parametros de calidad y normativas internacionales no
son necesariamente extrapolables a los productos de la colmena cosechados en
nuestro pais y se considera necesario poner especial énfasis en el manejo y
aprovechamiento de la colmena, optimizando la produccion y caracterizacion
organoléptica y fisicoquimica de los productos apicolas para lograr insertar el

polen antioguefio en el mercado nacional e internacional. Al respecto, son pocos



los estudios, los laboratorios y grupos de investigacion encaminados a resolver

esta solicitud de la apicultura nacional.

Durante los procesos de extraccion y almacenamiento se ha reconocido la
importancia de incorporar procedimientos de Buenas Practicas. La ausencia de
dichos procedimientos puede generar gran cantidad de impurezas. Asi, el
empleo del polen en la industria homeopética, alimenticia y cosmética ha traido
como consecuencia la necesidad de su control de calidad y normalizacién en
general mediante ciertos parametros, algunos de los cuales involucran pruebas
simples y econémicas, que aportan un conocimiento valioso del material de cara
a su uso en estas industrias y posibilitan la incorporacion de una componente

cientifico-técnica para el pequefio productor.

Hay otros puntos que deben tratarse con cuidado, pues inciden también en los
resultados obtenidos por un apicultor (Camargo, 2002). Entre esos puntos se

citan los siguientes:

Capacitacién: el apicultor colombiano es un autodidacta que carece de una
formacion sistematica validada por algan organismo académico que oriente con
un mayor grado de profesionalismo y rigurosidad cientifica los conocimientos y
la practica tanto de los productores como de los asesores en la cadena, lo
anterior deriva en una amplia diversidad de criterios para enfrentar el manejo
productivo y sanitario apicola incidiendo directamente en la productividad y
calidad de los productos, asi como en el mejor aprovechamiento del potencial
apicola de nuestras regiones. En esta linea lo primordial es avanzar en la
unificaciébn de criterios a través de un dialogo serio y responsable con
especialistas tanto nacionales como internacionales concretado en; seminarios,
cursos, charlas y diplomados entre otras acciones programadas en forma

continua y sistematica.

Investigacion. La generacion de conocimientos cientificos en torno a la cadena
resulta fundamental para hacerla mas competitivo en los escenarios de creciente

globalizacion, dado que histéricamente la comunidad académica no ha



participado en la investigacion apicola; actualmente desconocemos las
caracteristicas fisicoquimicas, el origen botanico y los niveles de contaminacion
de nuestras mieles, polen y propéleos, asi también carecemos de la informacién
necesaria en torno al verdadero potencial apicola que otorgan nuestros recursos
naturales. En tal sentido resulta primordial disefiar proyectos de investigacion
que arranquen de los intereses de los productores y que se busquen los recursos

necesarios para implementarlos.

Diversificacion productiva. Los apicultores se dedican fundamentalmente a la
produccion de miel y muy pocos a dar servicios de polinizacion, sin embargo la
explotacion apicola también permite realizar la generacion de otros productos
tan importantes como la miel destacando: El polen, los propéleos y la prestacion
de servicios de polinizacion. La produccién de polen no requiere de inversiones
significativas ni insumos que pongan en riesgo la produccién de miel. De acuerdo
a los antecedentes existentes, en la actualidad existe una oportunidad de
mercado en relacion con estos productos, debido a una demanda creciente que
existe por polen y propdleos en mercados como USA, Unién Europea y Japon.
Esta demanda se debe fundamentalmente a las caracteristicas alimenticias del
polen y sus propiedades terapéuticas. Una de las ventajas de la produccion de
polen, es que no requiere de inversiones tecnoldgicas importantes, sino que tan
solo depende de la adquisicion de trampas y del manejo realizado por parte de

los productores.

Estas alternativas de diversificacidon productiva realizadas profesionalmente
significan un ingreso adicional significativo a la explotacion apicola las cuales
harian aun mas rentable la actividad. Abordar esta diversificacion productiva
requiere de un proceso de capacitacion para obtener productos de calidad,
recursos para inversion en trampas y equipos para obtener polen, como también
conocer sus caracteristicas fisicoguimicas que permitan negociar con los clientes
internacionales en base a un producto con caracteristicas bien definidas que
puede obtener un mejor precio en el mercado internacional, junto con esto es
necesario realizar actividades que permitan conocer y contactar estos mercados

a nivel internacional.



Bajo y heterogéneo desarrollo tecnoldgico. La cadena se caracteriza por un
escaso desarrollo tecnoldgico, tanto en tecnologias duras (produccion,
transformacién) como blandas (gestion, comercializacion). Los mensajes
tecnolégicos entregados son muy heterogéneos tanto por falta de
profesionalizacion de los capacitadores y asesores como también por vacios de
contenidos en los mensajes. Sélo en forma excepcional, se observa agentes
innovadores que generalmente acceden a tecnologias desarrolladas en otros

paises.

Deficiencia de laboratorios especializados en la temética de control de
calidad de productos apicolas. Actualmente, hay un numero limitado de
laboratorios que soportan cientificamente los requerimientos de la cadena. En
este sentido, se hace necesario el mejoramiento tanto en el recurso humano
interdisciplinario especializado en la apicultura, como en la infraestructura
requerida para el desarrollo de proyectos de investigacion encaminados al
fortalecimiento de la cadena. De acuerdo con las tendencias actuales, es
necesario que dichos laboratorios comiencen a trabajar con trazabilidad y
denominacion de origen (botéanica y geogréafica) con todos los productos de la
colmena. A su vez, es necesario que dichos laboratorios desarrollen protocolos
de analisis sucintos y econdmicos destinados, por un lado a la determinacion de
alteracion, contaminacion con antibidticos y acaricidas) y falsificacion de
productos de la colmena, y por otro, a la certificacion de mieles, polen y
propdleos diferenciados. La obtencién de mieles diferenciadas (monoflorales y
varietales), y polen rojo o verde, asegura una posicion favorable en el comercio
local e internacional. Sin embargo, por la ausencia de un organismo certificador
hasta ahora no se ha podido facturar ese plus de calidad del producto. La
certificacion es una herramienta para dar valor agregado a la produccion.
Adicionalmente, es necesario implementar un sistema de vigilancia y control de
residuos de medicamentos y pesticidas, el cual es obligatorio si se planea

exportar.



1.7 ACTIVIDAD APICOLA EN EL DEPARTAMENTO DE ANTIOQUIA

La tradicion apicola de Antioquia se remonta a unos 40 afos atras, pero la
actividad decay6 por la africanizacion de las abejas lo cual las hizo menos
dociles, y la deforestacion. Especialmente por la pérdida de la cobertura vegetal
que se refleja principalmente en la tala del guamo (varias especies del género
Inga) que era utilizado como sombrio en los cafetales y que al cambiar estos a
variedades de plena exposicion al sol que ya no usan sombrio generan la pérdida
del pasto apicola. En general la cria de abejas estad en manos de campesinos y
su numero podria estar rondando los 300, de estas personas unas 250 cuidan
entre 8 y 10 colmenas y entre ellos un nimero reducido de 20 a 50 personas
manejan las de 50 colmenas. En general es evidente una falta de vision
empresarial, y hay un estancamiento en el numero de colmenas; la mayor parte
ven la apicultura como una actividad suplementaria (Martinez, 2006). Para el
2013 se detectd que la produccion de polen del departamento estaba
concentrada solamente en las subregiones del Oriente y el Suroeste; con el
comun denominador que no existen procesos de transformacion del producto
(Garcia, I. 2014). En la Tabla 1 se encuentran los datos de produccion de polen

obtenidos en este estudio.

Tabla 1. Produccion de polen en Antioquia por subregion.

Produccion de polen en Antioquia por subregion

Oriente Suroeste Total
Toneladas 3,6 0,19 3,8
Productores 17 7 24

Tomado de Garcia Mejia, I. (2014).

Actualmente convergen diferentes factores que brindan buenas perspectivas de
crecimiento y oportunidades a la apicultura de Antioquia y Colombia, tales como
la realizacion de alianzas estratégicas entre los apicultores del departamento y
el pais, los diferentes habitos de consumo (demanda de productos naturales) y
las tendencias cambiantes del mercado local y mundial (“mercados verdes”), los
procesos de internacionalizacién de la economia, y la caida en la produccién

mundial por razones como el “sindrome de desaparicion de las abejas”, entre



otros. No obstante, la actividad apicola demanda del soporte cientifico y

tecnologico que permita aumentar la productividad y competitividad del sector.

La apicultura en Antioquia emplea predominantemente la abeja africanizada y es
totalmente libre del uso de acaricidas y antibiéticos; esto debido a que las abejas
africanizadas, son mas resistentes a los ataques de enfermedades vy
principalmente de la plaga producida por el acaro Varroa destructor. Lo anterior
se constituye en una ventaja frente algunos de los principales paises productores
que tienen basada su produccién en el uso de abejas de tipo europeo, y que
sufren la muerte de sus colmenas porque los acaros han logrado resistencia a
las diferentes medidas de control con moléculas quimicas. Ademas, existe en el
mundo una demanda de productos cada vez mas limpios, libres de antibiéticos
y acaricidas, situacién que aporta un valor agregado a los productos apicolas del
Departamento (Garcia Mejia, |. 2014).

1.7.1 Caracteristicas del Mercado Antioquefio. En Antioquia, especialmente
en Medellin, los supermercados y tiendas naturistas se encuentra saturados por
productos de bajo precio, y que en su mayor parte son adulterados y falsificados.
Medellin es el centro de compra de los productos de la colmena del
departamento y de la costa norte, donde varios de estos apicultores, ya
empresarios, han ubicado apiarios y comienzan a desarrollar trashumancia. A
pesar de lo anterior Antioquia es deficitaria en la produccion de miel. (Martinez,
2006).

Actualmente, es posible observar en los supermercados y tiendas naturistas,
intentos de vender miel diferenciada por el origen botanico de tal manera que se
puede observar el ofrecimiento de miel de citricos, de trébol y de eucalipto por
parte de una misma marca; aunque sin una certificacion ni un respaldo cientifico

gue avale tal denominacion (Ochoa, 2004;).



1.7.2 El Futuro Apicolavisto desde Antioquia. De acuerdo con los apicultores
antioquenos son varios los factores que deben ser trabajados durante los afos
venideros con el objeto de convertir la cadena de las abejas en el Departamento
en una actividad competitiva. Entre los apicultores hay una necesidad de
combatir la falsificacion de miel de abejas y propdleos. En este sentido,
actualmente se han efectuado recolecciones de muestras y envio a laboratorios
de andlisis. Con estos resultados la Alianza Apicola de Antioquia ha estado
gestionando en la Asamblea Departamental el cabildeo necesario para producir
un debate ante este atentado a la salud de los consumidores. Sin embargo, para
ser consecuentes con la peticion es necesario de la creacién de infraestructura
y laboratorios que se especialicen en la temética, y permitan ejercer un control a
los productos de la colmena. Actualmente, algunos de los andlisis son realizados
en el laboratorio LIMA (Laboratorio de Investigaciones Melitologicas y Apicolas),
pero no involucran métodos de andlisis quimicos modernos, precisos y
confiables (Martinez, 2006).

Desde el eslabon de los productores, se plantean varias necesidades respecto
a la interaccion con otras cadenas, por ejemplo, dando informacién a los duefios
de la tierra para que faciliten la instalacion de colmenas haciéndoles conscientes
de los beneficios intrinsecos por polinizacion y control de plagas que las
colmenas tienen para la produccién de la misma finca, ademas del posible
ingreso por arriendo que el apicultor paga. Asi mismo, se proyecta la necesidad
de diversificar y especializar los productos de la colmena desarrollando de un
lado el mercado, mediante la ampliacion de su espectro de aplicaciones y de
otro, la infraestructura de laboratorios que faciliten la certificacion que avale su

denominacion.

No obstante, se plantea que el talon de Aquiles para el desarrollo de la apicultura
estd en el manejo inadecuado de la calidad de los productos apicolas.
Reconociendo los trabajos previos del LIMA, se observa un desconocimiento de
las caracteristicas inherentes de las mieles, el polen y los propdleos antioquefios,
lo cual representa perder posibilidades de obtencion de valor agregado.
Asimismo, el bajo conocimiento de los apicultores en cuanto a mejoramiento

genético, patologias, métodos de control, y la utilizacion inadecuada de equipos



para obtener un producto libre de contaminacion, han impedido el arranque y
posicionamiento de la cadena tanto interna como externamente, dadas las
dificultades que dichos factores representan para la comercializacion del
producto y el cumplimiento de las normas sanitarias basicas. Ademas de que
son insuficientes las investigaciones cientificas en el contexto nacional, y adn
mas en el regional, hay una falta de apropiacion por parte de los apicultores y de
los comercializadores de tales investigaciones. Asi mismo, se requiere de un
mayor esfuerzo de los laboratorios para divulgar y profundizar en este
conocimiento. Actualmente, sélo dos laboratorios en Antioquia, con lineas de
investigacion diferentes trabajan como soporte de la apicultura: el Laboratorio de
Investigaciones Melitologicas y Apicolas, y el Laboratorio de Productos Naturales
(adscrito al grupo de Quimica de los Productos Naturales y los Alimentos, grupo

Al de Colciencias).

1.8 SECADO DEL POLEN: BRECHA EN LA CONSERVACION DE LA VIDA
UTIL

Uno de los procesos mas decisivos para conservar y aprovechar las propiedades
nutricionales y funcionales, ya descritas, del polen apicola es el secado. Cuando
el polen es sometido a procesos de secado insuficientes, este pierde gran parte
de su valor nutritivo y se puede producir el desarrollo de mohos y bacterias
debido al alto contenido de humedad del producto. Ademas, cuando el apicultor
no lleva a cabo un proceso de secado rapido y adecuado luego de la cosecha,
el polen es un sustrato Optimo para el crecimiento de microorganismos y el
desarrollo de procesos fermentativos indeseables. Ademas, un polen con un
proceso de secado excesivo, debido a su alta cantidad de proteinas, puede
perder rdpidamente su valor nutricional debido al desarrollo de reacciones de
Maillard. (Nogueira, C., et al 2012).

Segun lo anterior, el secado del polen de abeja es necesario para extender su
vida util. De forma artesanal, en algunos lugares, el secado al sol de polen de
abeja es frecuentemente usado pero es inapropiado debido al considerable
tiempo de procesamiento lo que aumenta el deterioro microbiano durante el

proceso de secado y disminuye las condiciones sanitarias. El secado de aire



caliente es un procedimiento adecuado y se utiliza con frecuencia en productos
comerciales debido a que necesita tiempos de proceso razonables que mejoran
las condiciones sanitarias y microbiologicas del producto pero algunas veces se
vuelve limitante el costo de los equipos y el incremento en costos de produccion
debido a la energia gastada. Aunque el polen de abeja se puede vender como
producto fresco o seco, el almacenamiento del producto fresco requiere
refrigeracion con temperatura entre 5 y 10°C, por lo que el secado se convierte
en un proceso importante ya que se elimina el agua a un nivel en que se minimiza
el deterioro microbiano. Ademas, hay una significativa reduccion en el peso y el
volumen que también contribuye a reducir el costo de la manipulacion,

almacenamiento y distribucién del producto. (Barajas, J., et al. 2012).



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Establecer las caracteristicas de calidad fisico-quimica y las propiedades
funcionales del polen apicola como estrategia para generar valor agregado y

parametros de calidad.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Implementar protocolos de andlisis fisicoquimicos para establecer las
caracteristicas de calidad del polen fresco cosechado por un productor

apicola y el polen seco comercial.

e Determinar las propiedades funcionales (antioxidantes y antimicrobianas)
de polen seco comercial y polen fresco cosechado por un productor

apicola, y la posible correlacion con los parametros de calidad.

e Determinar condiciones de secado Optimas que minimicen la alteraciéon
de las caracteristicas fisico-quimicas y funcionales del polen fresco

cosechado por un productor apicola.



3. METODOLOGIA

La metodologia y el disefio experimental llevados a cabo para alcanzar los

objetivos planteados con la presente investigacion se describen a continuacion:

3.1 OBTENCION Y DESCRIPCION DE LAS MUESTRAS DE POLEN DE
ABEJA

Siete muestras de polen seco, colectado por abejas Apis mellifera e identificadas
como PO1-PO7, fueron adquiridas en apiarios ubicados en los municipios de
Jericd (suroeste del departamento de Antioquia; Latitud 05°47'28"N, Longitud
75°47'09"0; 2.000 m.s.n.m.), La Unidn (ubicado en el oriente del departamento
de Antioquia; Latitud 05° 58' 38"N, Longitud 75° 21' 54"0O; 2.500 m.s.n.m.), y en
tiendas naturistas de la ciudad de Medellin. Estas muestras presentaron textura
granulosa, olor dulce y colores diferenciados. Adicionalmente, se obtuvo una
muestra de polen apicola fresco identificado como Pf y cosechado por un
productor apicola de la region del oriente Antioquefio, la cual se emplebé como
materia prima para llevar a cabo el estudio de secado. El polen fresco presentd

una consistencia blanda de color uniforme de amatrillo a rojizo.

Las muestras de polen seco fueron almacenadas a temperatura ambiente (21°C)
y en ausencia de luz. Mientras que el polen fresco se mantuvo bajo congelacion.
Los analisis se realizaron por triplicado en cada muestra. Para determinar la

repetitividad se determind la desviacion estandar de cada test.



3.2 ANALISIS FISICOQUIMICOS DEL POLEN

A las muestras de polen PO1 — PO7 y Pf se le realizaron los siguientes analisis

fisicoquimicos.

3.2.1 Contenido de cenizas. Se empled un método gravimétrico donde las
muestras fueron incineradas en una mufla a 550°C hasta calcinacion total
(A.O.A.C. Official Method 942.05 Determination of Ash in Animal Feed). Se
pesaron las muestras luego de ser incineradas y se determind el contenido de

cenizas de cada una de las muestras.

Para calcular el porcentaje de cenizas se utilizo la ecuacion 1:

a
—— x 100
c

Ecuacioén 1.

Dénde: a: peso crisol + cenizas; b: peso crisol vacio; c: peso de la muestra

3.2.2 Contenido de humedad. Elcontenido de agua se determiné por el método
termogravimétrico de la estufa a 60 °C hasta peso constante (A.O.A.C. Official
Method 969.38 Determination of Moisture Content). Se pesaron cada una de las
muestras de polen, se dejaron por 16 horas en estufa a 60 °C para determinar el

peso final y se determiné el porcentaje de humedad de cada una de ellas.

Para la determinacion de humedad se hall6 la diferencia entre el peso inicial de

la muestra y el peso luego de someterse al secado, dividido entre el peso inicial.



3.2.3 Actividad acuosa. Una pequeiia cantidad de muestra (aproximadamente
1 g de polen) fue utilizada para determinar la actividad acuosa usando un
medidor de actividad acuosa (Aqualab) (Saxena et al.,, 2010) basado en la
A.O.A.C. Official Method 32.004-32.009 Water Activity.

3.2.4 Contenido de proteina total. El contenido total de proteina en polen se
determind por el método Kjeldahl empleando el factor 6.25. (A.O.A.C. Official
Method 2011.04 Protein in Raw and Processed Meats) y utilizando el protocolo
para cereales. Se introdujeron 1.5 g de muestra un tubo de mineralizacién con 3
g de catalizador que esta constituido por una mezcla de sales de cobre, 6xido de
titanio y 6xido de selenio. Después se adicionaron 10 mL de H2SO4 concentrado
y 5 mL de H202. Posteriormente se realizo la digestion a 370 °C por 60 minutos
hasta que la disoluciobn adquiri6 un color verde esmeralda caracteristico.
Después de enfriar, se adicionaron al tubo de digestion 50 mL de agua destilada
y 50 mL de hidréxido sodico 10 N para alcalinizar fuertemente el medio y asi
desplazar el amoniaco de las sales amonicas. El amoniaco liberado es arrastrado
por el vapor de agua inyectado en el contenido del tubo durante la destilacion, y
se recoge sobre una disolucion de &cido borico (al 4 % p/v). Por dltimo se realizd
la cuantificacion del nitrbgeno amoniacal por medio de una volumetria acido —
base donde los equivalentes de acido consumidos corresponden a los

equivalentes de amoniaco destilados (Garcia Martinez, E. et al. 2012).



3.2.5 Contenido de extractables en hexano. En general, los acidos grasos
predominantes en el polen de abeja son el acido palmitico (C-16), oleico (C-
18:1), linoleico (C-18:2) y linolénico (C-18:3). Las proporciones relativas de los
acidos grasos varian de acuerdo a la variedad botanica. Dichos acidos grasos
son importantes en la reproduccion, el desarrollo y la nutricion de las abejas.
Ciertos acidos grasos como el linoleico, miristico y ladrico tienen propiedades
bactericidas y antifingicas que son importantes para la higiene de la colonia.
(Graikou, et al. 2011). Para determinar el contenido de grasa del polen, se realiz6
un proceso de extraccion Soxhlet modificando el A.O.A.C Official Method 960.39
Fat (crude) or Ether Extract in Meat. Para esto, durante 3-4 horas, hexano, el
cual es un solvente de baja polaridad, circulé por 25 g de muestra de polen. Al
final del proceso, se rotaevaporo el solvente (45 °C y 150 mbar) y el residuo se
secO completamente en estufa por 2 horas a 60 °C. Finalmente, se peso el
residuo seco y se calcul6 el rendimiento de la extraccion en porcentaje, el cual

es equivalente al contenido de lipidos del polen.

3.3 OBTENCION DE EXTRACTOS DE POLEN DE ABEJAS CON
DIFERENTES SOLVENTES.

La extraccion de las muestras de polen se realiz6 por dos metodologias:

3.3.1 Extraccién mediante sonicacion. Algunas investigaciones indican que
los compuestos de interés en el polen se encuentran al interior de la pared
externa del grano (LeBlanc et al.,, 2009); por lo tanto, la sonicacion puede
favorecer la extraccion por disrupcion del granulo. Para evaluar el solvente que
mejor extraiga los compuestos del interior del grano de polen, se obtuvieron
extractos metandlicos, acuosos y con metanol —agua 70/30, siguiendo el método
realizado por Marghitag, L. y colaboradores (2009). Para la obtencion de los
extractos metandlicos, en tubo conico se pesaron 2 g de polen y se extrajeron
con metanol (3 x15 mL) mediante sonicacion por 15 minutos. Luego, se
centrifugd a 20 °C y 4.500 revoluciones por 10 minutos, y se decanto el solvente.

Los sobrenadantes se juntaron para obtener el extracto metandlico. EI mismo



proceso se repitio utilizando agua destilada en lugar de metanol para obtener los

extractos acuosos y con una solucion de metanol — agua 70/30.

3.3.2 Extraccion Soxhlet con solventes de polaridad creciente (hexano,
acetato de etilo y metanol). Basandose en el A.O.A.C Official Method 960.39
Fat (crude) or Ether Extract in Meat, se pesaron 25 g de las muestras de poleny
se incorporaron en dedales de papel filtro de aproximadamente 15 x 8 cm. Luego,
se peso el reservorio de solventes (balon de 250 mL) y se le adicion6 una
cantidad de solvente correspondiente al 80% de su capacidad. El proceso de
extraccion Soxhlet se realiz6 sucesivamente con solventes de polaridad
creciente (hexano, acetato de etilo, metanol) durante 3-4 horas hasta que el
solvente empezd a circular de un color translacido. Al final del proceso, se
rotaevaporo cada uno de los solventes (45 °C y 150 mbar) y el residuo se seco
completamente en estufa por 2 horas a 60 °C. Finalmente, se peso el residuo
seco y se calculé el rendimiento de la extraccion en porcentaje. Con el
rendimiento de la extraccién con hexano se determind el porcentaje de lipidos

contenido en las muestras de polen.

Inicialmente, se adelantaron pruebas preliminares de extracciébn con las
muestras PO1 — PO3 empleando ambos métodos para determinar con cual
metodologia se obtendria un mayor rendimiento de extraccion. Con algunos de
los extractos mencionados se adelantaron pruebas microbiolégicas que
permitieron identificar el solvente con el que se obtuvo mayor inhibicién
microbiana y, ademas, tanto los extractos metandlicos obtenidos por sonicacion
como los extractos obtenidos por Soxhlet, fueron empleados para realizar
pruebas preliminares de actividad antioxidante utilizando las metodologias

descritas posteriormente.



3.4 ANALISIS FISICOQUIMICOS DE LOS EXTRACTOS SONICADOS DE
POLEN

Los extractos metandlicos obtenidos por sonicacion de las muestras PO1 — PO7
y Pf se emplearon para realizar los analisis de solidos solubles, proteinas
solubles, aminoéacidos solubles, fenoles totales y flavonoides totales. Con los
extractos acuosos obtenidos por sonicacion se determind el contenido de

azucares reductores.

3.4.1 Contenido de so6lidos solubles. Para la determinacion de la cantidad de
sélidos solubles de cada uno de los extractos obtenidos se sigui6 el protocolo
del A.O.A.C Official Method 932.12 Solids (Soluble) in Fruits and Fruit Products
modificado. Para esto, se pes6 1 mL de extracto en una capsula, la cual se llevo
a una estufa a 60°C por 3 horas. Una vez evaporado el solvente, se pesé el
residuo seco y se determind el contenido de sdlidos solubles de cada uno de los

extractos de polen de abejas, y el rendimiento de la extraccion.

Para la determinacion de sélidos solubles se determiné el porcentaje de extracto

seco utilizando la ecuacion 2.

(a/b) x 100

Ecuacion 2. Determinacién del porcentaje de solidos solubles.

Donde:
a: peso (g) del residuo seco
b: peso (g) de 1 mL de extracto liquido

Para determinar el rendimiento de la extracciéon se utilizé la ecuacion 3.

(a_ xb) x100

c

Ecuaciéon 3. Determinacion del rendimiento de la extraccion de solidos

solubles.



Donde:
a: Peso (g) del residuo seco presente en 1 mL de extracto
b: Volumen final del extracto obtenido mediante sonicacion (45 mL)

c: Peso de la muestra de polen (g)

3.4.2 Determinacion de proteinas solubles. El contenido de proteinas
solubles en los extractos metandlicos de polen fue determinado por el método
de Bradford (Bradford, M. 1976). A 5 mL del reactivo azul de Coomassie (5 mg
de azul brillante disuelto en etanol, acido fosférico y agua hasta un volumen de
50 mL) se adicionaron 0,1 mL del extracto metandlico de polen. Luego, en un
espectrofotometro se leyd su absorbancia a 595 nm. El blanco se realizé con 5
mL de azul de Coomassie y 0.1 mL de agua destilada. La curva de calibracion
se realiz6 con suero de albumina bovina y la ecuacion obtenida fue Y = 0,0102
X (ug proteina/0,1 mL) + 0,0630.

3.4.3 Determinacion de aminoacidos solubles. El contenido de aminoéacidos
fue cuantificado por el método de Cadmio - Ninhidrina (Doi et al. 1981). El
extracto metandlico de polen se mezcldé con 2 mL del reactivo de Ninhidrina-
Cloruro de Cadmio y 1 mL de agua destilada. Seguidamente, la mezcla se
calenté a 84 °C por 5 min y se enfri6 a temperatura ambiente. Se midi6 la
absorbancia a 507 nm en un espectrofotdmetro. El blanco se preparé con 2 mL
de la solucién de Nihidrina y 1 mL de agua destilada. La curva se realiz6 con L -
Leucina en un rango de concentraciones en celda de 1 — 30 mg/ L. La ecuacion
obtenida fue Y = 0,1342 X (mg Leucina /L) + 0,0327.



3.4.4 Azucares reductores. El contenido total de azucares reductores se
determind por el método del &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNSA). (Gil, D.B. 2006).
1 mL de extracto acuoso de polen se mezclé con 1 mL del reactivo DNSA y se
incubo en un bafio de agua a 90°C por 10 minutos. Una vez enfriada la mezcla
a temperatura ambiente, se agregaron 7,5 mL de agua destilada y se midio la
absorbancia a 540 nm (Nogueira, C. et al. 2012) El blanco se obtuvo por un
procedimiento similar reemplazando 1 mL extracto por 1 mL agua destilada. La
curva se realizo con glucosa como estandar en concentraciones en celda entre
0,021 a 0,105 mg glucosa/mL. La ecuacion obtenida fue Y = 3,3248 X (mg

glucosa/ mL) - 0,0014. Los resultados se reportaron en mg glucosa/100 g polen.

3.4.5 Contenido total de fenoles. La composicion fendlica del polen de abejas
consiste principalmente de glucdsidos de flavonol y de acidos hidroxicindmicos.
Dicha composicién tiende a ser especifica segln la especie vegetal y estan
relacionadas con las propiedades antioxidantes y antibioticas del polen (Graikou
et al. 2011). El contenido total de fenoles se determind por el método Folin-
Ciocalteu (Singleton et al, 1999). A 20 L del extracto metandlico de polen se le
adicionaron 180 pL de agua destilada y 1 mL de Folin 0,2 N. Se vortiz6 y se
adicionaron 800 pL de Na2CO7 0,7 M. La mezcla se dej6é en oscuridad por 2
horas y se ley6 a 760 nm. El blanco se preparé de forma similar reemplazando
20 pL de extracto por 20 pL de solvente. La curva se realizd con acido galico
(AG) como estandar y se obtuvo la ecuaciéon Y = 0,003 X (ug AG / mL) + 0,0024.

Los resultados se reportaron en mg AG/100 g polen seco.



3.4.6 Estimacion del contenido total de flavonoides. Se emple6 el método
espectrofotométrico propuesto por Chang et al. (2002) con modificaciones. Se
mezclaron 500 pL de extracto metandlico con 150 pL de una solucion acuosa de
NaNO:2 (5%). Luego de 5 minutos se adicionaron 150 uL de AICL3 (10% acuoso)
y tras 6 minutos se agregaron 1000 pL de NaOH 1 M. La absorbancia se midi6
a 510 nm. Se empled Quercetina como estandar y el contenido de flavonoides
se expresd como equivalentes de Quercetina (EQ). La curva de calibracion fue:
Y = 0,0079 (EQ) - 0,0388. Los resultados fueron expresados en mg de

Quercetina (Q) / g polen seco.

3.4.7 Determinacion del perfil quimico de los extractos de polen mediante
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM). Para
el analisis por cromatografia de gases se realiz0 la derivatizacion de los extractos
de polen (Silici & Kutluca 2005). Se tomaron 10 mg de extracto previamente
sometidos a 50 °C durante 4 horas en estufa para eliminar restos de agua. La
reaccion se llevé a cabo en viales de 2 mL para cromatografia sellados, en el
cual se depositaron aproximadamente 5 mg del extracto de polen seco, 50 uL de
piridina anhidra y una ampolleta del reactivo sililante (100 pL de bis-
trimetilsililtrifluoroacetamida y trimetilclorosilano al 1%. BSTFA+TMCS). El vial
se llevé a una estufa a 60 °C durante 8 horas, para posteriormente adicionarle 1
mL de cloroformo y se procedi6é con la caracterizacion en un cromatografo de
gases acoplado con espectrometria de masas (CG - EM). Para la cromatografia
de gases se emple6 una columna DB-5MS (30 m de longitud, diametro de 320
um; grosor del film 0,5 um) a flujo constante con una presién inicial de 3,27 psiy
una velocidad promedio de 0,4 m/s. La programacién de temperatura fue de
150°C (tiempo inicial 1,0 minuto) y temperatura maxima de 350°C. El gas
portador fue helio. Para la espectrometria de masas, el modo de adquisicion fue
Full Scan y la identificacion se realizé a partir del espectro de masas obtenido
para cada pico cromatografico mediante la libreria NIST.



3.5 DETERMINACION DE PROPIEDADES FUNCIONALES DE LOS
EXTRACTOS DE POLEN

Para determinar las propiedades funcionales de los extractos de polen se
evaluaron la capacidad antioxidante y la actividad antimicrobiana. Se realizaron
ensayos preliminares con los extractos PO1 — PO3 obtenidos por sonicacién y
por Soxhlet para determinar el mejor solvente y método de extraccion segun las
propiedades funcionales con resultados superiores, y con base a esto, se le

realizaron dichos analisis al resto de los extractos (PO4 — PO7 y Pf).

La actividad antioxidante se determind por medio de los andlisis de actividad
atrapadora del radical DPPHe, la decoloracion del radical cation ABTS++ y la
actividad reductora de hierro (lIl) a hierro (II) (FRAP). La actividad antimicrobiana
se determind mediante el método de microdilucion en pocillo con Cloruro de 2,
3, 5 de Trifeniltetrozolio (TCC). Los ensayos realizados para llevar a cabo la
medicion de dichas propiedades funcionales de los extractos de polen se

describen a continuacion.

3.5.1 Actividad atrapadora del radical DPPHe. Para medir la actividad
inhibitoria de radicales libres se adecud el método desarrollado por Hatano T. et
al (1988). Se prepard una solucion madre con 5 mg de DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazol) llevados a 50 mL con metanol. Para preparar la solucién de trabajo
se tomaron 10 mL de la solucion madre y se diluyeron a 50 mL con metanol.
Luego se tomaron 20 pL de extracto metandlico de polen y se le adicionaron
1980 pL de la solucién de trabajo de DPPH. Se dejé en oscuridad por 30 minutos
y se midio la absorbancia a 517 nm. Para el blanco se utilizaron 20 pL de

metanol.

Con el valor de absorbancia obtenido, se calcul6 el porcentaje de inhibicién

utilizando la ecuacién 3 descrita a continuacion:



Ab -Am
——— x100

Ab

Ecuacion 4.
Donde:
Ab: Absorbancia del blanco

Am: Absorbancia de la muestra

Se utilizdé Trolox como estandar y la ecuaciéon obtenida fue Y = 23.980 X (mg
Trolox / mL en celda) — 23,654. Los resultados se expresaron en mg Trolox / g

polen seco.

3.5.2 Actividad reductora de hierro (Ill) a hierro (Il) (FRAP). Para medir la
actividad reductora de hierro (Ill) a hierro (II) o método FRAP, se adecuo el
método propuesto por Berker et al. (2007). Se tomaron 125 pL del extracto
metandlico del polen y se le adicionaron 125 uL de agua, 250 pL de una solucién
tampon de fosfato (NaH2PO4 y NazHPO4) y 250 pL de una solucién de KsFe(CN)s
al 1%. Luego se dej6 incubando a 50°C por 20 minutos, se dejo enfriar y
seguidamente se adicionaron 250 pL de una solucion de Acido Tricloroacético
TCA al 10%. Se tomaron 500 uL del sobrenadante y se le agregaron 400 uL de
agua destilada y 100 pyL de una solucion de FeCls.6H20 al 0,1%. Se dejé
reaccionar dos minutos y se ley6 a una absorbancia A = 700 nm. La curva se
realizé con Trolox en concentraciones entre 0,1 a 1 mM. La ecuacion obtenida
fue Y = 1,2007 (mM Trolox/mL) + 0,0734. Los resultados se reportaron en mg

Trolox / g polen seco.



3.5.3 Decoloracion del radical cation ABTS+e. Para realizar el ensayo de
decoloraciéon del radical cation de ABTS (acido 2,2"-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico)) se prepard una solucién acuosa de ABTS 7 mM.
El radical cation fue producido por reaccidon de la anterior solucién con una de
persulfato de potasio de concentracion 2.45 mM, permitiendo que la mezcla
permanezca en oscuridad a temperatura ambiente durante 12-16 horas antes de
su uso. Para el ensayo de actividad, la solucion de ABTS.* fue diluida con etanol
hasta una absorbancia de 0.70 a 734 nm y equilibrada a 30 °C. Se prepararon
soluciones patron de las muestras con los extractos de polen en Metanol y fueron
diluidas de forma tal que, después de la introduccion de una alicuota de 10 pL
de cada dilucién en el ensayo, produjeron una inhibicion entre el 20-80 %
respecto al blanco de absorbancia. Seguidamente se adicioné 1 mL de la
solucion diluida de ABTS.+ (A734 nm = 0.70) a 10 uL del extracto metandlico de
polen. Las mediciones de absorbancia fueron realizadas a 30 °C después de 1
min de haber mezclado las sustancias y hasta los 6 min. Se utiliz6 como blanco
el solvente utilizado en cada ensayo y como estandar de referencia Trolox (0-15
UM). El porcentaje de inhibicion de la absorbancia a 734 nm fue calculado como
una funcién de la concentracion de antioxidante comparado con el estandar de
referencia. Los resultados se expresaron en mg Trolox / g polen seco. (Cimpoiu,
C. etal. 2013).

3.5.4 Actividad antimicrobiana. La actividad antimicrobiana del polen se

determind por dos metodologias:

Método de la placa perforada. Con los extractos metandlicos sonicados y los
obtenidos por Soxhlet de las muestras PO1 — PO3, se realizaron pruebas
preliminares de actividad antimicrobiana por el método de la placa perforada
contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas (Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus) y el hongo
Aspergillus flavus; en los cuales se midieron los halos de inhibicion en milimetros
(mm). Se utilizaron los extractos a una concentracién de 100.000 pg/mL y para
el control positivo se empled Ampicilina sulbactam a 1000 pg/mL. El medio de
cultivo manejado fue el agar estandar Mueller-Hinton. Los analisis se realizaron

por triplicado para cada una de las concentraciones de los extractos evaluados.



Método de microdilucion en pocillo con TCC. Se midi6 la actividad
antimicrobiana mediante el método de microdilucién en pocillo (Rodriguez -
Tudela et al. 2013) con Cloruro de 2, 3, 5 de Trifeniltetrozolio (TCC). Se hicieron
pruebas preliminares con el extracto de acetato de etilo de PO1 — PO3 con
Staphylococcus aureus, ya que es una de las bacterias de mayor impacto en la
industria de alimentos involucrada en procesos de manipulacion inadecuados.
La concentracion minima inhibitoria (MIC) fue definida como la concentracion
mas baja de extracto de polen que inhibio visiblemente el crecimiento bacteriano
ya que las células muertas no son tefiidas por TCC, por lo que no presenta
coloracion roja. (Pascoal et al. 2014). El ensayo se realizé en una placa que
contiene 12 pocillos por fila. En los pocillos ubicados en la fila A se adicionaron
40uL de Ampicilina Sulbactam, 140 pL de caldo nutritivo, 20 pL indculo 1,0 x 108
UFC de S.aureus; y se trabajo con concentraciones de ampicilina de 1000 pg/mL
en el pocillo 1 y luego de 500, 250, 125, 62, 31, 15, 7, 3.5, 1.7 y 0.85 pg/mL en
el pocillo 12. En los pocillos de la fila B se inici6 la evaluacion de los extractos de
polen partiendo con POl en concentraciones de 100.000, 50.000, 25.000,
12.500, 6.250, 3.125, 1.562, 781, 390, 195, 97 y 48 pg/mL; donde cada pocillo
contenia 40 uL del extracto de PO1, 140 uL de caldo nutritivo y 20 uL del inéculo.
En los pocillos de la fila C se encontraba el extracto de PO2 y asi hasta el dltimo
pocillo donde se encontraba la Ampicilina + Inéculo. Después de 24 horas de
incubacion a cada pocillo se le adicionaron 20 uL de TCCy se llevo a incubar 30
minutos para observar variacion de color teniendo en cuenta que concentracion
minima inhibitoria de los extractos de polen a partir de la cual no se observaron
cambios a color rojo. Posteriormente se evalud al resto de los extractos en

acetato de etilo obtenidos por Soxhlet (muestras PO4-PO7 y Pf).



3.6 DETERMINACION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS DE SECADO

Para evaluar las condiciones Optimas de secado del polen se dispusieron
muestras de 50 g de polen fresco en un secador de tres bandejas con malla de
500 um. La medicion del tiempo fue variable hasta obtener el contenido de
humedad deseado que oscil6 alrededor de un 5%, valor que minimiza el riesgo
de la supervivencia de microorganismos indeseados y el incremento de
reacciones quimicas que deterioren el producto (Toledo. 2007). Los factores
temperatura (40, 50 y 60°C) y velocidad del aire (2, 3 y 4 m/s) se evaluaron a

tres niveles con un tipo de flujo continuo.

Con el fin de evaluar qué condiciones de secado mantuvieron las propiedades
funcionales del polen, se obtuvieron extractos metandlicos sonicados de las
muestras luego del secado y se les midid el porcentaje de soélidos solubles,
fenoles totales, flavonoides y la actividad antioxidante por medio de FRAP y
DPPH. Ademéas se determiné la actividad acuosa del polen seco. Por medio de
un analisis de optimizacion por superficie de respuesta se definieron las
condiciones de secado Optimas. El polen seco obtenido con las condiciones de
secado Optimas se caracterizO mediante andlisis fisicoquimicos y la
determinacién de propiedades funcionales empleando las metodologias

anteriormente descritas.

3.7. ANALISIS ESTADISTICO

A los resultados de los andlisis fisicoquimicos, los componentes bioactivos y las
propiedades funcionales les fueron calculados la media + desviacion estandar
para determinar la variabilidad entre cada parametro analizado. Para evaluar los
datos obtenidos en la determinacién de las condiciones éptimas de secado del
polen, se utilizd el programa estadistico Design Expert Software, Educational
Version 8.0.6 para realizar un disefio experimental por superficie de respuesta

con un disefio central compuesto que arrojé un total de nueve combinaciones a



evaluar de temperatura y velocidad del aire, para asi determinar las mejores
condiciones de temperatura y flujo de aire. Las variables respuesta fueron:
tiempo de secado, humedad, actividad acuosa, capacidad antioxidante,

contenido de fenoles y flavonoides.



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. ANALISIS FISICOQUIMICOS REALIZADOS AL POLEN DE ABEJA

En Colombia no existe una normatividad vigente que establezca parametros
fisicoquimicos del polen de abeja comercializado en el territorio nacional. Sin
embargo, en otros paises del continente como Argentina o Brasil, y algunos
pertenecientes a la Uniébn Europea, se han hecho adelantos al respecto y se
manejan valores de referencia del polen comercializado por lo que es importante
determinar los pardmetros fisicoquimicos que le confieren las caracteristicas de
calidad a dicho producto. En la Tabla 2 se encuentran los resultados de los

analisis fisicoquimicos realizados durante este estudio a las muestras de polen

seco Yy fresco.

Tabla 2. Resultados de los andlisis fisicoquimicos del polen.

Analisis Cenizas (%) Humedad (%) A;SZS?;W?E .Fé?;ﬂg}s % grasa
PO1 2,0 +/- 0,03 4,5 +/- 0,05 0,35 +/- 0,003 16,2 +/- 0,00 2,7 +/- 0,03
PO2 1,5 +/- 0,02 3,9 +/- 0,04 0,34 +/-0,0 17,1+/-0,01 4,0 +/- 0,24
PO3 1,8 +/- 0,00 8,9 +/- 1,18 0,35 +/- 0,001 19,8 +/- 0,08 2,7 4/- 0,15
PO4 2,7 +/- 0,01 4,4 +/- 0,05 0.38+/-0,0 25,5+/-0,02 9,6 +/- 0,05
PO5 2,0 +/- 0,07 2,7 +/-0.03 0.29 +/- 0,001 21,4 +/-0,01 4,8 +/- 0,08
PO6 2,6 +/- 0,03 2,7 +/0.04 0.28 +/- 0,004 24,3 +/-0,01 6,4 +/- 0,13
PO7 2,1 +/- 0,00 4.8 +/-0.09 0.38+/-0,0 21,5+/-0,04 4,6 +/- 0,01

Pf 1,7 +/- 0,01 21,2 +/- 0,06 0,77 +/- 0,001 18,9 +/- 0,08 4,7 +/- 0,01
Promedio 2,1 +/- 0,42 *45+/-2,01  *0,34+/-0,037 20,6 +/-3,26 5,0 +-2,41
“orasiiera (Pesosec) MmO 4% 06 (Pesoseco)  (Pesoseco)

o MO amows o5 (5%
S 20 amoss  os A9 10K e

*No se tuvieron en cuenta el valor de la humedad y la actividad de agua del polen fresco para hallar los respectivos

promedios.



4.1.1 Cenizas. El porcentaje de cenizas en polen varié entre 1,5% y 2,7%.
Valores similares fueron reportados por Almeida-Muradian et al en 2005, quienes
obtuvieron porcentajes de cenizas de 2,2% a 2,4% en polen de origen brasilero.
Por su parte Feas et al (2012) hallaron un valor de cenizas promedio de 2.9% y
un valor maximo de 4%. En este estudio, el porcentaje promedio de cenizas
obtenido fue inferior; pero como se sabe, dichos valores aunque son un
estimativo del contenido de minerales de un alimento, por encima de los limites
superiores pueden indicar que las muestras contienen impurezas que pudieron
aumentar el contenido de cenizas (Coronel, et al. 2004). Adicionalmente, los
porcentajes de cenizas obtenidos son considerados normales porque no
sobrepasan los maximos permitidos por la regulacion brasilera y argentina

(méaximo 4%).

4.1.2 Humedad. EIl porcentaje de humedad obtenido de las muestras de polen
seco oscilo entre 2,7% y 8,9%. Ademas, se determind un contenido de humedad
de 21,2% para el polen fresco, lo que da una idea de la relevancia que toma el
secado en este tipo de alimento. La humedad es de suma importancia para la
calidad del polen ya que de esta depende la vida 0til y la conservacion de las
caracteristicas organolépticas. Segun Almeida-Muradian, et al (2005), es
importante que el polen sea secado en estufas a una temperatura alrededor de
los 50°C para disminuir el contenido de humedad hasta un 5 — 8% y asi
protegerlo de la contaminaciéon microbiana que puede deteriorar el producto.
Segun esto, con los resultados obtenidos para las muestras analizadas se puede
inferir que en la region hay poca homogeneidad en los procesos de secado. Por
ejemplo, en el polen PO3 el contenido de humedad es alto (8,9%), lo que pone
en riesgo su inocuidad y no cumpliria con normatividades como la 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 el valor
maximo en 4%. Por otro lado, un polen con menos del 3% de humedad es
indeseable ya que indica posibles procesos de secado excesivos que pueden
generar decoloracién y desarrollo de reacciones quimicas como Maillard y

oxidacion lipidica, que generan olores poco agradables y rancidez (Nogueira, et



al. 2012), caso de las muestras PO5 y POG6, en las que se determinaron valores

de humedad por debajo del 3%.

4.1.3. Actividad acuosa. La actividad de agua promedio obtenida para las
muestras de polen seco registré un valor 0,34. Feés et al (2012) y Coronel B.B.
et al (2004) reportan valores promedio de actividad de agua de 0.39. Los
primeros hallaron valores maximos de 0.54 y minimos de 0.21. Estos valores
hallados también concuerdan con lo hallado por Nogueira et al (2012), en la cual
la actividad de agua oscila entre 0.26 a 0.43 siendo 0.36 el promedio estimado.
El control de este pardmetro es crucial para garantizar una vida Util del producto
apicola ya que da un estimativo del agua disponible para el crecimiento
microbiano, el cual debe ser inferior a 0,6 para evitar su desarrollo y el posible
avance de procesos fermentativos en el polen apicola. Jay (2007) encontr6é que
tanto el numero de mesdfilos aerdbicos, hongos y levaduras, estuvo
positivamente correlacionado con valores de aw superiores a 0,55. Por su lado
Estevinho, et al. (2012) afirman que debido al alto contenido de nutrientes del
polen apicola, una variedad de microorganismos pueden crecer en este,
principalmente bacterias mesofilas, hongos vy levaduras, haciendo Ila
contaminacion microbiana un parametro de calidad critico para el consumo
humano. Dentro de dichas bacterias mesdéfilas, Coronel et al. (2004) encontré

especies como E. coliy S. aureus en 23 muestras de polen argentino.

4.1.4. Proteina total. El polen es virtualmente la Unica fuente de proteinas de
las abejas, nutriente necesario durante la produccion del alimento larval y para
el desarrollo de abejas que han emergido recientemente (Coronel, et al. 2004).
Ademas es uno de los atractivos que tiene para la alimentacion humana. Los
niveles de proteina en el polen apicola varian ampliamente entre un 2% a un
60%. (Nicolson, 2011). Para este estudio, los valores obtenidos de proteina
cruda se calcularon entre 16,2 y 25,5%, cumpliendo con los parametros
establecidos por las normas brasileras, francesas y argentinas (8 — 41%)
referenciadas por De Arruda, et al. (2013). Estos autores reportan valores de

proteina total en polen seco cosechado en Brasil, en un rango estrecho que



fluctia entre 22,1 y 25,1%. Mientras que Feas, et al. (2012) hallaron que el
porcentaje de proteina de polen recolectado en Portugal se encontraba entre un
10 y un 40%. Estos amplios rangos amplios son explicados por la variedad en el
origen botanico y geogréfico del polen recolectado, asi como de la época del afio

en que es cosechado. (Estevinho et al. 2012).

4.1.5. Contenido de grasa (extractables en hexano). El contenido de grasa
determinado por el porcentaje de rendimiento de los extractos en hexano por
Soxhlet estuvo entre 2,7 y 9,6%; cumpliendo con el minimo exigido por la
regulacion brasilera (1,8%) y el maximo establecido por la francesa (10%). Feas
y colaboradores (2012) obtuvieron valores que comprendian desde 2,35 hasta
2,86% en polen portugués. Por su lado, De Arruda, et al. (2013), reportan un
promedio de 5,2% en polen brasilero, valores que cumplen con la regulacién
brasilera, francesa y argentina. Estos valores son inferiores a los encontrados
en polen de abeja monofloral de mostaza en la India, cuyos autores reportaron
contenidos de grasa de 13,8%. (Ketkar, et al. 2014), los cuales son indeseados
ya que hacen que el producto sea mas susceptible a rancidez por oxidacién

lipidica.

4.2 EXTRACTOS DE POLEN APICOLA OBTENIDOS POR SONICACION Y
SOXHLET.

4.2.1 Extraccién mediante sonicacion. Se eligieron diferentes solventes para
obtener un extracto y caracterizarlo desde el punto de vista fisicoquimico y
funcional. Se obtuvieron extractos metandlicos, acuosos y con metanol — agua
70/30, siguiendo el método realizado por Marghitas y colaboradores (2009). En
la Tabla 3 se presentan los porcentajes de sélidos solubles de los extractos
metandlicos, acuosos y de la mezcla de ambos solventes en una relacién 70/30
(metanol — agua) obtenidos mediante pruebas preliminares por sonicacion de las

muestras de polen PO1 — PO3.



Tabla 3. Porcentajes de sélidos solubles y de extraccion de los extractos
metandlicos, acuosos y en metanol — agua 70/30 del polen PO1 — PO3 mediante

sonicacion.

Solventes
Metanol Agua Metanol-Agua 70:30
Solidos .. - .. - ..
Extraccion Sélidos Extraccion Sélidos Extraccion

Muestras Solubles

(%) (%) | Solubles (%) | (%) Solubles (%) (%)

PO1 3,14 53,77 2,37 40,58 2,50 42,79
PO2 3,18 55,08 2,04 35,36 2,31 40,04
PO3 3,25 55,84 1,97 33,85 2,36 40,55

Segun la informacion contenida en la Tabla 3, se observa que al realizar los
ensayos preliminares de extracciones mediante sonicacion con metanol, agua y
metanol — agua 70/30; el contenido de sdlidos solubles y el porcentaje de
extraccion fueron mayor en los extractos obtenidos con metanol. Posiblemente
esto se deba a que gran cantidad de proteinas y aminoacidos libres, asi como
algunos azucares simples, se encuentran al interior de la exina del grano de
polen, la cual es la cubierta exterior dura. La principal sustancia que forma la
exina es la esporopolenina, un politerpeno impermeable resistente a los agentes
quimicos el cual es poroso, lo que permite que dichos compuestos con afinidad
quimica hacia solventes organicos presentes en el polen, emerjan del interior del
grano cuando se encuentra altamente hidratado (Paramas, et al. 2006) y
sometido al proceso de sonicado. Por esta razon se seleccion6 el metanol como
solvente de extraccion para llevar a cabo la caracterizacién fisicoquimica y

funcional de las muestras de polen.

4.2.2 Contenido de solidos solubles. En la Tabla 4 se encuentran los
porcentajes de sélidos solubles y de extraccion de los extractos metandlicos de

las muestras de polen PO1 — PO7 y Pf.



Tabla 4. Porcentajes de sélidos solubles y de extraccion de los extractos

metandlicos de polen de abejas.

% Solidos % Extraccion de sélidos
Muestra

solubles solubles en polen
PO1 3,1 53,8
PO2 3,2 55,1
PO3 3,2 55,8
PO4 2,2 39,8
PO5 2,5 45,3
PO6 2,7 45,9
PO7 3,0 49,9
Pf 47,2 85,3
Promedio polen 29 49 4
seco
DeS\/'laC|on 0.37 597
estandar

En la tabla anterior se observa que el rango del porcentaje de sélidos solubles
de los extractos metandlicos de las muestras de polen seco oscila entre el 2,2%
y 3.2%, con un porcentaje superior en el caso del polen fresco. El promedio del
porcentaje de extraccion obtenido fue 49,4%, el cual es inferior al reportado por
Rebiai. A. & Lanez, T. (2012), quienes obtuvieron un rango en los porcentajes de
extraccién entre 47,1 y 61,4%, con un promedio de 57,1% para extractos
metandlicos de polen de Argelia que puede estar relacionado con un mayor
contenido de azlcares, aminoacidos y proteinas solubles en solventes

organicos.

4.2.2. Extraccion mediante Soxhlet. En total se obtuvieron 24 extractos
identificados de acuerdo al solvente empleado (hexano, acetato de etilo y
metanol) por el método Soxhlet. Los rendimientos obtenidos con cada uno de los

solventes se presentan en la Tabla 5.



Tabla 5. Rendimiento de los procesos de extraccion del polen apicola por medio

de Soxhlet con solventes de polaridad creciente.

Acetato de
Hexano . Metanol
Etilo

Muestra % extracto % extracto % extracto

PO1 2,72 3,06 18,87
PO2 4,03 5,26 22,34
PO3 2,74 6,24 21,75
PO4 9,63 3,24 19,89
PO5 4,8 11,38 23,6
PO6 6,41 9,28 20,06
PO7 4,57 6,14 24,15

pf 4,66 14,25 31,72

:;I‘::‘Z:'c‘; 4,99 6,37 21,52

D::‘t‘;':;:r" 2,41 3,04 1,99

Segun los porcentajes de extraccion y los valores de rendimiento obtenidos por
medio de sonicacion y Soxhlet, se tiene un indicio de la naturaleza polar de los
compuestos presentes en las muestras debido a los altos valores de rendimiento

presentados con los extractos metandlicos obtenidos en Soxhlet.

Los extractos resultantes mediante sonicacién y Soxhlet fueron guardados bajo
refrigeracion en viales y en tubos conicos tipo Falcon para hacer parte de un

banco de extractos.

4.3 ANALISIS FISICOQUIMICOS REALIZADOS A LOS EXTRACTOS DE
POLEN DE ABEJA OBTENIDOS POR SONICACION

De acuerdo al bajo porcentaje obtenido de extracto en hexano y acetato de etilo,

se deduce que el contenido de compuestos no polares presentes en el polen de



abejas es menor que los compuestos de naturaleza polar. Luego de realizar
pruebas preliminares con las muestras PO1 — PO3, se determind un mayor
rendimiento con los extractos metandlicos obtenidos por sonicacién comparado
con el proceso de extraccion mediante sonicacién con agua y metanol — agua
70/30. Con los mencionados extractos metandlicos se realizaron analisis de
sélidos solubles, proteinas solubles, aminoacidos solubles, fenoles totales y
flavonoides totales. Por otro lado, a los extractos acuosos se les realizo analisis
de azucares reductores ya que las pruebas previas lo perfilaron como el mejor
extracto para dicha prueba debido a la buena solubilidad de los azlUcares en un
solvente polar como el agua. En la Tabla 6 se encuentran registrados los
resultados de los analisis fisicoquimicos de los extractos sonicados de polen en

metanol y agua, este Ultimo solo para azlcares reductores.

Tabla 6. Resultados de los analisis fisico quimicos de los extractos sonicados de
polen.

Analisis fisicoquimicos a los extractos de polen

Proteinas Aminoécidos . 3
lubles ( libres ( Fenoles Totales Flavonoides *Azlcares
solubles (mg ibres (mg reductores
Muestras mg AG / 100 m /g polen
proteina/g Leu/100 g de (Mg 9 (mgQ/gp (mg glucosa/
polen seco) seco) g polen)
polen) polen)
PO1 2,9 +/- 0,33 100,1 +/- 1,78 1652,4 +/- 156,8 20,2 +/- 0,34 49,5 +/- 0,41
PO2 5,4 +/- 0,72 102,6 +/- 10,04 1380,1+/- 5,1 20,8 +/- 1,96 62,1 +/- 11,17
PO3 7,7 +-0,17 120,9 +/- 5,25 1717,1 +/- 340,0 23,1 +/- 0,97 61,4 +/-1,99
PO4 5,9 +/- 0,59 109,9 +/- 0,68 1892,6 +/- 441,1 33,7 +/- 0,91 84,4 +/- 3,27
PO5 2,9 +/- 0,19 111,4 +/- 0,07 2572,5 +/-211,0 20,1 +/- 0,28 74,4 +/- 9,56
PO6 4,9 +/- 0,64 106,5 +/- 4,27 2484,3 +/- 361,1 29,1 +/- 0,31 65,6 +/- 0,64
PO7 4,2 +/- 1,40 103,9 +/- 0,32 2220,8 +/- 60,6 20,2 +/- 0,84 76,5 +/- 4,81
Pf 2,8 +/-1,18 107,8 +/- 1,48 1729,8 +/- 41,5 17,8 +/- 0,30 59,1 +/- 1,90
Promedio | 4,6 +/-1,735 107,9 +/- 6,454 1956,2 +/- 425,2 23,1+/-5,4 66,6 +/- 11,18

* Andlisis realizado con extracto acuoso.




4.3.1 Proteinas solubles. Las proteinas solubles hacen parte del contenido de
proteina total y son aquellas que debido a su naturaleza polar y su bajo tamafio
molecular se disuelven facilmente en un solvente polar como el metanol ya que
se encuentran débilmente ligadas en la matriz lignoceluldsica del polen (Avni, D.
et al. 2014), (Urribarri, et al. 2004). El contenido de proteinas solubles de los
extractos de las muestras de polen se determind por el método de Bradford
(Bradford, 1976). Los valores de proteina solubles del polen analizado variaron
desde 2,9 hasta 7,7 mg proteina/g polen, lo que indica que en promedio las
proteinas solubles en metanol equivalen alrededor del 1% de las proteinas
totales encontradas en el polen de abeja de este estudio (valores reportados en
numeral 4.1.4), y coincide con los valores reportados por Silva et al. (2006),

quienes reportan valores que oscilan alrededor de 4,2 mg proteina/g polen.

4.3.2 Aminoécidos libres. El contenido de aminoacidos libres de los extractos
metandlicos obtenidos mediante sonicacion se cuantifico por el método de Cd-
Ninhidrina (Doi et al. 1981). En el polen apicola, los aminoacidos libres, a
diferencia de los proteicos, se presentan en porcentajes muy variables,
dependiendo de varios factores como los taxones polinicos presentes en la
muestra, factores de orden bioldgico, ecoldgico y geografico (Cimpoiu, et al.
2013). De la fraccion de aminoé&cidos libres presentes, los componentes mas
representativos son la prolina, que es un constituyente comun de las partes

vegetativas de las plantas, y el acido glutdmico. (Coronel B.B. et al. 2004)

Paramas, et al. (2006) encontraron cantidades de aminoécidos libres 161,2 mg /
g de polen. Los autores reportaron veintidos aminoécidos libres donde la prolina,
al igual que en la miel, es el aminoacido més abundante con un promedio de
20,27 mg/g de polen. Para las muestras de polen de este estudio se encontro
qgue la cantidad promedio de aminoacidos expresados como equivalentes de
Leucina fue de 1,079 mg Leucina / g de polen; valor superior a los 0,91mg

Leucina / g de polen reportado en el mismo estudio de Paramas et al (2006).



4.3.3 Azucares reductores. El contenido total de azucares reductores se
determind por el método del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNSA). (Gil, D.B. 2006).
La cantidad de azucares reductores contenidos en los extractos acuosos de
polen estuvieron en un rango de 49,5 a 84,4 mg de glucosa / g de polen. Estas
cantidades son superiores a las halladas por Nogueira, et al. (2012) donde se
reportan valores entre 26,09 y 41,79 mg de glucosa / g de polen. Altos valores
en el contenido de azUcares reductores han sido asociados a la presencia de
néctar o miel, comunmente utilizada por las abejas como pegamento para el

polen al transportarlo a las colmenas. (Nogueira, et al. 2012).

4.3.4 Fenoles totales. El contenido total de fenoles se determiné por el método
Folin-Ciocalteu (Singleton en al, 1999). Debido a que los fenoles son muy
reactivos ante agentes oxidantes, el andlisis de este parametro hace un
acercamiento a la capacidad antioxidante del polen de abeja debido al
comportamiento reductor de los fenoles. Expresados en mg de &cido galico /
100 g de polen seco, las cantidades encontradas oscilaron entre 1436,05 y
2643,06. Leja, et al. (2007) encontraron en diferentes especies de polen valores
en su mayoria superiores a los reportados en este estudio, con cantidades que
superaban en algunos casos los 8000 mg de acido galico / 100 g de polen, e
identificando principalmente fenilpropanoides dentro del contenido de fenoles
totales. Por su parte, Graikou, et al. (2011) hallaron en polen griego acidos
fendlicos como el acido p — cumarico, acido ferulico y sus ésteres de glicerol, y

ésteres de glicerol de acido caféico.

Por otro lado, Morais, M. et al (2011) encontraron que el contenido de fenoles en
los extractos de polen que estudiaron variaron entre un minimo de 10,5 y un
maximo de 16,8 mg AG / g de polen, rango que fue sobrepasado por lo hallado
en las muestras analizadas en este estudio (13,8 — 25,7 mg AG / g de polen
seco). Con estos resultados se obtiene una idea de la heterogeneidad de las
muestras de polen y lo inadecuado que resulta en ocasiones hacer
comparaciones entre polen cosechado en épocas diferentes, con practicas de
manipulacion no estandarizadas y de distinta variedad y origen botanico, entre

otros.



4.3.5 Flavonoides. Se empled el método espectrofotométrico propuesto por
Chang et al. (2002) con modificaciones en las cantidades de reactivos a utilizar.
Las cantidades halladas de flavonoides expresadas en mg de Quercetina / g de
polen seco tuvieron un minimo de 20,2 y un maximo de 33,7. Dichas cantidades
son mayores que las halladas por Marghitas, L. y colaboradores (2009) en su
estudio por especie floral, cuyo méaximo valor se encontraba alrededor de 14 mg
de Quercetina / g de polen seco; y lo reportado por Rebiai. A. & Lanez, T. (2012),
quienes obtuvieron un promedio de 10,8 mg de Quercetina / g de polen seco en
extractos metanolicos de polen de Argelia. La importancia del valor del contenido
de flavonoides radica en la relacion que existe entre el nivel de estos y las
apreciadas propiedades medicinales, como antimicrobianos, anticancerigenos y

demas que se le atribuyen al polen de abeja.

4.3.6 Analisis de los extractos de polen mediante CG - EM. Se compararon
los perfiles quimicos arrojados por el andlisis de CG — EM, de los extractos
metandlicos y de acetato de etilo obtenidos por Soxhlet y los metandlicos
obtenidos por sonicacién de las muestras de polen PO1 — PO3 derivatizadas. Al
analizarlas, se evidencié que hay diferencias en la composicién quimica de estos
extractos. En general, tanto los extractos metandlicos obtenidos mediante
Soxhlet y por Sonicacion, presentaron mayor abundancia de &cido lactico,
aminoacidos (prolina, leucina, valina), aztcares y derivados (glucosa, fructosa,
acidos glucaricos vy poliholes), acidos grasos y derivados (hexanoico, oleico y
sus ésteres). Estos extractos presentaron perfiles quimicos diferenciados en

composicién cualitativa y cuantitativa.

En el extracto de acetato de etilo se destaca la presencia de esteroides como el
acetato de pregnenolona, flavonoides como la pterocarpina, y algunos acidos
grasos y derivados. La presencia de estos estos componentes explica por qué el
extracto de acetato de etilo obtenido mediante Soxhlet present6 una mayor
actividad antimicrobiana y antioxidante, segin se analizara en el siguiente

numeral. Por su parte, en el extracto metandlico del Soxhlet se detectaron



compuestos polares como el acido lactico, azucares, aminoacidos y en menor

proporcion acidos grasos.

Estos resultados coinciden con los estudios de Graikou, et al. (2011) quienes
analizaron extractos metanolicos de polen griego a través de CG — EM luego de
derivatizarlos, y encontraron que estos eran ricos en azucares asi como en
acidos grasos, ésteres y acidos fendlicos (&cido p — cumarico, acido ferulico y
sus ésteres de glicerol, y ésteres de glicerol de acido caféico). Asimismo,
reportan la presencia de manitol, glucosa, sacarosa y fructosa; explicando el alto
contenido de azUcares reportado. En la Tabla 7 se hace un recuento de los
compuestos hallados en los perfiles cromatograficos (CG-EM) de los extractos

metandlicos de la muestras de polen (PO1 — PO7 y Pf) obtenidos por sonicacion.

Tabla 7. Perfil cromatografico (CG-EM) de los extractos metandlicos de polen
(PO1 - PO7 y Pf) obtenidos por sonicacion.

Compuestos encontrados por CG - EM

. . Fragmentos de masas
Tiempo de Compuesto més : Extractos en los que fue
) representativos del compuesto
retencion (tr) probable 7 encontrado
derivatizado
. PO1, PO2, PO3, PO4, POS,
2,702 L - Prolina 70 - 142 PO7, Pf
. PO1, PO2, PO3, PO4, PO5,
3,202 - 5,206 Glicerol 73 -75-147 - 205 PO6, PO7, Pf
4,846 Acido lactico 45 -73 - 117 - 147 PO1, PO3
8,333 L - Valina 186 PO5, Pf
PO1, PO2, PO3, PO4, PO5,
13,970 - 15,073 L - Altrosa 73 -207 - 217 - 435 POB, PO7, Pf
PO1, PO2, PO3, PO4, PO5,
13,953 - 21,56 D-fructosa 73 -147 - 189 - 207 - 217 - 437 PO6, PO7
. PO1, PO2, PO3, PO4, PO5,
16,578 - 16,586 D - glucopiranosa 72-73-75-204-217 POB, PO7, Pf
. PO1, PO2, PO3, PO4, PO5,
18,279 - 20,451 Inositol 73 -217-305 - 318 PO6, PO7, Pf
PO1, PO2, PO3, PO4, PO5,
19, 223 - 23,62 D-glucosa 73-147 - 204 P06, PO7, Pf
26,197 D-manosa 217 - 147 - 117 - 205 PO1
21,357 - 28,565 Acido hexadecanoico 117 - 217 - 305 - 318 PO1, PO4, PO5, PO6, PO7
26,276 Acido linolénico 75-79 PO1, PO2, PO4, PO5, Pf
33,47 Acido oleico 117 - 75 - 129 - 339 PO1
45,192 Acido docosanoico 73 -132-397 - 145 PO1, PO4
49,446 Uridina 42 -1 PO6




En la Figura 1 se muestran los perfiles cromatograficos de los extractos
obtenidos con acetato de etilo y metanol empleando el método Soxhlet, donde
se evidencia que los extactos metandlicos presentan mayor abundancia de
compuestos, que en su mayoria son azucares, debido a la naturaleza polar de
estos y su afinidad por un solvente como el metanol segun se identificaron en la
Tabla 7.
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Figura 1. Perfil cromatografico de los extractos de polen obtenidos mediante

extraccion Soxhlet con los solventes acetato de etilo (A) y metanol (B).

4.4 PROPIEDADES FUNCIONALES DE LOS EXTRACTOS DE POLEN

Para determinar las propiedades funcionales de los extractos de polen existen
un gran numero de ensayos para llevar a cabo la medicion de la capacidad
antioxidante total de extractos y de compuestos puros (Re, et.al., 1999). Cada
método se relaciona con la generacion de un radical diferente, actuando a través
de una variedad de mecanismos. Mientras que la inhibicibn microbiana es
generada al emplearse extractos en concentraciones desde 100.000 pg/mL
sobre microorganismos. Los resultados de las pruebas de medicion de las
propiedades funcionales de los extractos de polen obtenidos tanto por sonicacion
como por Soxhlet, confirman que dicho producto apicola posee propiedades
antioxidantes y antimicrobianas debido a la presencia de algunos metabolitos
bioactivos relacionados con dicho comportamiento, segun se describen a

continuacion.



4.4.1 Actividad antioxidante de los extractos de polen. Para determinar el
solvente y método de extraccion con el que se presentd la mejor actividad
antioxidante, se hicieron ensayos previos con los extractos metandlicos
obtenidos mediante sonicacion y con los extractos en acetato de etilo y metanol
obtenidos por Soxhlet del polen PO1 — PO3. En la Tabla 8 se observan los
resultados de la actividad antioxidantes

Tabla 8. Andlisis realizados y resultados promedios de la actividad antioxidante

de los extractos metandlicos de polen de abeja obtenidos por sonicacion y de

metanol y acetato de etilo por el método Soxhlet.

o . ) Actividad reductora de
Actividad atrapadora del | Decoloracién del radical . .
hierro (Ill) a hierro (Il)
o . radical DPPHe (umol cation ABTS++ (umol .
Analisis realizados ) ) (FRAP). (mg equivalentes
equivalentes de trolox / g | equivalentes de trolox / g o .
de acido galico / g de
de muestra) de muestra)
muestra)
PO1 4,33+0,49 30,43 +3,89 NR
Soxhlet -
Hexano PO2 4,70 £ 0,52 14,24 + 2,31 NR
PO3 484 +1,71 29,03 + 4,86 NR
Soxhlet - PO1 770,66 = 43,00 2290,98 + 131,14 150,69 + 4,17
Acetato de PO2 118,02 +5,8 296,00 + 3,82 19,17 1,23
Etilo
PO3 53,55 + 8,22 160,70 + 2,88 10,70 £ 0,29
PO1 26,41+ 2,70 89,33 +1,12 6,93 £0,62
Soxhlet -
PO2 16,49 +1,64 114,52 + 5,57 3,16 £ 0,05
Metanol
PO3 20,75 +2,90 96,56 + 7,13 3,563+0,14
PO1 88,92 +2,43 201,6 +2,5 2,23+0,10
Sonicado -
PO2
Metanol 70,86 + 6,04 132,52 + 1,0 3,87 £0,32
PO3 72,49 £ 2,59 122,73+ 15 1,27 +0,04

*NR: No registra.

Tanto para la prueba de DPPH, ABTS y FRAP se encontrd que el solvente con
el que mayor actividad antioxidante se mostré tanto para PO1, PO2 y PO3 fue
con acetato de etilo. El mayor valor arrojado para DPPH fue para la muestra



PO1-A que se reporto en 770,66 umol equivalentes de trolox / g de muestra. Los
valores reportados por Marghitas, L. et al en 2009, en su mayoria son inferiores

gue los arrojados en el presente estudio.

Por otro lado, para la prueba FRAP también se encontré que los extractos en
acetato de etilo mostraron un mejor desempefio, mientras que en hexano no
hubo respuesta. De dichos extractos en acetato de etilo el que mejor valor arrojo
fue el del polen PO1 con 150,69 mg equivalentes de acido galico / g de muestra,
y valor mas bajo fue el del polen PO3 con 10,70 mg equivalentes de &cido galico
/ g de muestra. Asi, en términos generales, el acetato de etilo se perfilé como el
solvente mas eficaz para realizar extracciones y obtener resultados mas altos de
actividad antioxidante. Esto posiblemente es debido a que en este extracto se
hayan concentrado los metabolitos de polaridad media como pueden ser fenoles,
carotenoides y flavonoides, entre otros, luego de eliminar el componente lipidico

con la extraccion con hexano.

En la Tabla 9 se encuentran los hallazgos en cuanto a la actividad antioxidante
se refiere de los extractos metandlicos de polen seco PO1 — PO7 y del polen

fresco obtenidos mediante sonicacion.

Tabla 9. Actividad antioxidante de los extractos metandlicos de polen de abeja
obtenidos mediante sonicacion.

Actividad reductora de hierro (lll) Actividad atrapadora del Decoloracion del radical
Analisis a hierro (Il) (FRAP) (mg Trolox /g radical DPPHe (mg Trolox/g catién ABTS++ (mg Trolox /
polen seco) polen seco) g polen seco)

PO1 11.8 +/- 0,52 4,5 +/-0,01 29,0 +-0,4
pO2 13,2 +/- 0,92 3,0 +/-0,01 24,6 +/-0,1
PO3 10,9 +/- 0,08 2,85 +/-0,17 27,6 +/-0,1
PO4 13,1 +/- 0,29 4,1 +/- 0,07 43,4 +1- 0,2
PO5 11,7 +/- 0,62 4,2 +/- 0,04 36,2 +/- 0,2
PO6 12,2 +/- 2,04 4,8 +/-0,12 45,3 +/- 0,2
pO7 11,3 +/- 0,34 4,6 +/- 0,15 74,8 +/-0,4
Pf 9,56 +/-0,55 3,5 +/- 0,001 33,7+/-0,1
Promedio 12,5 +/-0,78 4,2+-0,70 39,3 +/- 16,1




Segun la informacion consignada en la Tabla 9, se observa que hay gran
variabilidad en los resultados de cada uno de los andlisis realizados a los
extractos metandlicos del polen seco y fresco. Marghitas et al (2009) obtuvieron
resultados de actividad antioxidante en su mayoria inferiores a los arrojados en
el presente estudio, obteniendo un valor maximo para DPPH de 2,814 +/- 0,03
mg Trolox/g polen seco y de FRAP de 5,355 +/- 0,04 mg de Trolox/g polen seco;
mientras que en este estudio se obtuvo para DPPH un maximo de 4,8 +/- 0,12
mg de Trolox/g polen seco y de 13,2 +/- 0,92 mg de Trolox/g polen seco para
FRAP.

Segun Pérez-Jiménez & Saura-Calixto (2007), la capacidad antioxidante total de
una muestra viene determinada por interacciones sinérgicas entre diferentes
compuestos, asi como por el modo de accion concreto de cada uno de ellos. Por
lo tanto es necesario combinar mas de un método para evaluar de manera
correcta la capacidad antioxidante de una muestra. En este sentido, los métodos
empleados en este estudio para evaluar la capacidad antioxidante de los
extractos de polen se basan en distintos aspectos como la reduccién de metales
(FRAP) y la capacidad de captacion de radicales generados a partir de ciertas

moléculas organicas (ABTS, DPPH).

Se han estudiado distintos aspectos que influyen en la aplicacién de cada uno
de estos métodos como puede ser el disolvente empleado en la extraccion o la
presencia de compuestos no antioxidantes que pueden actuar como
interferencias. Asi, ciertos aminoacidos y acidos urdénicos no antioxidantes
presentes en alimentos vegetales, pueden mostrar un efecto interferente en
estos ensayos. (Mesa — Vanegas, et al. 2009). Estos mismos autores afirman en
un estudio realzado con algunas especies del género Calophyllum, que la técnica
ABTS no permite discriminar extractos que contienen compuestos con buena
capacidad antioxidante debido a la labilidad del reactivo ABTSe<+. Situacion que

no sucede con el método FRAP segun Berker, et al. (2007).



Para este estudio, fue notoria la superioridad en la actividad atrapadora del
radical ABTS donde la cuantificacion de la decoloracién del radical ABTS«+ se
genera debido a la capacidad de captacion de radicales generados a partir de
ciertas moléculas organicas y a su interaccibn con especies donantes de
hidrogeno o de electrones, cuya actividad antioxidante radica en la formacion de
productos estables que no propaguen reacciones de oxidacion, como es el caso
de los fenoles. (Silva, 2006).

Las propiedades terapeuticas y los efectos protectores del polen estan
relacionadas con el contenido de polifenoles, los cuales son los compuestos
principales que determinan la actividad antioxidante del polen de abejas.
(Rzepecka-stojko, et al. 2012). Paramas et al. (2006) afirman que los productos
apicolas son considerados una fuente abundante de antioxidantes y que se ha
encontrado una alta actividad antioxidante sobre la peroxidaccion de lipidos, la
absorcion y neutralizacion de radicales libres que al parecer estén relacionados
con el contenido de fenoles. En la Tabla 10 se observan los coeficientes de
correlacién de los resultados de los compuestos bioactivos evaluados, fenoles y
flavonoides, con los de la actividad antioxidante. Los coeficientes de correlacion
positivos con valor superiores a 0,5 se encontraron entre el contenido de fenoles
y cada uno de las pruebas de actividad antioxidante realizadas, mientras que en
el caso de los flavonoides los coeficientes de correlacion no superaron el 0,1. Lo
anterior coincide con Leja et al (2007), quienes reportan que altos niveles de
compuestos fenodlicos estdn a menudo acompafiados de una alta capacidad
antioxidante del polen; mientras que no encontraron correlacion directa entre el

contenido de flavonoides y dicha actividad antioxidante.



Tabla 10. Coeficientes de correlacion entre los compuestos bioactivos y las

propiedades funcionales del polen.

Coeficiente de

Variables . .
correlacion
Fenoles - FRAP 0.55
Fenoles - DPPH 0.65
Fenoles - ABTS 0.53
Flavonoides - FRAP 0.05
Flavonoides - DPPH 0.07
Flavonoides - ABTS 0.05

De acuerdo con Carpes, S. T., et al (2007), la correlacién entre la actividad
antioxidante (Y) y el contenido total de fenoles (X) de extractos etandlicos de
polen de la region de Paranéa (Brasil), presentd un coeficiente de correlacion de
R = 0.73 (Y = 63.68 + 1.28 X); asi como el polen estudiado de la regién de
Alagoas mostré un coeficiente de correlaciéon de R = 0.78 (Y = 65.54 + 1.96 X).
Dicho resultados coinciden con lo encontrado en este estudio donde se
obtuvieron correlaciones positivas entre la actividad antioxidante del polen y el
contenido total de fenoles.

Las propiedades bioactivas de los extractos de polen apicola pueden
incrementarse usando un solvente adecuado para su extraccion, mejorando la
actividad atrapadora de radicales libres. Ademas, la variacion de los
componentes bioactivos entre las muestras, como fenoles totales y flavonoides,
puede ser explicada por los diferentes origenes botanicos de las flores donde las
abejas recolectaron el polen (Carpes, et al. 2007).



4.4.2 Actividad antimicrobiana de los extractos de polen de abeja.

Con los resultados obtenidos en las pruebas preliminares de actividad

antimicrobiana por el método de la placa perforada contra bacterias Gram-

positivas y Gram-negativas (Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa,

Staphylococcus aureus, Bacillus cereus) y el hongo Aspergillus flavus, en los

cuales se midieron los halos de inhibicion en milimetros (mm); se encontro que

el extracto mas activo fue el de acetato de etilo obtenido mediante Soxhlet. Los

resultados se encuentran en la Tabla 11.

Tabla 11. Resultados de inhibicion microbiana.

Andlisis realizados

Actividad antimicrobiana (Inhibicién de crecimiento en mm)

NR: No registra

Escherichia | Staphylococcus Pseudomonas ) Apergillus
) ) Bacilus cereus
coli aureus aeruginosa flavus
Control (Ampicilina
14-15 mm 17-20mm 15-16mm 8-10mm NR
Sulbactam)
PO1-H NR 12 mm NR NR NR
Soxhlet - NR 10 NR NR NR
- mm

Hexano PO2-H
PO3-H 10-11 mm 11-12 mm 8-10mm 7mm NR
_ 13-15 mm 12-14mm 10-12mm 10-12mm NR

Soxhlet - PO1-A
Acetato de PO2-A NR 10-11mm 10-11mm 8-9mm NR

Etilo

PO3-A NR 8-9 mm 12-14mm 8 mm NR
PO1-Me NR NR NR NR NR
Soxhlet - NR NR NR NR NR

Metanol PO2-Me
PO3-Me NR NR NR NR NR
PO1-MS NR NR NR NR NR
Sonicado PO2-MS NR NR NR NR NR
PO3-MS NR NR NR NR NR

Aungue los mayores rendimientos de extraccion del polen se obtuvieron a través

de la sonicacién empleando metanol como solvente; este extracto no presento

actividad antimicrobiana bajo

las condiciones de evaluacion;

ya que



posiblemente, los azlcares y aminoacidos presentes en el extracto actian como

sustrato para los microorganismos.

Por su parte, el extracto de acetato de etilo obtenido por Soxhlet mostré actividad
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, accidbn que puede estar
relacionada naturaleza quimica de los compuestos presentes en el extracto
como son esteroides y flavonoides, lo que perfila al polen de abejas y a sus
extractos como un producto potencial de nuevos agentes antimicrobianos ya que
en la actualidad las bacterias estan desarrollando resistencia a los antibioticos

comerciales. (Morais, M. 2011).

De acuerdo con Pascoal (2014), el microorganismo mas sensible a ser inhibido
por los extractos de polen de abeja fue el Staphylococcus aureus, el cual es una
de las bacterias mas representativas involucradas en enfermedades
respiratorias y en la contaminacion de alimentos debido a malas practicas de
manipulacion. Pascoal (2014) también encontrd valores de inhibicion de 1.81 +
0.29 mg/mL y 2.58 + 0.63 mg/mL. Morais et al. (2011) encontraron que bacterias
Gram positivas fueron inhibidas con extractos de polen portugués a bajas
concentraciones presentando MIC’s de 0.17% (w/v) para B. cereus 'y 0.21% (w/v)

para S. aureus.

Con base en el ensayo de halos de inhibicion, se determiné la MIC efectiva para
inhibir Staphylococcus aureus con los extractos de acetato de etilo obtenidos
mediante Soxhlet, mediante el método de microdilucion en pozos. En la Figura 2
— A se observa la placa donde se realizé el ensayo previo de actividad
antimicrobiana luego de la adicion de TCC con el extracto en acetato de etilo del
polen PO1 — PO3 obtenido mediante el método Soxhlet con Staphylococcus
aureus. En la Figura 2 — B se observa el ensayo realizado con los extractos en
acetato de etilo obtenido mediante el método Soxhlet de las muestras PO4 —
PO7 y Pf.



Figura 2. Inhibicion microbiana de los extractos en acetato de etilo por Soxhlet
para (A) PO1, PO2 y PO3y (B) PO4 — PO7, Pfy P Optimo.

En la figura (A) se observa que en la fila A con ampicilina Sulbactam no hubo
viabilidad de la bacteria en las concentraciones de 1000, 500, 250 y 125 pg/mL
(células muertas). En la fila B con extracto de acetato de etilo de PO1 no se
presentd viabilidad bacteriana en las concentraciones de 100.000, 50.000 y
25.000 pg/mL, y en las concentraciones de 12.500 - 6.250 pug/mL se comenzé6 a
generar un color anaranjado. En la fila C con Extracto de acetato de etilo PO2 no
se presentd viabilidad bacteriana en las concentraciones de 100.000, 50.000,
25.000 y 12.500 pg/mL, mientras que en las concentraciones 6.250 - 3.125
pug/mL se evidencioé un cambio anaranjado. Lo mismo sucedi6 en la fila D con el
extracto de acetato de etilo PO3. Por ultimo, en la fila E1 con ampicilina 1000
pg/mL + inoculo no se evidencié viabilidad bacteriana (células muertas).

Un comportamiento similar se observo en la segunda placa, donde no se observo
cambio de color significativo en las primeras cuatro columnas de las muestras
de polen PO4 — PO7, exceptuando a la fila F correspondiente al polen fresco
donde sélo se presentd inhibiciéon a 100.000 pg/mL. Enla Tabla 12 se encuentran

compilados dichos resultados de inhibiciébn microbiana.



Tabla 12. Concentraciones minimas inhibitorias de los extractos de polen en

acetato de etilo obtenidos por Soxhlet.

Ampicilina : Extractos de polen
Sulbactam (Contro) | yyyipicion | (agimi) do
(ug/mL) extractos PO1 PO2 PO3 PO4 PO5 PO6 PO7 Pf
1000 Si 100000 Si Si Si Si Si Si Si Si
500 Si 50000 Si Si Si Si Si Si Si X
250 Si 25000 Si Si Si Si Si Si Si X
125 Si 12500 Si Si Si Si Si Si Si X
62 X 6250 Si Si Si X X X X X
31 X 3125 X Si Si X X X X X
15 X 1562 X X X X X X X X
7 X 781 X X X X X X X X
3,5 X 390 X X X X X X X X
1,7 X 195 X X X X X X X X
0,85 X 97 X X X X X X X X
48 X X X X X X X X

Segun lo anterior se puede recomendar utilizar extractos de polen seco de abejas
en acetato de etilo a concentraciones de 100.000, 50.000 y 25.000 pg/mL para
inhibir Staphylococcus aureus. Posiblemente, la actividad antimicrobiana esta
asociada a la naturaleza quimica de los compuestos presentes (esteroides y

flavonoides) en los extractos obtenidos con solventes de polaridad baja a media.

4.5. CONDICIONES OPTIMAS DE SECADO

Luego de someter al polen fresco a las combinaciones de condiciones de secado
establecidas por el software estadistico Design Expert Software, Educational
Version 8.0.6.; que consistian en tres temperaturas (40, 50 y 60°C) y tres
velocidades del aire de secado (2, 3 y 4 m/s), se logré disminuir su humedad
inicial del 21% a un valor cercano a 5% para asi minimizar el riesgo de la
supervivencia de microorganismos indeseados y la generacion de reacciones

guimicas que alteren la calidad organoléptica del polen.



A las muestras de polen, luego del secado, se les midi6 la actividad acuosa, el
contenido de humedad y el tiempo requerido para alcanzar dicha humedad. A
sus extractos metanolicos se les determind el porcentaje de solidos solubles,
fenoles totales, flavonoides y la actividad antioxidante por medio de FRAP y
DPPH. Con esta informacién se realizé un andlisis estadistico por superficie de
respuesta con un disefio central compuesto con el que se determiné la mejor
condicion de temperatura y velocidad del aire de secado que minimice la pérdida
de compuestos bioactivos y disminuya el riesgo de contaminacién microbiana al

reducir el contenido de humedad en el menor tiempo posible.

El analisis se realizd en el programa estadistico mencionado: Design Expert
Software, Educational Version 8.0.6. EI modelo se construy6 requiriéndole al
software minimizar las variables criticas como la humedad, la actividad de agua
y el tiempo de secado, cuyos valores no deben ser muy elevados para evitar
alteracion o dafio del producto apicola. Las otras variables respuesta (fenoles,
flavonoides, solidos solubles, FRAP y DPPH) se maximizaron ya que como se
explicé anteriormente se espera correlacidon positiva entre el contenido de ellos
y las propiedades bioactivas. Antes de ejecutar el procedimiento de optimizacion,
el software construyé un modelo para cada variable respuesta obteniendo que
las variables mas significativas para el modelo fueron la humedad y el tiempo.
En el Anexo 1 se encuentran los analisis de varianza realizados a cada una de

las variables respuesta.

Los valores de humedad, actividad de agua, tiempo de secado, solidos solubles,
fenoles, flavonoides y actividad antioxidante para el polen fresco sometido a cada
una de las combinaciones de temperatura y velocidad del aire de secado se

muestran en la Tabla 13.



Tabla 13. Condiciones de secado evaluadas en el polen fresco.

FRAP

. . Fenoles . DPPH
Temperatura Velou_dad Humedad Tiempo Solidos (mg AG/ Flavonoides (mg (mg
o del aire Solubles (mgQ/g Trolox /
(°C) (%) (horas) 100 g Trolox /g
(m/s) (%) olen) polen) olen)
P polen) P
60 2 4,2 0,36 4 31 2231,3 33,5 16,4 4,9
60 3 3,9 0,25 3,5 3,2 2160,0 34,6 17,5 2,6
60 4 3,7 0.,24 3 3,4 2233,8 34,6 18,0 32
50 2 4,9 0,43 4 3,2 2717,5 36,6 18,0 3,7
50 3 4,9 0,47 4 3.3 2265,0 33,9 18,0 4,4
50 4 51 0,30 4 3,4 2393,8 36,3 19,7 4,2
40 2 4,8 0,48 7 3.4 2418,8 33,1 18,8 4,4
40 3 5,9 0,30 6,5 3,7 2618,8 36,5 19,0 4,2
40 4 4,9 0,45 5 3,3 2307,5 35,6 18,3 3,9

De acuerdo al andlisis de superficie de respuesta, la combinacion de temperatura
y velocidad de aire que optimiza las propiedades fisicoquimicas y funcionales del
polen fresco fue 50°C y 4 m/s con una deseabilidad del 0,54, siendo la més alta
dentro de todas las combinaciones evaluadas por el software. Dicho valor lo
promedia el software ya que en el modelo hay variables respuesta que son
maximizadas y otras minimizadas. La Figura 3 muestra el grafico de la superficie
de respuesta del experimento, donde se observa que la mayor deseabilidad
conseguida por el software al combinar los factores temperatura y velocidad del

aire se encuentra en el intercepto 50°C y 4 m/s, con un valor de 0,54.



Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual
Desirability

I1 000

0.000

X1 = A: Temperatura
X2 = B: Velocidad

Desirability

Figura 3. Superficie de respuesta del disefio de secado con temperatura (40 a
60°C) y velocidad del aire (2 a 4 m/s).

En la Figura 4 se observa la curva de secado del polen fresco con las condiciones
Optimas de temperatura y velocidad de aire que el software detecté como
Optimas. La ecuacion corresponde a una relacién inversamente proporcional
denotada por Y = -3,9213 NO + 17,627 y un coeficiente R?de 0,8072.

Curva de secado del polen fresco a
50°Cy 4 m/S

25

20

y=-3.9213x + 17.627
R*=0.8072

[EnY
(%]

Humedad (%)
)

Tiempo (horas)

Figura 4. Curva de secado del polen fresco tratado a 50°C y 4 m/s.



Para dichas combinaciones de temperatura y velocidad del aire el software
predice los valores de las variables respuesta en los cuales se optimizarian los
resultados de la operacion teniendo en cuenta las variables que se minimizaron
(humedad, actividad de agua, tiempo) y las que se maximizaron (solidos
solubles, fenoles, flavonoides, FRAP y DPPH). Al comparar los valores reales
medidos con los predichos por el Software se encuentra que solo tienen una
desviacién estdndar (SD) de 0,05 ya que casi todos los valores de dicha relacién
oscilaron alrededor de 1.0, lo que infiere valores 6ptimos predichos similares a
los reales obtenidos mediante los analisis del polen fresco secado con las

condiciones éptimas encontradas. Dichos valores se encuentran en la Tabla 14.

Tabla 14. Valores predichos del modelo de optimizacion.

Confirmation
Report
Nivel
Factor Nombre Nivel Nivel Inferior Superior Std. Dev. Confianza
A Temperatura 50 40 60 0 95%
B Velocidad 4 2 4 0
95% PI 95% PI
Respuesta Real Prediccién  Predicho VS Real Std Dev low high
Humedad 5.15 4.68 0.91 0.46 3.42 5.94
Aw 0.30 0.32 1.08 0.08 0.10 0.54
Tiempo 4.00 4.06 1.01 0.65 2.25 5.86
Selidos Solubles 3.40 3.42 1.00 0.15 2.99 3.84
Fenoles 2393.80 2299.75 0.96 165.74 1841.32 2758.18
Flavonoides 36.36 34.98 0.96 1.35 31.70 38.26
FRAP 19.69 18.66 0.95 0.69 16.75 20.56
DPPH 4.24 3.95 0.93 0.70 2.26

5.65

En la Figura 5 se encuentran las rampas de optimizacion donde se observan
como puntos rojos la temperatura y el tiempo de secado 6ptimos dentro de los
rangos establecidos. Ademas, como puntos azules, se ubican los valores
predichos para cada una de las variables respuesta dentro de los rangos

correspondientes.



00 6000 20 40
ATemperatura =50.00 BVelocidad =400
37049 58767 024 0419
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Tiempo =405 Sclidos Solubles = 341583
2160 ms B 35083
Fenoles = 229975 Favonoides = 349771
16362 196911 261343 494013
FRAP =18.6583 DPPH=395479
Desitiy=050

Figura 5. Rampas de optimizacion de las condiciones de secado.

En la Tabla 15 se comparan las caracteristicas fisicoquimicas y funcionales del
polen fresco y sus extractos, y como estas varian luego del secado teniendo en
cuenta los analisis realizados al polen sometido a las condiciones éptimas 50°C

y 4 m/s.



Tabla 15. Variacion entre los parametros medidos en polen fresco y el polen
sometido a las condiciones de secado Optimo.

Variacion entre polen fresco y polen con secado 6ptimo

Anélisis Pf P Optimo (50-4) Variacion
Cenizas (%) 1,7 2 0.25
Humedad (%) 21 5.1 -16.062
Actividad de agua (aw) 0,77 0.30 -0.478
Proteina Total (%) 18,9 21.4 2.5
Proteinas solubles (mg
; 3 3.2 0.392
proteina/ g polen)
Aminoécidos libres (mg
108 110.9 3.125
Leu/100 g de polen)
Azlcares reductores
59 63.3 4.209
(mg glucosa/ g polen)
Fenoles Totales (mg AG/
2195,6 2393.8 198.22
100g polen)
Flavonoides (m /
(mg Q /g 22,6 36.3558 13.7558
polen)
Actividad reductora de
hierro (lll) a hierro (II)
12 19.6911 7.5561

(FRAP) (mg Trolox / g
polen)

Actividad atrapadora del
radical DPPHe (mg 4 4.241 0.204
Trolox / g polen)

Decoloracién del radical
cation ABTS++ (TEAC -
. 8002,03 11806.02 3803.99
pmol equivalentes de

Trolox / mL de solucién)

Segun se observa en la tabla anterior, al disminuir el contenido de humedad en
el polen debido al secado, los valores de los parametros evaluados aumentan
debido a la concentracidon de solutos por la evaporacion. Respecto a la actividad
antimicrobiana del polen secado con las condiciones 6ptimas encontradas, se
encontré que su extracto de acetato de etilo obtenido mediante Soxhlet, no
presento viabilidad bacteriana en las concentraciones de 100.000, 50.000 y

25.000 pg/mL, comportamiento similar al polen PO1.



5. CONCLUSIONES

Los valores de los parametros fisicoquimicos de las muestras de polen de abeja
seco cosechado en el oriente y el suroeste del departamento de Antioquia, y de
polen seco comercializado en la ciudad de Medellin estuvieron en los rangos
especificados por las regulaciones brasileras (Brasil, 2001), Argentina
(Argentina, 1990) y francesa (Francia, 2004) para polen seco. Dichas
regulaciones son de referencia debido a la falta de normatividad colombiana
sobre polen y otros productos de la colmena. Se presentdé una muestra en la cual
el contenido de humedad fue superior a lo expresado por la normatividad
argentina y por lo tanto se infiere que en los procesos de secado en la cadena
apicola antioquefia y colombiana, en general, no existe una estandarizacién
adecuada. Por otro lado, los mayores rendimientos de extraccién del polen se
obtuvieron a través de la sonicacion empleando metanol como solvente debido
a que azucares y aminoacidos son los compuestos que se encuentran en mayor
proporcion en el polen y son solubles en dicho solvente; mientras que la actividad
bioldgica de los extractos de polen varié en funcion del solvente utilizado en la
extraccion, presentandose mayor actividad antimicrobiana con los extractos de
acetato de etilo a concentraciones desde 12.500 a 100.000 pg / mL para inhibir
Staphylococcus aureus, Se determiné que la mejor condicion de temperatura y
velocidad del aire de secado que minimizan la pérdida de compuestos bioactivos
y disminuye el riesgo de contaminacién microbiana al reducir el contenido de

humedad en el menor tiempo posible; es 50°C y 4 m/s con flujo de aire continuo.



6. RECOMENDACIONES

Andlisis futuros son requeridos para evaluar métodos de separacion e
identificacion de compuestos bioactivos en polen de abejas con diferentes

origenes botanicos para asi disminuir las diferencias entre varias muestras.

Se recomienda estandarizar el secado de polen en estufas a una temperatura
alrededor de los 50°C para disminuir el contenido de humedad hasta un 5 — 8%
y asi protegerlo de la contaminacién microbiana que puede deteriorar el
producto.

Segun los resultados obtenidos se puede recomendar utilizar extractos de polen
de abejas en acetato de etilo a concentraciones de 100.000, 50.000, 25.000 y
12.500 pg / mL para inhibir Staphylococcus aureus y asi incluirlos en

formulaciones comerciales.
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ANEXOS

1. ANOVA de cada una de las variables respuesta del modelo utilizado en la

optimizacién del secado de polen.

ANOVA Humedad

ANOVA para Superficie de Respuesta del Modelo Lineal

Analisis de Varianza [Suma Parcial de Cuadrados - Tipo Ill]

Suma de Media Valor p-value
Fuente Cuadrados GL Cuadrado F Prob > F
Modelo 2.36380991 2 1.18190495 5.69693399  0.041 Significativo
A-Temperatura 2.36165908 1 2.36165908 11.3835007 0.015
B-Velocidad 0.00215083 1 0.00215083 0.01036726 0.9222
Residual 1.24478004 6 0.20746334
Cor Total 3.60858995 8
ANOVA aw
ANOVA para Superficie de Respuesta del Modelo Lineal
Andlisis de Varianza [Suma Parcial de Cuadrados - Tipo lll]
Suma de Media Valor p-value
Fuente Cuadrados GL Cuadrado F Prob>F
Modelo 0.03593396 2 0.01796698 2.94891312 0.1282  No significativo
A-Temperatura 0.02392754 1 0.02392754 3.9272164  0.0948
B-Velocidad 0.01200643 1 0.01200643 1.97060983 0.21
Residual 0.03655648 6 0.00609275
Cor Total 0.07249044 8
ANOVA Tiempo
ANOVA para Superficie de Respuesta del Modelo Lineal
Analisis de Varianza [Suma Parcial de Cuadrados - Tipo IlI]
Suma de Media Valor p-value
Fuente Cuadrados GL Cuadrado F Prob > F
Modelo 12.1666667 2 6.08333333 14.2826087 0.0052 Significativo
A-Temperatura 10.6666667 1 10.6666667 25.0434783 0.0024
B-Velocidad 15 1 1.5 3.52173913 0.1097
Residual 2.55555556 6 0.42592593
Cor Total 14.7222222 8




ANOVA Séldios Solubles

ANOVA para Superficie de Respuesta del Modelo Lineal

Analisis de Varianza [Suma Parcial de Cuadrados - Tipo Ill]

Suma de Media Valor p-value
Fuente Cuadrados GL Cuadrado F Prob > F
Modelo 0.13204491 2 0.06602245 2.79299784 0.1389 No Significativo
A-Temperatura 0.1014 1 0.1014 4.28960099 0.0838
B-Velocidad 0.03064491 1 0.03064491 1.2963947  0.2983
Residual 0.14183137 6 0.02363856
Cor Total 0.27387628 8
ANOVA Fenoles
ANOVA para Superficie de Respuesta del Modelo Lineal
Andlisis de Varianza [Suma Parcial de Cuadrados - Tipo Ill]
Suma de Media Valor p-value
Fuente Cuadrados GL Cuadrado F Prob > F
Modelo 117576.042 2 58788.0208 2.14009827 0.1988 No Significativo
A-Temperatura 86400 1 86400 3.14527497 0.1265
B-Velocidad 31176.0417 1 31176.0417 1.13492157 0.3277
Residual 164818.658 6 27469.7764
Cor Total 282394.7 8
ANOVA Flavonoides
ANOVA para Superficie de Respuesta del Modelo Lineal
Analisis de Varianza [Suma Parcial de Cuadrados - Tipo ]
Suma de Media Valor p-value
Fuente Cuadrados GL Cuadrado F Prob>F
Modelo 3.03368531 2 1.51684265 0.78812586 0.4967  No Significativo
A-Temperatura 1.08576176 1 1.08576176 0.56414349  0.481
B-Velocidad 1.94792355 1 1.94792355 1.01210822 0.3532
Residual 11.547719 6 1.92461983
Cor Total 14.5814043 8
ANOVA FRAP
ANOVA para Superficie de Respuesta del Modelo Lineal
Analisis de Varianza [Suma Parcial de Cuadrados - Tipo IlI]
Suma de Media Valor p-value
Fuente Cuadrados GL Cuadrado F Prob > F
Modelo 4.23 2 2.11 4.46 0.0649  No Significativo
A-Temperatura 2.94 1 2.94 6.2 0.0471
B-Velocidad 1.29 1 1.29 2.73 0.1498
Residual 2.84 6 0.47
Cor Total 7.07 8




ANOVA DPPH

ANOVA para Superficie de Respuesta del Modelo Lineal

Analisis de Varianza [Suma Parcial de Cuadrados - Tipo Ill]

Fuente
Modelo
A-Temperatura
B-Velocidad
Residual
Cor Total

Suma de
Cuadrados
0.91848953
0.48244146
0.43604808
2.96695771
3.88544725

GL

0 R PN

Media
Cuadrado
0.45924477
0.48244146
0.43604808
0.49449295

Valor
F
0.92871853
0.97562858
0.88180848

p-value
Prob > F
0.4453
0.3614
0.384

No Significativo




