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RESUMEN

El polen es un producto nutricional y bioactivo de alto valor,
sin embargo, el sistema gastrointestinal humano no asimila
adecuadamente estos compuestos una vez ingresan al organismo.
Se evaluaron las condiciones de secado a 40, 50 y 60°, asi como
una combinacion de presién/temperatura a 121°C durante 5, 10y
15 minutos, como estrategia para mejorar los indicadores
bioactivos. Se evalud el contenido de fenoles, flavonoides y
carotenoides totales. Finalmente, una Calorimetria Diferencial de
Barrido fue realizada para estimar indirectamente un
rompimiento de la capa externa de polen. Se encontr6 un
incremento  significativo del contenido de flavonoides y
polifendles en el secado. En el tratamiento en autoclave, los
bioactivos fueron incluso superiores que en el polen fresco, pero
inferiores que en el polen seco. En todos los casos, hubo una
reduccion de carotenoides por efecto de la temperatura. El DSC
en conjunto con los compuestos bioactivos, indicaron una
modificacion estructural del polen. Los resultados deben ser
cotejados con pruebas microbioldgicas para establecer las
condiciones de proceso que reduzcan los impactos en el contenido
de bioactivos y garanticen la inocuidad del alimento.
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I. INTRODUCCION

I polen es el gametofito masculino de las flores usado

como medio para la reproduccion de las plantas.
Diferentes insectos, entre ellos las abejas, aprovechan el polen
como fuente de proteina, lipidos, vitaminas y minerales [1].
Cuando las abejas visitan las flores, ellas cubren su cuerpo con
polvo polinico de la planta, formando pellets con su saliva.
Luego, las abejas fijan los pellets a la corbicula de sus patas
traseras para transportarlo a la colmena y asi proveer
nutrientes a sus crias [2].
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En afos recientes, el reconocimiento del valor nutricional y
bioactivo del polen ha promovido su incursién como alimento
para humanos, en particular, por su apreciable contenido de
proteina (23.8 %), (lipidos) 6.9% vy fibra dietaria (14.5%) [3].
Los apicultores, a fin de comercializarlo, han disefiado
trampas dispuestas en la colmena para recolectar el exceso de
polen, que luego es sometido a un proceso bésico de
adecuacion, particularmente secado y remocion de impurezas,
antes de ser puesto en el mercado [4].

En contraste, diferentes reportes muestran una
disponibilidad reducida de nutrientes y compuestos bioactivos
una vez el polen es ingerido, principalmente debido a la fuerte
estructura quimica que cubre la capa externa del grano [5].
Muchas dudas se han planteado acerca de la habilidad del
sistema gastrointestinal humano para romper la capa externa
del polen y absorber las sustancias que se encuentran dentro.
Simulaciones de la digestién humana sugieren que el polen es
parcialmente digerido, entre 48% y 59% [6].

La capa externa del polen es conocida como exina, la cual
es muy fuerte y firme, constituida por esporopolenina, un
compuesto el cual preserva las sustancias que estan en el
interior del grano de oxidacién, radiacién y degradacién
quimica debido a la luz UV [7]. La estructura de la
esporopolenina ha sido extensivamente estudiada, estd hecha
primariamente de carbono, hidrégeno y oxigeno, con una
formula empirica CgoH1440,7 [8]. Una estructura propuesta de
la esporopolenina es un copolimero lipidico de acidos p-
hidroxicinamicos (fertlico y p-cumarico) y &cidos grasos,
entrelazados con eteres y ésteres [9], asi como carotenoides
[10], tocoferoles, pro-vitamina A y vitamina D [11].

Con base en el potencial nutricional y bioactivo del poleny
la dificultad de aprovechar estos compuestos debido a su
compleja estructura, seria interesante desarrollar un proceso
que mejorara la disponibilidad de tales compuestos en el
polen. Algunas técnicas de procesamiento de alimentos
(deshidratacion osmotica, atmosferas modificadas, freido,
microondas, congelacidn, pasterizacion, entre otras) ocasionan
modificaciones microestructurales de los alimentos y pueden
influenciar la liberacién de ciertos compuestos en la matriz
alimentaria, para facilitar su absorcion durante la digestion
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[12]-[13]. Una manera réapida y sencilla de evaluar
modificaciones estructurales de diferentes materiales, es la
calorimetria diferencia del barrido (DSC), mediante la
evaluacion de la variacién del flujo de calor [14].

A pesar del potencial productivo del polen en Colombia y
de su riqueza nutricional y bioactiva, se requiere de la
innovacion en procesos y productos para poder generar valor
en la cadena productiva de la apicultura [15]. No obstante el
interés en estos aspectos tanto de productores y consumidores,
no han sido llevados a cabo estudios a profundidad sobre
tratamientos sobre el polen apicola para adecuarlo como
alimento para humanos, principalmente porque en los paises
reconocidos por una alta produccion de polen ain no es un
sector econémicamente interesante en comparacién a otras
areas agricolas como aceite, vino o0 ganado, con mas tradicion
e investigacion. Sin embargo, esto ignora el gran valor de la
apicultura para la sociedad, la importancia del manejo y cria
de las abejas para la conservacion de la biodiversidad y la
generacion de desarrollo sostenible [16]. En consecuencia, el
presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto de
tratamientos térmicos tales como el secado con flujo indirecto
de aire y el uso combinado de temperatura/presion mediante
autoclave sobre la estructura del grano de polen y el contenido
de compuestos bioactivos.

Il. MATERIALESY METODOS

A. Polen apicola

Las muestras de polen fueron recolectadas en el
Municipio de Viracachd, departamento de Boyaci,
Colombia. El polen fue almacenado en bolsas de polietileno
y mantenido en refrigeracién hasta el momento de analisis.

B. Tratamientos térmicos

Dos tratamientos térmicos se realizaron de manera
independiente. El primero, fue un secado con aire caliente a
tres diferentes temperaturas: 40, 50 y 60°C manteniendo
constante la velocidad del aire de secado (4 m/s) y la
cantidad de polen a secar (1 kg). Ademas, estudios previos
mostraron que para estas temperaturas, un tiempo de secado
de 6 h es suficiente para lograr un contenido final de
humedad menor que 8% [17], como lo sugieren las
normativas existentes en diferentes paises (Switzerland,
Brazil, Argentina) (Argentina, 1990; Brasil, 2001; Campos
et al., 2008).

El segundo tratamiento consistio en el empleo de un
autoclave (Nasco, USA) a 121°C. Los ensayos fueron
realizados a tres diferentes tiempos de exposicion: 5, 10 y 15
minutos. La temperatura fue establecida a 121°C, ya que
estudios previos con polen colombiano han mostrado que
temperaturas inferiores no logran una eliminacién
satisfactoria de toda la carga microbiol6gica [18].

C. Calorimetria Diferencial de Barrido

El procedimiento fue llevado a cabo como es reportado
por Buitink et al [19]. Aproximadamente 10 mg de muestra
son colocados en un contenedor de muestra para este tipo de

ensayos, el cual fue sellado y puesto en el equipo, bajo un
ambiente hermético y adiabatico. Los termogramas fueron
registrados entre 25 y 200°C en un sistema modulado a una
tasa de 10°C/min empleando nitrégeno como purga. Se
emple6 un DSC 2910 Modulado (TA Instruments, USA),
con un Software Thermal Solutions.

D. Determinacion de carotenoides totales

El contenido de carotenoides totales fue estimado de
acuerdo a Rodriguez-Amaya et. al. y Schulte et.al. [20]-[21].
200 mg de polen fueron pesados en un tubo Falcon. Luego, 2
mL de acetona fueron agregados, agitados por un minute y
centrifugados a 9000 RPM por cinco minutes; esto proceso
fue repetido tres veces méas. La solucion fue filtrada,
transferida cuantitativamente y llevada a volumen con
acetona a 25 mL. La absorbancia fue medida con un
espectrofotometro JASCO Modelo V-530 UV [/ VIS,
utilizando el software Spectra Manager (Jasco, Italy), a 450
nm con acetona como blanco. La curva de calibracién fue
hecha con p-caroteno y los resultados fueron expresados
como mg B-caroteno/ kg polen.

E. Preparacién de los extractos etandlicos

Se pes6 1 g de muestra y se le adicion6 30 mL de etanol
al 96%, para someterlo a agitacion constante durante 30
minutos, posteriormente se dejé en reposo en la oscuridad
durante 24 h y pasado este tiempo se filtrd la muestra en
balones aforados de 100 mL y se almacend en congelacion
hasta su analisis.

F. Determinacion de fenoles totales

Los fenoles totales se determinaron por el método Folin-
Ciocalteau, el cual es una mezcla de é&cidos de coloracion
amarilla (fosfowolframico y fosfomolibdico), que se reducen
al interaccionar con los compuestos fenolicos, dando origen
a oOxidos de coloracion azul (éxidos de wolframio vy
molibdeno) [22], medidos mediante espectrofotometria a
765 nm. Para la medicion se tomaron 500uL del extracto y
se mezclaron con 500 pL del reactivo de Folin y 2 mL de
carbonato de sodio al 10%, se llevaron a 50 mL y se
almacenaron en oscuridad por 2 h, seguidamente se realizd
la medida en un espectrofotometro UV visible. Los
resultados se obtienen mediante la construccion de una
curva patrén con &cido galico. Los resultados se expresan
como mg acido galico/g polen.

G. Determinacion del contenido total de flavonoides.

4 mL de agua destilada, 0.3 mL de una solucién 5% de
NaNO, y 1 mL del extracto fueron mezclados. Despues de
cinco minutos 0.3 mL de una soluciéon 10% de AICI; fue
agregada, y un minuto luego 2 mL de NaOH 1 My 2.4 mL
de agua destilada. La absorbancia de la solucion final fue
leida a 510 nm con un espectrofotémetro JASCO Modelo
V-530 UV / VIS, utilizando el software Spectra Manager
(Jasco, Italy). Los resultados son expresados como
equvalentes de quercetina: mg equvalentes-queercetina/ g
polen [23].



H. Analisis estadistico.

Los resultados de compuestos bioactivos fueron analizados
mediante estadistica descriptiva (promedio y desviacién
estandar). Posteriormente, con el fin de establecer
diferencias significativas, una prueba ANOVA con un
nivel de confianza del 95% fue Ilevada cabo. El anélisis de
datos fue realizado en MATLAB (The Mathworks, USA).

[1l. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de caracterizacion bioactiva son presentados
en la Tabla 1. Estos resultados son presentados junto a los
valores encontrados para polen fresco; tanto el promedio como
la desviacidn estandar fueron calculados para todos los datos y
evaluados estadisticamente mediante una prueba ANOVA:

En lo que respecta a los compuestos bioactivos, un incremento
en los valores de fenoles y flavonoides totales fue observado
en comparacion al polen fresco, sin embargo todas las
muestras secas en el rango de 40°C a 60°C no tuvieron
diferencias significativas entre si. El contenido de polifenoles
en polen fresco (15.0 £ 2.1 mg GAE / g) es comparable a los
del desierto de Sonora (USA) (15.91 - 34.85 mg GAE/q) [24]
o India (18.29 mg GAE/g) [25], y es mayor al reportado de
Portugal (10.50 - 16.80 mg GAE /g) [26], Rumania (3.76 -
8.87 mg GAE /g) [27], Espafia (8.50 -14.60 mg GAE/g) [28]
y Alagoas - Brasil (3.60 - 8.10 mg GAE /g) [29]. Entre tanto,
el polen seco con valores que oscilan entre 23.10 a 23.50 mg
GAE/g puede ser comparable al polen de Argelia (21.90 -
26.68 mg GAE /g) [30].

Por otra parte, el contenido de flavonoides del polen fresco
colombiano (4.99 + 1.29 mg QE/g) esta dentro de los valores
reportados por otros autores: 2.66 a 5.48 mg QE/g (Desierto
de Sonora - USA, [24]), 3.80 a 7.60 mg QE/g (Espafia, [28]),
5.71 a 14.57 mg QE/g (Argelia, [30]), 2.55 a 6.29 mg QE/g
(Rumania, [27]). El contenido de flavonoides del polen seco
oscilo entre 7.30 a 7.42 mg QE/g, lo cual puede ser
comparable a lo reportado para el polen del sur de Brasil (8.92
+ 0.55 mg QE/g) [31].

Como se comentd, la estructura del polen contiene la
mayoria de los compuestos fenélicos y flavonoides en la capa
externa. Ha sido descrito como el polen usualmente contiene
mas compuestos fendlicos y una mayor actividad antioxidante
con respecto a la altitud [24]-[32]. El altiplano
Cundiboyacense esta localizado en una region de alta montafia
con un extremo indice de luz UV; esto explicaria los altos
valores de compuestos fenodlicos y flavonoides. Los
contenidos de compuestos fendlicos en polen son mayores que
en muchas frutas o vegetales, por ejemplo, las ciruelas
contienen 3.69 mg/g (GAE), fresas 2.25 mg/g (GAE),
manzanas 1.18 mg/g (GAE), esparragos 0.64 mg/g (GAE), ajo
0.48 mg/g (GAE), tomate 0.24 mg/g (GAE), y champifiones
0.11 mg/g (GAE) [33]. La cantidad de compuestos fendlicos
del polen es comparable a la mora 21.67 mg/g (GAE), capuli
14.94 mg/g (GAE), y banano 10.10 mg/g (GAE) [34]-[35].

En contraste, el contenido de carotenoides totales de hecho
no tuvo una reduccién progresiva con la temperatura, siendo
no significativo entre las muestras que fueron sometidas a
secado. Los carotenoides son compuestos intermediaros o
precursores de la vitamina A para humanos y algunos
mamiferos, y puede ser almacenados en el higado y grasa
corporal. Los carotenoides son altamente sensibles a la luz y
oxigeno [36]. El incremento de los valores de flavonoides y
polifenoles y la reduccion de carotenoides sugiere un
rompimiento de la capa de exina, liberando compuestos que
hasta el momento se encontraban ligados a otras moléculas.
Sin embargo, debido a la sensibilidad de los caroteonides
cuando quedan expuestos sin la proteccion de la exina,
comienzan probablemente a ser degradados. Barajas et. al. no
encontré diferencias significativas entre el contenido de
carotenoides del polen freso y seco a 35°C. No obstante, a
45°C si fueron encontradas pérdidas de caroteno. Aln asi, las
mejores condiciones de secado de polen no fueron
determinadas claramente en este estudio [36].

Con respecto a los polenes tratados en autoclave, un
incremento significativo en el contenido de compuestos
fendlicos fue encontrado en comparacién al polen fresco. Sin
embargo, estos valores fueron menores que los obtenidos con
polen seco, excepto el tratado por 15 minutos. También, el
contenido de flavonoides no mostrd diferencias significativas
en comparacion al polen fresco. Estos resultados sugierenn
que un rompimiento de la exina fue lograda, en los que los
compuestos bioactivos fueron liberados y gradualmente
degradados debido a la alta temperatura. Esta condicion es
observada con mayor presencia en la reduccion significativa
de los carotenoides totales, siendo el valor menor aquel
obtenido a 15 minutos de tratamiento.

Finalmente, los resultados de los ensayos de DSC son
presentados en la Figura 1, para la observacion del flujo de
calor en funcién de la temperatura, y la Figura 2, para la
observacion de la primera derivada del flujo de calor con
respecto a la temperatura.



Tabla 1. Resultados de compuestos bioactivos de los pélenes tratados térmicamente
Fenoles totales Carotenoides totales  Flavonoides totales
(mg eg-acido galico/g)  (mg B-caroteno/kg)  (mg eg-quercetina/g)

Fresco 150+2.1°% 684.5+82.8° 499+1.79°2
40°C 235+25°¢ 583.1+54.0 ™ 7.42+053°
50°C 23.1+28" 549.6 + 68.0 ™ 7.40+0.33°
60°C 23.2+23" 521.8 +84.4 7.70+0.37°
5min 20.7+1.0° 504.9+81.5%® 5.26 +0.19
10min 21.8+06"™ 4835+ 60.1 % 5.10 + 0.44 2
15min 23.7+07° 4045+ 64.4° 5.49 +0.59 2

Valor p <0.01 <0.01 <0.01

A Letras distintas en una misma columna indica diferencias significativas (p<0,05). Resultados reportados en base seca
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Fig. 1. Resultado de DSC en términos de flujo de calor en funcion de la temperatura para las muestras de polen sometidas a tratamientos térmicos.
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Fig. 2. Resultado de DSC en términos de la primera derivada del flujo de calor en funcién de la temperatura para las muestras de polen sometidas a tratamientos
térmicos.



En la Figura 1 se observan los resultados de DSC para polen
himedo, polen seco y polen estéril. En el eje y esta reportado
el flujo de calor; a partir del cual se puede observar una
reaccion exotérmica a 140°C, expresado mediante como una
depresion en el grafico. Este flujo esta muy relacionado tanto
con la textura del grano, asi como el contenido de humedad.
Los granos de textura suave Yy apreciable contenido de
humedad, tales como el polen himedo y el polen estéril (cerca
de 30% de humedad), presentan esta depresion a 140°C [19], a
diferencia del polen seco, de textura mas dura y menor
contenido de agua, en el que esta depresiébn ya no es
apreciable.

En la Figura 2 se observa la primera derivada del flujo de
calor, donde es posible inferir que los mayores gradientes se
encuentran en el polen himedo. Esto claramente muestra que
hay una diferencia estructural en la exina de polen debido al
empleo de autoclave que modifica las caracteristicas térmicas
del grano.

IV. CONCLUSIONES

Se evalud el efecto de tratamientos térmicos como el secado
y el uso de un autoclave sobre las caracteristicas bioactivas de
polen colombiano. Se encontré una elevacion en el contenido
de flavonoides y fenoles totales con respecto a la temperatura
de secado, sin embargo, al mismo tiempo se produce una
reduccion en el contenido de carotenoides. En el caso del
empleo de autoclave, el contenido de fenoles y flavonoides, a
pesar de ser superiores al encontrado en polen fresco, son
inferiores a los obtenidos en el secado. Una reduccién auin
mayor que en el proceso de secado fue encontrada para el
contenido de carotenoides. Para poder definir claramente las
condiciones de tratamiento térmico mas adecuadas para polen
apicola, los resultados aca descritos deben ser relacionados
con reportes microbiolégicos, con el fin de establecer el
tratamiento que menor afectacion tenga sobre la calidad
nutricional del producto, sin dejar de lado la inocuidad del
mismo. Los resultados de DSC muestran claramente
diferencias entre los productos aca muestreados, lo cual
permite inferir que una degradacion de la capa externa del
polen se ha logrado y explicando, en parte, el hecho de haber
obtenido una variacién en cada uno de los tres compuestos
bioactivos evaluados en el presente estudio.
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