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RESUMEN

El polen corbicular es un producto natural resultado de la actividad de las abejas que aglutinan los granos remo-
vidos de las anteras de las flores para el sustento de la colonia. El prop6sito de éste trabajo se ha centrado en la
cuantificacion de las fracciones fendlicas presentes en extractos hidroalcohdlicos del polen de tres consociaciones
biogeografias en zona cafetera y la estimacion de su capacidad antioxidante y antirradicalaria. La fraccion fendli-
ca observada varia entre (11,8 +2,22 y 30,6 + 7,10) mg EAG/g, los flavonoides desde 5,67 £ 2,35a 12,1 + 1,13
mg Eq. Quercetina/g polen. La capacidad reductora (11,8 £ 2,22 a 30,6 + 7,10) y (9,00 + 3,43y 17,9 £4,30) yM
de Trolox/g para FRAP y ABTS respectivamente. Los resultados son reveladores de un aporte significativo de
fenoles y flavonoides, en muestras de polen corbicular de zonas altoandinas colombianas, su extraccién y concen-
tracion posibilita la incorporacién como aditivo en suplementos alimenticios o productos farmacéuticos.

Palabr as claves: Antioxidantes. Fenoles. Flavonoides. Polen corbicul ar
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ABSTRACT

Componentes fendlicos del polen corbicular Colombiano. Salamanca €t al.

Corbicular bee pollenisanatural product result from the activity of beesthat removed pollen grains from anthers
and aglutinate it into tiny pellets, as a nutritional sustenance of the colony. The aim of this work has focused on
phenolic fraction and total flavonoids in colombian corbicular bee pollen: antioxidant and free radical scavenging
activity. Phenolic fraction observed varies between 11.8 + 2.22 and 30.6 £ 7.10 mg EAG/g, and flavonoids from
5.67+2.35t012.1 +1.13 mg Eq. Quercetin/g pollen. The reducing capacity (11.8 + 2.22 to 30.6 + 7.10) and (9.00
+3.43 and 17.9 +4.30) uM Trolox/g for FRAP and ABTS respectively. The results are indicative of a significant
contribution of phenols and flavonoids, in colombian bee pollen from Andean zones, its removal and concentra-
tions alows the incorporation as additive in food supplements or pharmaceutical products.

Keywords: Antioxidants. Phenols. Flavonoids. Corbicular pollen.

INTRODUCCION

El polen, es un producto natural generado a partir de las
anteras de las flores de las plantas superiores, considera-
do como alimento de alto valor bioldgico, por su aporte
en proteinas, vitaminas y minerales; el polen corbicular
y aveolar corresponde a un aglomerado de granos de
polen de diferentes fuentes boténicas, que son recogi-
dos por las abejas y al que le han adicionado néctar y
secreciones de las glandulas hipofaringeas entre ellas la
enzima B-glucosidasa; se le considera una buena fuente
nutricional, beneficiosos para la salud, en particular de-
bido a la presencia de compuestos fendlicos con propie-
dades antioxidantes, (Salamanca, et al., 2011). Es un
producto nutracéutico de gran demanda en el mercado
de los productos naturales, en virtud a sus propieda-
des nutricionales, (Mohdaly, et al., 2015; Feas, et al.,
2012). Constituye la principal fuente proteicay de ali-
mentacidn de las abejas en su ciclo larval y se represen-
ta funcionalmente por su elevado valor bioldgico, con
aporte de proteinas, vitaminas, minerales, carotenos y
xantofilas como también derivados fenolicos, carbohi-
dratos y acidos grasos insaturados, (Kostic, et al., 2015;
Ketkar, et al., 2014; Ciappinni, et al., 2013; Cimpoiu, et
al., 2013; Graikou, et al., 2011; Salamanca, et al., 2011,
Vit, 2009; Silva, et al., 2009; Sayas y Huaman, 2009;
Guo, et al., 2009; Del Risco, 2004; Bogdanov, 2004;
2011; Kacaniova, et al., 2012; Almaraz-Abarca, et al.,
2007a,b).

Desde € punto de vista de los componentes del polen,
los flavonoides y polifenoles, juegan un papel prepon-
derante en la proteccion vy fisiologia de las plantas,
(Hernandez y Reyes, 2012; Chantarudee, et al., 2012;
LeBlanc, et al., 2009; Silva, et al., 2009; Guo, €t al.,
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2009; Marchini, et al., 2006; Almeida-Muradian, et al .,
2005; Campos, et al., 2003). La capacidad antioxidante
de los alimentos ha despertado gran interés en los Glti-
mos tiempos. Actualmente, se comercializan extractos
con capacidad antioxidante como aditivo alimentario,
con el fin de beneficiar la salud humana y prolongar la
vida atil del producto, (Gobert, et al., 2013; Blasa, et
al., 2007; Lea, et al., 2007).

Se conoce como actividad antioxidante total ala medi-
cion analitica de concentraciones de radicales de dife-
rente naturaleza, en un sistemaoxidativo controlado. En
alimentos de origen vegetal, se atribuye esta actividad a
la presencia de compuestos fenolicos, principalmente a
los flavonoides, (Ciappinni, et al., 2013; Gobert, et al.,
2013; Kacaniova, et al., 2012). Las propiedades bioac-
tivas de los extractos de polen corbicular pueden ser au-
mentadas si se emplea un disolvente adecuado para su
extraccion. Extractos apropiados de polen se pueden uti-
lizar como alimento funcional o suplemento alimenticio
teniendo en cuenta la cantidad de compuestos fendlicos
y su capacidad de secuestro de los radicales libres res-
ponsables del estrés oxidativo y la carcinogénesis, (Ke-
tkar, et al., 2014; Fatrocova, et al., 2013; Kacaniova, et
al., 2012; Almaraz-Abarca, et al., 2007a,b; Carpes, et
al., 2007; Basim, et al., 2006; Cushnie y Lamb, 2005;
Kroyer y Hegedus, 2001). Cerca de 250 compuestos de
origen botanico, asociados al polen han demostrado una
importante actividad biol6gica, (Nogueira, et al., 2012),
razén que ha motivado el consumo y posicionado como
suplemento nutracéutico.

Diferentes autores coinciden en €l ato contenido de
estos polifenoles en extractos polinicos, pero se des-
taca la necesidad de ampliar estudios para evauar la
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composicion relativa de este tipo de compuestos, asi
como las diferencias en sus particularidades para iden-
tificar su funcion y contribucion con respecto a su ac-
tividad antioxidante. Segin Kroyer y Hegedus, (2001),
se ha encontrado una alta concentracion de polifenoles
en muestras de polen corbicular. Para Carpes, €t al.,
(2009), el contenido total de compuestos fendlicos de
los extractos de polen depende del disolventey las con-
diciones de extraccion. Los polifenoles, son responsa-
bles entre otras cosas del crecimiento delas plantasy la
reproduccidn, proporcionan resistencia contra agentes
patdgenos por la accion de las fitoalexinas y proteccion
contra plagas ya que contribuyen a que ésta aumente su
astringencia siendo menos comestible paralosinsectos,
(Hung-Ju, et al., 2012; Angelo y Jorge, 2007; Carpes,
2008; Araujo, et al., 2005; Cushniey Lamb, 2005; Car-
tayay Reynaldo, 2001; Rzepecka-Stojko, et al., 2015).

Los flavonoides son benzo- & -piranos de origen vege-
tal y presentan actividad biolégica como agentes an-
tioxidantes, (AliCi¢, et al., 2014; Aksoy, et al., 2013;
Pascoal, et al., 2013; Morais, et al., 2011; Cartaya y
Reynaldo, 2001; Pérez-Peérez, et al., 2012; Pinheiro y
Justino, 2012; Hossain y Rahman, 2011; Crozier, et d.,
2009; Dornas, et al., 2007; Araujo, et al., 2005; Cushnie
y Lamb, 2005; Duthie, 2003). Diversos subgrupos de
flavonoides, presentan actividad bioldgica segln sea la
estructura quimica que los representa, (Araujo, et al.,
2005; Cartayay Reynaldo, 2001). Los que poseen en su
estructura unidades de azUcares ademas de grupos hi-
droxilo, presentan un marcado efecto polar razon por la
cual pueden ser extraidos con etanol, metanol, butanol y
acetona, principalmente, como es el caso de la querceti-
na e isoramnetina-3-glucésido, miricetina, kaempferol-
3-glucosido ademas de naringina, isoramnetina, rutina,
apigenina y naringenina, como los méas predominantes,
(Carpes, 2008; Leja, et al., 2007; Almaraz-Abarca, et
al., 2007a,b; Serra-Bonvehi, et al., 2001). Las razones
de la existencia ubicua de tipos mondémericos y oligo-
méricos de flavonoides, como metabolitos secundarios
es bien conocida, entre ellos € rol como agente pro-
tector contra hongos y patdégenos y como indicador de
polinizadores, (Saxena, et al., 2012).

La actividad antioxidante y capacidad antirradicalaria

es mayor cuanto mas fresco es el polen, disminuyendo
con e amacenamiento, (Almaraz-Abarca, et al., 2004;
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Campos, €t al., 2003). En muestras de polen de zonas
templadas, se ha observado una importante actividad
bioldgica, (Kroyer y Hegedus, 2001). Estudios mas re-
cientes, también han mostrado una amplia variabilidad
en la actividad antioxidante del polen polaco, (Legja, et
al, 2007). En muestras de polen mexicano, se haencon-
trado una elevada actividad antioxidante, provenientes
de especies de Amaranthus hybridus, Prosopis juliflora,
Tagetes sp. y mezclas de éste con polen de A. hybridus,
(Almaraz-Abarca, et al., 2007a,b). En polen brasilero
de Mimosa gemmulata, iguamente se ha encontrado
cierta actividad antirradicaaria, (Freire, et al., 2012;
Sarmento, et al., 2006), asi como en los extractos eta-
nolicos de polen Japonés de Cistus ladaniferus, (Nagai,
et al., 2002). Los compuestos responsables de ésta ac-
tividad y de manera contraria a lo observado en otros
productos de origen vegetal o apicola, se encuentran
como agliconas, esto es, no estan glucosilados o unidos
a carbohidratos, pues el enlace que los une se rompe
cuando la abeja mezcla el polen colectado con su sali-
va y secreciones de sus glandulas hipofaringeas, lo que
incrementa su posible bioactividad, (Serra-Bonvehi, et
al, 2001).

En el contexto anterior y teniendo en cuentala ausencia
de trabajos sobre cargas de polen corbicular colombia-
nos, en relacion a la presencia de fenoles, flavonoides
totales y la capacidad antioxidante, se ha planteado €l
estudio para la cuantificacion de estos metabolitos en
extractos hidroalcoholicos en muestras de tres zonas co-
lombianas en dos consociaciones biogeogréficas.

MATERIALES Y METODOS

Material biolégico: Para el desarrollo de éste trabajo
se realizaron excursiones de campo, que permitieron
recoger un total de 63 muestras de polen corbicular
colectado por Apis mellifera L., de trampas caza polen
establecidas en dos consociaciones biogeogréficas co-
lombianas en los departamentos de Quindio y Tolima,
asociadas a colonias de abgjastipo Lanstrong (Tabla 1).
Un grupo de 37 muestras fueron asociados a zona de
bosque humedo premontano (bh-PM) y 26 a bosque
muy himedo (bmh-PM).
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Tabla 1. Origen de las muestras de polen corbicular de dos consociaciones biogeograficas colombianas.

ZonadeVida Departamento  Municipio n LN LO ST A P

Holdrige °C msnm mm/afio

5 4°34°18"  75°42°28" 20 1431 1543

Quindio Calarca 5 4°26°05" 75°41°42" 19 1656 1700

Montenegro 10  4°31°17"  75°48'33" 21 1234 2700

bh-PM Ibagué 1 4°27°53"  75°08°01" 23 1270 2100

Tolima 6 4°27°31"  75°23'45" 14 1946 1300

Cajamarca g 4°23'22"  75°26°33" 12 2004 1415

4 4°22°09"  75°20°40" 15 1818 1580

Armenia 11 4°28'58"  75°42°03" 24 1315 2200

bmh-PM Quindio Génova 11 4°11'54"  75°47°09" 19 1617 2000

Tolima Caamarca 4  4°28°02"  75°22°39" 10 2213 1300

bh-PM: bosque himedo premontano. n: Numero de muestras. bmh-PM: bosque muy himedo premontano. P: Precipitacion
media anual. A: Cota altitudinal. ST: Sensacion térmica. LN: Latitud Norte. LO: Longitud Oeste.

Extractos. Se realizaron operaciones de extraccion
por percolacion usando etanol de 70 volUimenes, que
permitieron obtener lixiviados hidroalcohdlicos (EHA-
Po). En este proceso se pesaron 2.0 g = 1 mg de polen
seco, que fueron homogeneizados con 15 mL de mezcla
hidroalcohélica a 50°C, durante 45 min. con agitacion
constante. Los lixiviados se filtraron, centrifugaron
y almacenaron a 4°C hasta el momento de analisis, y
flavonoides: Los fenoles y flavonoides totales fueron
determinados por espectrofotometria usando reactivo
de Folin-Ciocalteau, (Morais, et al., 2011; Kroyer y He-
gedus, 2001) y se expresaron como equivalentes de &ci-
do gélico (mg GAE/g polen seco). Los flavonoides fue
determinado conforme a las directrices de Miliauskas,
et al., (2004), con las siguientes especificaciones: una
alicuota de 50 pL de EHAPo se mezcld con 50 pL de
cloruro dealuminio a 2%y 1150 uL de etanol absoluto,
cuando fue necesario se realizo dilucion de la muestra
con etanol al 70%. Los flavonoides se expresaron en mg
equivalente de Quercetina/g de polen seco.

FRAP Yy ABTS: La capacidad reductora de los extrac-
tos se determind mediante un ensayo de la capacidad
del ion férrico en el complejo formado con 2,4,6-tri-
piridil-s-triazin (TPTZ), que se transforma a su forma
ferrosa, en lapresenciade antioxidantes, (Salamanca, et
al., 2017; Thaiponga, et al., 2006). Las lecturas fueron
realizadas a 593 nm en un espectrofotdmetro Biospec-
tro, Modelo SP-22. Para los célculos finales fue emplea-
da la curva de calibracién de Trolox 500 UM, siendo los
resultados expresados en UM de Trolox por g de mues-
tra. El reactivo [(2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-
acido sulfdnico)], ABTS se uso en la determinacion de
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la actividad antioxidante, (Dudonné, et al., 2009; Sur-
veswaran, et al., 2007; Re, et al., 1999) y los resultados
fueron expresados en mg equivaente de Trolox/g de
muestra de polen.

Estadistica: Las muestras fueron analizadas por tripli-
cado, evaluando en cada caso el promedio, desviacion
estandar, coeficientes de variacion y las correspondien-
tes determinaciones del analisis de varianza entre gru-
pos de muestras por origen. El andlisis estadistico se
evalud haciendo uso de los paquetes estadisticos SIM-
Prol1™.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los compuestos fenolicos asociados al polen, en ge-
neral son metabolitos como Apigenina-7-o-glucésido,
Luteolina-7-o-glucésido, Quercetina-3-glucdsido, iso-
flavonas glucosiladas de Genisteina, dihidroflavonoides
de Quercetina, Isorhamnetina-3-o0-glucdsido e Isorham-
netina-3-o0-glucosido, derivados de los &cidos Cindmi-
co. En las muestras de polen corbicular de las zonas
de Quindio (Q) y Tolima (T), en su presentacion han
sido heterogéneas en su composicion. La fraccion de
pigmentos y compuestos solubles presentes en la matriz
hidroalcohdlica, exhiben tonos amarillo y amarillo na-
ranja, que revelan la presencia de carotenosy compues-
tos fendlicos entre &cidos y flavonoides que distinguen
los acidos clorogénico (A), galico (B), ferulico (C), p-
cumarico (D) y caféico (E), asi como isoquercetina (F),
miricetina (G), herbacetina (H), quercetina (1), luteolina
(J), keempferol (K) eisoramnetina (L), (Figural), que
se ponen en evidencia en los perfiles de cromatografia
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en capa fina (datos no mostrados) y coinciden con trabajos reportados en la literatura, (Rzepecka-Stojko, et al.,
2015; Kristerson, et al., 2012; Chu, et al., 2007; Almaraz-Abarca, et al., 2007; Serra-Bonvehi, et al., 2001).

OH (0]
J
Figura 1. Estructuras de compuestos fenolicos y flavonoides presentes en matrices de polen

En relacion a éstos componentes en cada uno de los EHAPO's, las muestras de polen de las localidades de Ca-
jamarca y Armenia, presentan diferencias que pueden ser explicadas si se tiene en cuenta la diversidad y oferta
floral en los emplazamientos establecidos para el beneficio del producto, los valores observados en la secuencia
indicada Cajamarca y Armenia, corresponden a 25,3 + 6,81y 18,9 + 9,70 mg EAG/g polen. La fraccién fenodlica
de los extractos en virtud a los resultados globales, se pueden agrupar en categorias Q1 a Q5 (Quindio) y T1a T4
(Tolima). Los tenores tipo 1 (Q1 y T1), presentan niveles superiores a 35 mg EAG/g de polen (37,2 + 3,90y 35,7
+ 7,40), los contenidos mas bajos se presentan en las categorias Q4, Q5 y T4, (Figura 2). Vale indicar que la acidez
natural del polen esta asociada a la presencia de acidos grasos volatiles y productos del metabolismo de algunos
agentes microbianos naturales, (Almaraz-Abarca, et al., 2007a,b).
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Figura 2. Perfil medio de la fraccion fenolica de los extractos hidroalcoholicos de polen corbicular de
las zonas geograficas de Quindio y Tolima

Los extractos organicos de polen en solventes polares, ponen en evidencia la presencia no solo de acidos fendlicos,
también se suelen extraer flavonoides que pueden ser determinados a partir de las técnicas complementarias de tri-
cloruro deauminioy 2,4-D, (Salamancaet al., 2007; Kosalec, et al., 2004). El complejo que se forma entre tipos
de flavonoides presenta méximos de absorcion a 415 nm, (Pallab, et al., 2013; Pal, et al., 2009). Algunos de los
flavonoides presentes en las plantas se pueden presentar como agliconas simples o en forma glucosilada, con los
azucares asociados d-glucosa, d-galactosay I-ramnosa, son los que suelen anclar la estructura de éstos metabolitos,
(Campos, et al., 2003). El estudio que se presenta, ha podido identificar tres categorias para los valores medios
de los flavonoides, TF1: 8,00 + 0,30 en muestras del Tolima ademas de las categorias mas bajas en muestras del
Quindio (QF1: 5,50 + 0,40 a QF3: 1,80 + 0,10 mg Eq. Quercetina/g polen). La concentracion media en atencion al
origen en los EHAPO’s es como sigue 4,32 + 1,80 (Cajamarca) =~ 3,87 + 1,22 (Ibagué) < 3,30 + 1,66 (Armenia) <
3,03 + 1,10 (Montenegro) < 2,33 £ 0,30 (Calarcéd) mg Eq. Quercetina/g polen, (Figura 3).
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Figura 3. Distribucion de las categorias y valores medios del contenido de flavonoides en extrac-
tos hidroalcohdlicos de polen de las zonas geograficas de Quindio y Tolima.
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La proporcion de flavonoides en relacidn a los fenoles totales de los extractos analizados, no excede el 16%, la
mas baja se presenta en las muestras de Génova (88/12) y la mayor en las muestras de Calarca (84/16), como se
evidencia en la figura 4.

100 1

80 -

60 -

Fenoles y flavonoides totales (%)

40

Armenia Cajamarca Calarca Génova Ibagué Montenegro
Origen geografico

Figura 4. Fenoles y flavonoides totales presentes en extractos de polen corbicular de los
entornos geograficos de Quindio y Tolima (Cajamarca e Ibagué).

Los resultados de la evaluacidn de extractos hidroalcohdlicos de polen de las muestras colombianas, son compa-
rables con los trabajos reportados en otros estudios, (Carpés, et al., 2009; Kroyer y Hegedus, 2001; Kristerson, et
al., 2012; Carpés, et al., 2009; Oltica, et al., 2007). En extractos alcohdlicos de polen argentinos, los flavonoides
oscilan entre 50,5y 109,2 y 51,7 y 163,9 mg EAG/g, (Aloisi y Ruppel, 2014), situacién que revela diferencias en
la composicidn de la fraccién flavica en relacion al origen geogréafico, (Montenegro, et al., 2013; Gao, et al., 2010).
La fraccion de acidos fendlicos del polen se ha estimado en 0.20%, (Rzepecka-Stojko, et al., 2015). La variabili-
dad en la capacidad reductora en virtud al contenido de fenoles, flavonoides y las pruebas de actividad y capacidad
antioxidante y antirradicalaria se recogen en latabla 2.

Tabla 2. Contenido medio de la fraccién de fenoles, flavonoides, capacidad reductora (FRAP) y antirradicalaria (ABTS) de
extractos etandélicos de polen corbicular por zona de vida

Zonadevida FTxds FLVzds FRAP+ds ABTS#ds
bh-PM 19,748,002 3,49+1,70° 22,4+9,91¢ 12,1+6,50¢
bhm-PM 19,248,102 3,04+1,29° 20,4+12,7° 11,648,519
Total 19,5+8,01 3,29+1,55 21,6+11,2 11,9+7,38
Razon-F 19,5 2,58 0,94 0,14
Valor-P 0,73 0,11 0,33 0,71

FT: Fenoles totales (mg de Acido Galico/g). FLV: Flavonoides (mg Eq. Quercetina/g). FRAP (mg Eq. Trolox/g). ABTS (mg
Eq. Trolox/g).

CONCLUSIONES

Las muestras de polen colectadas por las abejas en las dos zonas de vida son del tipo multifloral, con amplia varia-
bilidad en su origen botanico. Los componentes solubles presentan tonalidades del amarillo al amarillo naranja. El
rendimiento de los extractos blandos y la densidad de los mismos en relacion al origen biogeografico no presenta
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diferencias marcadas, no asi el aporte de metabolitos,
la fraccién fendlica revela una importante propiedad
antioxidante, complementaria al contenido de flavonoi-
des, que ha sido estimada frente a estandares de refe-
renciay que han permitido comparar la calidad de los
extractos con otros trabgj os reportados en la literatura.
El perfil espectrofotométrico confirman la presencia de
estructuras fendlicas y flavonoides sustituidos, de los
cuaes deriva su poder reductor y su actividad antirra-
dicalaria con una marcada correlacién entre el origen y
Sus componentes.

Componentes fendlicos del polen corbicular Colombiano. Salamanca €t al.
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