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INTRODUCCION

En la actualidad para tener un mejor estilo de vida, varios consumidores voltean su
mirada hacia el uso de elementos naturales y otras terapias para el tratamiento de estas
enfermedades. Los productos apicolas (miel, polen y jalea real) al ser considerados como
alimentos funcionales, estos constituyen parte de la dieta humana desde hace mucho
tiempo y por la misma razon se los ha empleado en la medicina tradicional, debido a sus
propiedades nutricionales. (27) EIl polen procede de diversas plantas tales como trigo,
maiz, pino, colza entre otras. A estas no se las debe confundir con el veneno de la abeja,

la miel o la jalea real. (60)

El polen apicola es un producto que se generan en las anteras de las flores, es recolectado
por las abejas y este es recogido por medio de mallas de recoleccion, son la Gnica fuente
de proteinas de las abejas y también se caracterizan por tener una alta concentracion de
azucares. En el polen se concentran la energia vital y la gran cantidad de elementos
indispensables para la perpetuacion del reino vegetal, de alli su gran cantidad en
nutrientes, energizantes y terapéuticas, conocidas y aprovechadas desde hace miles de

afios por el ser humano. (63)

La composicion del polen es tan compleja; hasta ahora sabemos que incluye mas de 110
compuestos diferentes, estos estan reunidos en un equilibrio biolégico, que incluye entre
hidratos de carbono, proteinas, aminoacidos, materias grasas, vitaminas, provitaminas,
enzimas, co-enzimas, sales minerales, oligoelementos, etc.; sin embargo su andlisis dista

todavia mucho de ser completo. (63)

El polen se lo considera como uno de los complementos mas nutritivos y de mejor efecto
sobre el organismo humano, esta accion benéfica y revitalizante radica en que estimula y
restablece todas las funciones metabdlicas, desintoxicando y potenciando al organismo,

este constituye un nutriente regenerador. (63)



En Ecuador se encuentran zonas con condiciones especiales para la produccion de polen
apicola, debido a sus ventajas climaticas y botanicas que existen para este tipo de
actividad, se espera que la produccién nacional de polen aumente gracias a la creacion de
nuevas oportunidades de exportacion y a que su consumo interno ha venido creciendo en
los Gltimos afios, es por esta razén que la apiterapia y el consumo de derivados de la
colmena se han convertido en fuentes de ingreso importantes para los apicultores del
pais, pasando de ser conocido solamente en circulos vegetarianos a ser distribuidos en

almacenes o tiendas apicolas del Ecuador. (27)

La falta de investigacion sobre el polen presente en nuestra region y la escasa
informacion sobre sus beneficios en la salud, permitird que este estudio nos proporcione
un sustento cientifico para promover su consumo a nivel local y regional garantizando de
esta manera establecer parametros que nos ayuden caracterizar cada polen en base a su
composicion quimica y al contenido de componentes que puedan presentar un beneficio
agregado al organismo de la comunidad que lo consuma , determinando tambien cual
polen segln su procedencia es el que presenta un mayor beneficio para promover su
recoleccion y su aplicacion como un posible medicamento natural en el tratamiento de
varias patologias de la actualidad como son: anorexia, nerviosismo, anemia, mala
digestion, diarrea, estrefiimiento, gripes y resfriados. También podremos establecer si
estos beneficios se ven potenciados con el consumo de este polen en forma individual o

si su accién mejora al consumirlos juntos. (27)

Segun Brisefio, Y. y col. (1988) afirma q las muestras de polen son diferentes pues
depende de la floracion de plantas cultivadas o las silvestres existentes en los 5 km a la
redonda que cubren las abejas en sus vuelos de visitas a flores, en una determinada época

del afio.

El presente trabajo tuvo como objetivo determinar y calcular la composicion y la
actividad antioxidante de las diferentes muestras de polen de distintas zonas de la sierra y
de la costa comercializada por la empresa APICARE de la ciudad de Riobamba para lo

cual se obtuvieron resultados favorables que lo hacen que sea un producto de calidad y



con altos beneficios por su cantidad de fenoles y flavonoides determinados en la
actividad antioxidante.

Esta investigacion es importante porque permitira establecer en base a la rica vegetacion
determinando cuales son las principales especies vegetales que predominan en las zonas
apicolas de la provincia de Chimborazo la calidad y la riqueza nutracéutica de los
polenes que ahi existen. Esto también ayudara a la empresa APICARE a que pueda
comercializar dicho producto para ayudar a mejorar el estado de salud de la sociedad y

promueva la inversion en la variedad existente de productos apicolas.
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CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1 NUTRACEUTICOS

1.1.1 DEFINICION

Durante los ultimos afios la poblacion en general, ha reconocido la importancia de
mantener la salud. En el afio de 1989 surgid el término Nutracéutico por el Dr. Stephen
de Felice, Director de la Fundacién de Medicina Innovativa. Planted que seria cualquier
sustancia que pueda ser considerada como alimento o como parte de éste y que
proporciona beneficios médicos o de salud, incluyendo la prevencién o el tratamiento de
una enfermedad. Este concepto ha continuado evolucionando hasta llegar a una

definicidn méas completa. (15)

El término nutracéutico, fue agrupado en 1990 por la “Fundation for innovation in
medicine” para nominar una nueva area de investigaciones biomédicas e desde entonces,
se transformo en parte del léxico padrén de la comunidad médico-cientifica y de las

industrias de alimentos y drogas. (71)

La definicion precisa de alimento nutracéutico o funcional estd en desarrollo, pero en
general se refiere a aquel alimento que por sus componentes fisioldgicos activos, provee
beneficios mas alla de la nutricion béasica y puede prevenir enfermedades o promover la
salud (Vinson, 1999). De acuerdo con la Academia Nacional de Ciencias de los Estados
Unidos, son aquellos alimentos en los cuales la concentracion de uno o mas ingredientes

ha sido manipulada para aumentar su contribucion a una dieta saludable (Chaudhari,



1999). En vista de que ambos términos se utilizan indistintamente, en adelante se usaré el

concepto de alimentos nutracéuticos. (13)

1.1.1.1 Valor Nutracéutico

Segun Roberto Sanchez (2012) dice que, “El valor nutricional de los alimentos no es mas
que el potencial nutritivo o la cantidad de nutrientes que el alimento aporta al organismo.
Es un valor dificil de medir, carente de unidad de medicion, y que depende de diversos
factores tales como la aportacion energética, la proporcion de los macro y
micronutrientes que contienen -carbohidratos, proteinas, lipidos, vitaminas, minerales,
agua,...-, la capacidad de asimilacion de dichos nutrientes -teniendo en cuenta por
ejemplo intolerancias y alergias-, el efecto sobre los diferentes sistemas del organismo -

especialmente el inmunitario-, etc.” (48)

1.1.1.2 Beneficios

Los nutracéuticos son los alimentos que poseen propiedades beneficiosas para la salud

humana, mas alla de la nutricién basica.

- En tal sentido, los nutracéuticos son tomados tanto como medicamentos alternativos,
asi como suplementos nutricionales. De manera natural, encontramos muchos
alimentos ricos y nutritivos, considerados como nutracéuticos. Entre ellos, tenemos
el yogurt, el queso y las leches fermentadas. (18)

- Como suplementos nutricionales y medicina alternativa, los nutracéuticos son
recomendados para la prevencion de diversas enfermedades, como el cancer de
colon y el sida, mediante un adecuado balance dietético.

- De igual manera, contribuye a reforzar el sistema inmunoldgico. Los nutraceuticos se
clasifican en nutrientes, como los azlcares y las grasas, y en compuestos quimicos,

como los antioxidantes y las vitaminas. (45)
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1.1.1.3 Clasificacion De Los Nutracéuticos

1. Nutrientes

Es una sustancia simple, contenida en los alimentos, y utilizada por el organismo para
cubrir sus necesidades. Los alimentos contienen en proporciones variables tres clases de
nutrientes energéticos: los protidos, los lipidos y los glicidos. Ciertos nutrientes se
denominan esenciales o indispensables, porque el organismo no puede fabricarlos. (8)

2. Compuestos quimicos

Tenemos como punto de partida los antioxidantes, carotenos, fibra; antioxidantes porque,
normalmente los seres humanos estamos expuestos a un gran nimero de agentes
oxidantes como la contaminacion, el estrés, humo del cigarro; ademas nuestro cuerpo
produce radicales libres, los cuales van a producir la oxidacion de membranas y dafio al
ADN desencadenando una serie de reacciones no deseables que conocemos con el

nombre de cancer, problemas cardiovasculares y envejecimiento. (11)

3. Probioticos

Una categoria de alimentos funcionales de mucha relevancia es la de los denominados
alimentos probidticos que son definidos como aquellos que contienen microorganismos
vivos y tienen algun beneficio en la salud debido a que proveen un equilibrio en la flora
intestinal. Estos productos contienen bacterias de los géneros Bifidobacterium y/o
Lactobacillus o levaduras del género Saccharomyces. Los mas utilizados son, sin lugar a

dudas, las bacterias formadoras de acido lactico (Tomasik and Tomasik, 2003). (32)



1.2 LOS RADICALES LIBRES

1.2.1 DEFINICION

Los radicales libres y las especies derivadas del oxigeno (ERO) son continuamente
generadas en el organismo como resultado de accidentes de la quimica, o durante el curso
de diversos procesos metabdlicos. Las ERO han sido implicadas como iniciadoras de
reacciones que conducen a un dafio oxidativo, y por lo tanto se considera que dichas
especies subyacen al desarrollo de diversas condiciones patologicas. Sin embargo,
recientemente, estas especies han sido reconocidas también como importantes
mediadores de una serie de eventos de naturaleza fisiologica. El hecho de que las ERO
conduzcan a un dafio celular, o que sus acciones se limiten a servir como sefiales
biologicas, dependerd en parte de su naturaleza, de los mecanismos y sitios de su
generacion, y de los sustratos biologicos sobre los que actuan. No obstante, el mayor
determinante de que las ERO tengan o no caracter deletéreo esta dado por el balance
entre la velocidad a la cual estas especies son generadas y aquella a la cual las mismas

son removidas por los mecanismos antioxidantes. (68)

1.2.2 CLASIFICACION DE LOS RADICALES LIBRES

Las principales especies reactivas del oxigeno o sustancias prooxidantes son: Radical
hidroxilo (HO)+, Peréxido de hidrégeno (H202), Anidn superdxido (0O2), Oxigeno
singlete (102), Oxigeno nitrico (NO), Perdxido (ROO), Semiquinona (Q), Ozono.

Los radicales libres del oxigeno se clasifican de la forma siguiente:

- Radicales libres inorganicos o primarios: Se originan por transferencia de
electrones sobre el &tomo de oxigeno, representan por tanto distintos estados en la
reduccion de este y se caracterizan por tener una vida media muy corta; estos son el
anién superoxido, el radical hidroxilo y el 6xido nitrico. (16)

- Radicales libres organicos o secundarios: Se pueden originar por la transferencia de

un electron de un radical primario a un atomo de una molécula organica o por la



-5-

reaccion de 2 radicales primarios entre si, poseen una vida media un tanto méas larga
que los primarios; los principales &tomos de las biomoléculas son: carbono, nitrégeno,
oxigeno y azufre. Intermediarios estables relacionados con los radicales libres del
oxigeno. Aqui se incluye un grupo de especies quimicas que sin ser radicales libres,
son generadoras de estas sustancias o resultan de la reduccion o metabolismo de ellas,
entre las que estan el oxigeno singlete, el perdxido de hidrégeno, el acido hipocloroso,

el peroxinitrito, el hidroperdxidos organicos. (16)

1.2.3 ORIGEN DE LOS RADICALES LIBRES

Los radicales libres se generan a nivel intracelular y extracelular. Entre las celulas
relacionadas con la produccion de radicales libres del oxigeno tenemos los neutrofilos,
monocitos, macrofagos, eosinofilos y las células endoteliales. Las enzimas oxidantes
involucradas son la xantin-oxidasa, la indolamindioxigenasa, la triptofano-dioxigenasa, la
mieloperoxidasa, la galactosa oxidasa, la ciclooxigenasa, la lipoxigenasa, la monoamino-
oxidasa y la NADPH oxidasa. Y entre las sustancias y agentes es conocida ampliamente
la relacion de los productos ciclicos de naturaleza redox como son el paraquat, diquat,
alloxano, estreptozozina y doxorubicina, con los radicales libres. También se producen
radicales libres por la administracion de paracetamol, tetracloruro de carbono y
furosemida; por altimo no se puede olvidar agentes como el humo de cigarrillos, las
radiaciones ionizantes, la luz solar, el shock térmico y las sustancias que oxidan el

glutatién (GSH) como fuentes de radicales libres. (16)

Existen algunas circunstancias en que también se producen radicales libres como son:

- Dieta hipercaldrica.

- Dieta insuficiente en antioxidantes.

- Procesos inflamatorios y traumatismos.
- Fendmenos de isquemia y reperfusion.

- Ejercicio extenuante. (16)
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1.2.4 ENFERMEDADES QUE PRODUCEN (14)

Existen numerosas enfermedades que se han vinculado a la formacién de RSOs, e,

incluso, el mismo proceso de, envejecimiento. Tenemos aqui algunos ejemplos:

- Carcinogeénesis: Se ha comprobado la participacién de los RSOs en la inician y
promocion de la carcinogénesis. Pueden actuar como iniciadores y/o promotores,
causan dafio en el DNA, activan procarcindgenos y alteran el sistema de defensa

antioxidante.

- Infeccion Cronica, Inflamacion y Cancer: Los fagocitos usan para combatir contra
los organismos patdgenos una bateria de oxidantes (NO. superoxido, peroxido
hidrogeno, hipoclorito). Estas especies pueden causar dafio en el DNA, mutaciones y
por lo tanto, cancer. Algunos ejemplos: los virus de la hepatitis A y C son la mayor
causa de hepatocarcinoma. La esquistomatosis puede provocar cancer de colon.
Parésitos  hepaticos. Como el Opistorchis  viverriniy el Chlonorchis
sinensis, aumentan el riesgo de colangiocarcinoma. La exposicion a asbestos causa

inflamacion crénica y cancer de pulmon.

- Tabaco y Céancer: EIl tabaco posee una gran cantidad de sustancias carcindgenas
(como los 6xidos de nitrogeno) y es la causa de la tercera parte de los canceres en
EE.UU. Asi. el radical NO puede reaccionar con el radical superoxido para dar lugar
al peroxinitrilo y con el radical peroxilo para originar el alquil peroxinitrilo, ambas

especies fuertemente oxidantes.

- Enfermedades Cardiovasculares: Las reacciones de oxidacidn juegan un importante
papel en la aterogénesis y la enfermedad vascular estd relacionada con bajas
concentraciones en plasma de ascorbato, tocoferol y caroteno. Una mayor evidencia
es, que la oxidacion de la polipoproteina B100 por productos de la peroxidacion
lipidica hace que ésta sea reconocida por la LDL, y sea captada por los macréfagos, lo

que conduce a la formacion de placas ateroescleroticas.



Enfermedades Del Sistema Inmunitario: Por estudios in vitro, se ha comprobado
que los leucocitos polimorfonucleares y los macrofagos pueden inhibir la proliferacion
de linfocitos a través de la produccion de RSOs PG E, y NO vy, por tanto, disminuye

las defensas del individuo.

Cataratas: Se ha demostrado que, tanto el tabaco como las radiaciones, son las
principales causas de aparicion de cataratas. En esta patologia, las proteinas de los
0jos presentan mas de un 60% de sus residuos de metionina oxidados. Asimismo se ha
visto que los antioxidantes de la dieta retardan los procesos destructivos en la retina y

en el epitelio retinal que conducen a la degeneracién de la macula.

Disfunciones Generales: Los RSOs son causa de algunas patologias cerebrales como
la isquemia cerebral, la enfermedad de Parkinson y la esclerosis lateral amiotrofica.
Asi, por ejemplo, tenemos que en los pacientes parkinsonianos se ha encontrado una
alta cantidad de DNA en neuronas dopaminergicas. En la isquemia cerebral. liberan
grandes cantidades de hierro. que es un importante catalizador en la formacion de
RSOs. La mayor evidencia de la relacion entre desérdenes neuroldgicos y formacion
de RSOs es la fuerte relacion entre la esclerosis lateral amiotrofica y las mutaciones en
el Cu, Zn-SOD, indicando que los RSOs son los responsables de la degeneracion

selectiva de las neuronas motoras.

1.2.5 ESTRES OXIDATIVO (34)

El Estrés oxidativo es causado por un desequilibrio entre la produccion de especies

reactivas del oxigeno y la capacidad de un sistema bioldgico de detoxificar rapidamente

los reactivos intermedios o reparar el dafio resultante. En términos quimicos, es un gran

aumento en la reduccion del potencial celular o una disminucién en la capacidad

reductora de los pares redox celulares como el glutation. Un aspecto “destructivo” del

estrés oxidativo es la produccién de especies reactivas derivadas del oxigeno, incluyen

los radicales libres y los peroxidos. La fuente mas importante de oxigeno reactivo en

condiciones normales en organismos aerdbicos y probablemente la pérdida de oxigeno
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activado de las mitocondrias durante el funcionamiento normal de la respiracion

oxidativa.

Ante el peligro que representa el dafio oxidativo, las células se encuentran preparadas con
mecanismos de proteccion: los antioxidantes celulares, las enzimas: -superdxido
dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa. Si es, define el estrés oxidativo como una”
alteracion del equilibrio prooxidante/antioxidante, a favor del primero.” Miquel y Weber,
mencionan que el aumento del estrés oxidativo que tiene lugar al envejecer se acomparia
de un progresivo descenso en los niveles tisulares de glutation reducido (necesario para la
sintesis de DNA vy proteinas, actividades enzimaticas, liberacion de neurotransmisores y

detoxificacion de compuestos carcindgenos).

Cuando el estrés oxidativo afecta a sustratos biologicos, el desequilibrio redox que lo
caracteriza, se traduce en un dafio oxidativo a diversas macromoléculas. Cuando el dafio
oxidativo es intenso, sostenido en el tiempo, y no logra ser revertido, esto conducira a la
aparicion de ciertas patologias. Ejs: enfs. Cardiovasculares, cancer, distrofia muscular,

enfs. Autoinmunes, esclerosis mualtiple, ALZHEIMER, etc.

1.3 ANTIOXIDANTES

1.3.1 DEFINICION

Un antioxidante es una molécula capaz de retardar o prevenir la oxidacidn de un sustrato

oxidable, actuando como donador de electrones (agente reductor). (34)

Los antioxidantes tiene la facultad de contrarrestar el efecto negativo de los radicales
libres (producidos por el tabaquismo, contaminantes externos, sustancias quimicas,
determinados compuestos quimicos de sustancias nutritivas, agentes atmosféricos
externos...etc.), reducir la aparicion de determinadas enfermedades como el cancer y
patologias cardiovasculares, ademas se ha visto que son un gran aliado para prevenir el

envejecimiento precoz. Cuantos mas radicales libres (encargados de la oxidacion de


http://www.salusline.com/?SEC=modulos&MOD=AGENDA&aid=915
http://www.salusline.com/?SEC=modulos&MOD=AGENDA&aid=915
http://www.salusline.com/?SEC=modulos&MOD=AGENDA&aid=915
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nuestro sistema) tengamos mas antioxidantes deberemos consumir para contrarrestar el
efecto de estos. (53)

Todos los seres vivos que utilizan el oxigeno para obtener energia, liberan radicales
libres, lo cual es incompatible con la vida a menos que existan mecanismos celulares de
defensa que los neutralice. A estas defensas se las denomina Antioxidantes. Los niveles
bajos de los mismos, o la inhibicion de las enzimas antioxidantes causan estrés oxidativo

y pueden dafar o matar las células. (19)

Dentro de los antioxidantes destacan del grupo los compuestos fenolicos, una familia
grande de nutracéuticos que posee propiedades de beneficio en la salud que van desde la
inhibicion de la propagacion del cancer, prevencion de arterioesclerosis, embolias,
inflamaciones, ataques cardiacos, entre otras. Los antioxidantes han recibido atencion a
través de la evidencia cientifica existente sobre el beneficio del consumo moderado del
vino tinto, debido a su alto contenido de antocianinas y procianidinas, compuestos que
ejercen proteccion al sistema cardiovascular. Ademas de la uva, estos compuestos se
encuentran también en la flor de Jamaica, fresas, maiz morado, y la mayoria de las frutas
rojas. Dentro de esta misma familia de compuestos también tenemos a los flavonoides,
que han sido asociados con la prevencion de cancer de colon, mismos que pueden
encontrarse en los citricos, frutas amarillas y especias, entre otras fuentes como los

productos apicolas. (11)

Otro importante grupo de antioxidantes son los carotenos, que son también conocidos
como fuentes de vitamina A y colorantes naturales. Entre los carotenos mas importantes
destaca la luteina que estd siendo adicionada a cereales de desayuno y suplementos
nutrimentales con el propdsito de prevenir la degradacion macular, una de las principales
causas de ceguera asociada con la edad (Fullmer and Shao, 2001). Asi mismo, el
licopeno y las xantofilas estan sustituyendo a los colorantes artificiales en pastas de
tomate, jugos y productos carnicos con el proposito de prevenir ciertos tipos de cancer.
Hoy en dia, los licopenos se consideran como uno de los compuestos con mas reconocida
capacidad anticancerigena de prostata. Interesantemente, el procesamiento térmico de los

alimentos incrementa significativamente la bioactividad de los licopenos. Las fuentes
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ricas de carotenos son la zanahoria, chile, tomate, maiz amarillo y algunas flores.
También los carotenos se pueden producir biotecnoldégicamente mediante el cultivo de
microorganismos que expresan altas cantidades de estos antioxidantes. (52)

Neutralizacion del radical
libre por un antioxidante

FIGURA No. 1 NEUTRALIZACION DEL RADICAL LIBRE POR UN ANTIOXIDANTE. (7)

FUENTE: CRIADO, C. 2009., Pp. 6-18.

1.3.2 SISTEMAS DE DEFENSA ANTIOXIDANTE

El sistema de defensa antioxidante esta constituido por un grupo de sustancias que al
estar presente en concentraciones bajas con respecto al sustrato oxidable, retrasan o
previenen significativamente la oxidacion de este. Como sustrato oxidable se pueden
considerar casi todas las moléculas organicas o inorganicas que se encuentran en las

células vivas, como proteinas, lipidos, hidratos de carbono y las moléculas de ADN. (24)

Los antioxidantes impiden que otras moléculas se unan al oxigeno, al reaccionar-
interactuar mas rapido con los radicales libres del oxigeno y las especies reactivas del
oxigeno que con el resto de las moléculas presentes, en un determinado microambiente -
membrana plasmatica, citosol, nucleo o liquido extracelular. La accion del antioxidante
es de sacrificio de su propia integridad molecular para evitar alteraciones de moléculas -

lipidos, proteinas, ADN, etc.- funcionalmente vital o0 mas importante. Su accién la
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realizan tanto en medios hidrofilicos como hidrofobicos. Actdan como eliminadoras
(Scavengers), con el objetivo de mantener el equilibrio prooxidante/antioxidante a favor
de estos ultimos. Los antioxidantes ex6genos actian como moléculas suicidas, ya que se
oxidan al neutralizar al radical libre, por lo que la reposicion de ellos debe ser continua,

mediante la ingestion de los nutrientes que los contienen. (16)

1.3.3 CLASIFICACION DE LOS ANTIOXIDANTES

Los antioxidantes se clasifican en ENDOGENOS, fabricados por la propia célula, y
EXOGENOS, que ingresan en el organismo a través de la dieta o de suplementos con

formulaciones antioxidantes (Tabla 1).

TABLA No. 1 CLASIFICACION DE LOS ANTIOXIDANTES. (7)

Exo6genos Enddgenos Cofactores
Vitamina E Glutation Cobre
Vitamina C Coenzima Q Zinc
Betacaroteno Acido Tiactico Manganeso

Enzimas:
Elavonoides Superoxidodismutasa (SOD) Hierro
Catalasa
Glutatién peroxidasa
Licopeno Selenio

FUENTE: CRIADO, C. 2009., Pp. 6-18.

1.3.3.1 Tipos de Antioxidantes (7)

1. La Vitamina C o Acido Ascorbico

Es un importante antioxidante hidrosoluble que actia potenciando el efecto de otros
antioxidantes tal como sucede con la vitamina E y el selenio. No se sintetiza en el
organismo, por lo que debe ser aportada por la dieta. Sus principales funciones son
neutralizar el oxigeno singlete (02), capturar radicales hidréxilos y aniones superdxido y

regenerar la forma oxidada de vitamina E una vez que ha reaccionado con un RL. Actla
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de forma sinérgica con la vitamina E, y se ha comprobado que se absorbe mejor si se
encuentra en una formulacion que contenga vitamina E.

Algunos estudios muestran una clara participacion de la vitamina C como antioxidante
sobre el endotelio vascular evitando la oxidacién del 6xido nitrico, potenciando su
actividad y aumentando su sintesis. Otros estudios sugieren una disminucion de la
peroxidacion lipidica en presencia de vitamina C. Por ambas razones parece demostrado
su papel beneficioso en la aparicion y progresién de la aterosclerosis.

La principal consecuencia derivada del deficit de vitamina C es el escorbuto, raro en
paises occidentales en los que la dieta contiene la cantidad minima necesaria de vitamina
C para evitar la enfermedad. Se caracteriza por un defecto en la formacion del colageno,
cuya consecuencia es la fragilidad capilar con las consiguientes petequias Yy
gingivorragias, dolores generalizados, anemia multifactorial por la hemorragia, por
disminucidn en la absorcion de hierro y por déficit de folato.

Hasta el momento, aunque es evidente su importante papel como potente antioxidante,
los ensayos clinicos no aportan datos concluyentes para afirmar que la ingesta de
cantidades elevadas de vitamina C aisladamente prevenga la aparicion y desarrollo de

enfermedades crdnicas degenerativas.

1.4 LOS COMPUESTOS FENOLICOS (12)

1.4.1 DEFINICION

El término «compuestos fenolicos» engloba a todas aquellas sustancias que poseen varias
funciones fenol, nombre popular del hidroxibenceno, unido a estructuras aromaticas o
alifaticas. Unicamente, algunos compuestos fendlicos de la familia de los acidos fenoles

no son polifenoles, sino monofenoles.

Los compuestos fendlicos tienen su origen en el mundo vegetal. Son unos de los
principales metabolitos secundarios de las plantas y su presencia en el reino animal se
debe a la ingestion de éstas. Los fenoles son sintetizados de nuevo por las plantas y son
regulados genéticamente, tanto a nivel cualitativo como cuantitativo, aunque a este nivel

también existen factores ambientales. Ademas, actlan como fitoalexinas (las plantas
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heridas secretan fenoles para defenderse de posibles ataques fungicos o bacterianos) y
contribuyen a la pigmentacion de muchas partes de la planta (p. ej. los antocianos son los
responsables del color rojo, naranja, azul, purpura o violeta que encontramos en las pieles
de las frutas y hortalizas). Por otro lado, cuando los fenoles son oxidados, dan lugar a las

quinonas que dan un color pardo que muchas veces es indeseable.

OH

CH, CH,0H

OH

Tirosol

OH

Apigenina

OH
.,-Ii I COOH -
- OCH; Acido siringico

Lignano CH;0 OCH;

OH

i

CH3O

FIGURA No. 2 COMPUESTOS FENOLICOS. (12)
FUENTE: GIMENO, E., 2004., Pp. 80-84.

1.4.2 ESTRUCTURA DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS (28)

El término fenoles comprende aproximadamente 8000 compuestos que aparecen en la
naturaleza. Todos ellos poseen una estructura comun: un anillo fenol -un anillo aromético
que lleva al menos un sustituyente hidroxilo.

OH

FIGURA No. 3 FENOL.
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Los flavonoides son los polifenoles que poseen al menos 2 subunidades fendlicas; los
compuestos que tienen 3 0 mas subunidades fendlicas se denominan taninos Robbins,
2003).

FIGURA No. 4 ESTRUCTURA BASICA DE LOS FLAVONOIDES.

Los flavonoides son derivados fendlicos sintetizados en cantidades substanciales por las
plantas. Comprenden alrededor de 4000 compuestos identificados, son derivados
hidroxilados, metoxilados y glicosilados de la 2 fenil benzo y pirano, que consiste en dos
anillos benceno combinados por mediacion del oxigeno contenido en el anillo pirano.
Estos compuestos poseen actividad antioxidante y capacidad para capturar radicales
libres (Vinson et al, 1995).

La actividad antioxidante de los distintos grupos de compuestos depende de la estructura
individual y del numero de oxidrilos sustituyentes, asi como del peso molecular. En los
flavonoides, esta caracteristica se asocia con la presencia en la molécula de grupos orto
dihidroxi en el anillo B, un doble enlace entre el C2 y C3 en conjunto con la posicion 4-
oxo en el anillo C, y grupos 3-5 hidroxi, y la funcion 4 — oxo en los anillos Ay C
(Velioglu et al, 1998).

Los taninos o polifenoles poliméricos tienen mayor actividad antioxidante que los fenoles

monoméricos simples (Hagerman et al, 1998).
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DPn

DP4

UNIDAD TERMINAL

FIGURA No. 5 TANINOS (POLIMEROS DE CATEQUINA).

1.4.3 ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS (28)

Los polifenoles poseen acciones molusquicidas, antihelminticas, antihepatotoxicas,
antiinflamatorias, anti diarreicas, anti ulcera, antivirales, antialérgicas y vasodilatadoras.
Se ha verificado que inhiben la replicacion del virus de la inmunodeficiencia Humana
(HIV) y del virus simplex humano (HSV), inhiben las glucosil transferasas del
Streptococcus mutans (caries dental), inhiben la autoxidacién del ascorbato, también
inhiben efectos citotdxicos, la promocién del crecimiento tumoral y la enzima xantina
monoamina oxidasa. La actividad antioxidante de los fenoles es el origen de funciones
biologicas tales como la antimutagénica, anti cancerigena y anti envejecimiento
(Veliogluet al, 1998; Proestos et al, 2005).

Los flavonoides, en particular, exhiben una amplia gama de efectos bioldgicos,
incluyendo actividad antibacteriana, antiviral, antiinflamatoria, antialérgica, antioxidante,

antitrombotica y vasodilatadora (Yen et al, 1993; Siddhuraju y Becker, 2003).
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1.5 LA APICULTURA.

1.5.1 HISTORIA (36)

Si analizamos etimologicamente Apicultura observamos que la palabra proviene del
latin Apis (abeja) y Cultura (cultivo), es decir, la ciencia que se dedica al cultivo de las
abejas 0 a la cria de las abejas, ya que se trata de animales.

Segln Fabian Rodriguez la define como “la ciencia aplicada que estudia la abeja melifera
y mediante la tecnologia se obtienen beneficios economicos”. Se distinguen dos tipos de

beneficios:

- Directos: como consecuencia de la venta de los productos apicolas (miel, polen y
cera).

- Indirectos: debida a la accion que realiza como vector de polen en los cultivos.

La apicultura nace cuando el hombre intenta conocer el mundo de las abejas. Para ello
tomd un tronco hueco e intentd mantener una colonia. Se data del afio 2500 a. C. la
evidencia del aprovechamiento de abejas por parte de los egipcios en sus jeroglificos. Es
en el afio 1500 a. C. cuando se escribe sobre las abejas, siendo ésta la primera evidencia
escrita (HITITA). En Espafia la primera evidencia escrita de la importancia de la
apicultura data del 1100 a. C., en lo que denominamos Imperio Tarteso, asentado en
Andalucia. La importancia de esta apicultura es tal que en el S. I d. C. el gaditano
COLUMELA describié como era la apicultura de la época. Ademas hizo referencia al

manejo de las colmenas.

Actualmente existen dos tipos de apicultura:

- Apicultura Sedentaria: Es aquella en la que la ubicacion de la colmena no varia y

precisa de un aporte de alimento artificial.
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- Apicultura Transhumante: Consiste en in cambiando la situacién del apiario
siguiendo la localizacién de la zona geografica con el fin de obtener un maximo de

produccion.

1.6 LA ABEJA MELLIFERA (Apis mellifera)

La abeja europea, también conocida como la abeja domeéstica o melifera lleva el nombre
cientifico de Apis mellifera. Es la especie de abeja con mayor distribucion en el mundo.
Originaria de Europa, Africa y parte de Asia, fue introducida en América y Oceania. Fue
clasificada por Carolus Linnaeus en 1758. A partir de entonces numerosos taxonomos
describieron variedades geogréaficas o subespecies que, en la actualidad, superan las 30
razas, si bien las mezclas y cruzamientos con el afan de aumentar la productividad, hacen

que los diversos eco tipos se homogenicen. (37)

1.6.1 CLASIFICACION DE LA ABEJA MELLIFERA (30)

La abeja de la miel Apis mellifera L. es un insecto que pertenece, dentro del orden de los
Himendpeteros a la familia Apidae y al género Apis; este género comprende 4 especies

todas ellas sociales:

- Apis mellifera L: Es la abeja doméstica y se encuentra en zonas tropicales de Europa
(Zona Mediterranea) y Africa, de la que se extendi6 al resto del mundo (Asia y
América).

- Apis cerana: Es esta especie la que se encuentra en Asia. Tiene como parasito a la
varroa pero no causa graves problemas a esta especie, aunque si a Apis mellifera. Se
trata de un aracnido que se alimenta de estados inmaduros y adultos (hemolinfa).

Existen en esta especie referencias tan antiguas como de Apis mellifera.

Ambas viven en nidos cerrados (rocas, huecos de arboles). Cabe en este momento hacer
la distincion entre nido y colmena. Un nido es el albergue natural de un enjambre, siendo

la colmena el albergue artificial, construido por el hombre.
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FOTOGRAFIA No. 1 FOTOGRAFIA DE ABEJA (Apis mellifera). (30)

FUENTE: http://enelmoncayo.blogspot.com/2012/03/abeja-de-la-miel-apis

Dentro de una colonia de abejas se pueden encontrar la abeja reina, los zanganos y las

obreras, cada una de ellas con una labor determinada:

1.6.1.1 La Reina

Su principal tarea es la de poner huevos y son las obreras las encargadas de alimentarla.
Las reinas nacen en unas celdillas llamadas "realeras”, que son mayores que las normales
y en forma de bellota. Las obreras alimentan esta larva con jalea real lo que hace que sea
fertil y se diferencie de las obreras normales. SAlo subsiste una reina por cada colmena.

La vida de una reina puede ser de hasta 5 afios, aunque normalmente se sustituyen de

forma natural a los dos o tres afios.

1.6.1.2 Los Zanganos

Los zanganos nacen de huevos sin fecundar, son de mayores dimensiones que la obreras,
abdomen maés cuadrado y ojos grandes y contiguos. Sus funciones aparte de fecundar a la
reina son bastante discutidas, pero se piensa que ayudan a mantener el calor en la
colmena y también repartirian el néctar.

1.6.1.3 Las Obreras

Las obreras son las verdaderas trabajadoras de la colmena, desde que nace una obrera va

pasando por distintas tareas dentro de la colmena: hacer cera, limpiar, alimentar,


http://enelmoncayo.blogspot.com/2012/03/abeja-de-la-miel-apis
http://www.mielarlanza.com/imagftp/im2923Ligustica..jpg
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guardianas, y por Ultimo pecoreadoras. La vida de una obrera varia, las nacidas en Enero-
Febrero viven unos 3 meses, las nacidas en Abril-Mayo de 28-40 dias, en Julio-Agosto
unos 80 dias, en Octubre sobre mes y medio, y en noviembre sobre 140 dias. En invierno
viven mas tiempo ya que el numero de abejas que nacen es casi nulo ya que la reina no
ponen huevos en esta época y por lo tanto han de sobrevivir hasta que empiecen a nacer

nuevas abejas para que la colonia sobreviva.

1.7 PRODUCTOS APICOLAS

1.7.1 LA MIEL

La miel es definida por el codigo alimentario como la sustancia dulce, no fermentada,
producida por las abejas del néctar de las flores o de las secreciones sobre o de las plantas
vivas; que ellas recolectan, transforman y combinan con sustancias especificas y que
finalmente almacenan y maduran en panales. Su composicion es variada. Esta compuesta
por agua, fructosa y glucosa, ademas de otras sustancias en muy baja proporcién como

son acidos, minerales, aminoacidos y proteinas, enzimas, aromas, etc. (51)

FOTOGRAFIA No. 2 LA MIEL. (51)

FUENTE: https://www.udemy.com/lectures/la-miel-198067



https://www.udemy.com/lectures/la-miel-198067

-20-

1.7.1.1 Composicion.

La miel contiene: Minerales como el potasio y el fésforo, este Gltimo elemento es muy
importante para la metabolizacion de los hidratos de carbono.
Oligoelementos, como; aluminio, cadmio, silicio, boro, titanio, plomo, niquel, cinc, litio,

estafio, cromo y radio. (56)

TABLA No. 2 COMPOSICION DE LA MIEL.

Constituyente Valor medio (%) Extremos (%)
Componentes principales (>99%)

Agua 17,0 13,4 -26,6
Fructosa 39,3 21,7-53,9
Glucosa 32,9 20,4 -44,4
Sacarosa 2,3 0,0-7,6

Otros azUcares
Disacéridos (maltosa) 7,3 2,7-16,0
Cadena Larga 15 0,1- 85,
Componentes secundarios (<1%0)
Acidos (p.e.:guconico) 0,57 0,17 -1,17
Minerales 0,17 0,02 -1,03
Nitrégeno (prot y amino 0,04 0,00-0,13
acidos)
Enzimas Trazas -
Aromas Trazas -

FUENTE: Cabello, T., Apicultura., EPS., UAL., 2006-2007

1.7.2 LA CERA

Es otro producto apicola tradicional. Es una sustancia segregada por las mandibulas
ceriferas de las abejas domésticas en los segmentos 4, 5,6 y 7° en posicion ventral, en el

segundo periodo de su fase adulta, justo después de ser nodrizas (almacenistas). (41)

Es una sustancia de composicion muy compleja con un elevado nimero de atomos de
carbono. Es segregada en forma liquida solidificandose a la temperatura interior de la
colonia en forma de escamas. Es de bajo peso pero resiste tracciones 0 pesos
relativamente importantes. Los apicultores extraen la cera fundiendo en agua hirviendo

los panales, restos de cuadros, opérculos, etc. Después de un lento enfriamiento y por
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diferencia de densidad se extrae un bloque o cerdn. También se utilizan para fundir las
calderas de vapor de agua y los cerificadores solares. Los blogues o cerones se venden en
bruto a las industrias especializadas, que se encargaran de elaborar nuevas laminas
estampadas y preparadas para colocar en los cuadros a introducir en la colmena. De este
modo se ahorran tiempo y trabajo a las colmenas, permitiendo un aprovechamiento

6ptimo de las floraciones. (35)

La cera es quimicamente muy estable y sus propiedades casi no se alteran con el tiempo.
Resiste perfectamente a la hidrdlisis o la oxidacion natural y es totalmente insoluble en
agua. Los &cidos o los jugos digestivos de los animales no pueden destruirla, con
excepcion de los de las larvas de algunas polillas parasitas de las colmenas o de algunos
pajaros como el Indicator Major (pajaro africano que "indica™ a los nativos la situacion

de los enjambres silvestres de abejas). (35)

1.7.3 PROPOLEOS

Esta formado por las propias abejas por la recoleccion de resinas de especies arbéreas y
su mezcla con cera en la colmena. Los propoleos evitan pérdidas de calor durante el
invierno al depositarse sobre las grietas del nido o colmena. Reducen la piquera y aislan
las particulas extrafias que se depositan dentro de la colonia para evitar su
descomposicion. Las aplicaciones de los propdleos son diversas. Se emplean en la
fabricacion de cosméticos, barnices, pinturas, medicamentos, etc. Tiene propiedades
antisépticas especialmente en infecciones de ojos, eczemas, infecciones de garganta,

Ulceras, enfermedades del tracto urinario, dermatologia, odontologia, etc. (35)

1.7.4 EL VENENO DE ABEJA (APITOXINA)

La apitoxina es un producto que se emplea en medicina por su poder antiartritico y en la
preparacion de antialérgicos. Se produce en las glandulas situadas en la parte posterior
del dltimo segmento abdominal de la abeja. ElI veneno de abeja tiene propiedades
bactericidas, hemoliticas, anticoagulantes y ténicas. Es el mayor vasodilatador conocido,

fluidifica la sangre al ser anticoagulante, se le reconocen propiedades en casos de
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reumatismo y actualmente el veneno es utilizado de forma racional en algunos paises.
(35)

1.7.5 LAJALEA REAL

Es un alimento fundamental para de abejas cuando son larvas hasta cumplir los seis dias
de vida, tres de larva, y de la reina durante toda la vida. La jalea real es
fundamentalmente un alimento proteico (12 %), aunque también es rica en azUcares (9
%), vitaminas, etc. La jalea real tiene una actividad antiinflamatoria y regeneradora,
presenta efectos hipercolesterolémicos, vasodilatadores, antiinflamatorios. Es empleada
por las industrias dietéticas y cosméticas. (9)

1.8 EL POLEN

1.8.1 DEFINICION

Se trata del elemento masculino de la flor. Cuando lo adquirimos se presenta, como un
fino polvillo que va del color blanco al negro, aunque generalmente es amarillo 0 marrén

claro: Su sabor es amargo. (6)

Para las plantas, el polen es el gameto masculino indispensable para fecundar los dvulos,
que van a generar las semillas responsables de la perpetuacion de la especie vegetal.
Como término botdnico proviene del latin “polleninis” que significa “polvo muy fino”
(Saénz de Rivas, 1978).

“El polen apicola es el resultado de la aglutinacion del polen de las flores efectuado por
las abejas pecoreadoras mediante néctar y sus propias sustancias salivares, que el hombre
utiliza tras su recoleccion en los cazapolenes y subsiguiente elaboracion (secado,
limpieza y envasado” (Peris, 1984, citado por Baldi Coronel, 1999). (10)

El polen es el nombre colectivo de las microsporas de las plantas con semilla. Son muy
pocos los animales que pueden alimentarse del polen. Las abejas meliferas estan entre
ellos. (59)
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FOTOGRAFIA No. 3 EL POLEN. (59)

FUENTE: http://www.bonamel.com/pdf/polen.pdf

1.8.2 FORMACION DEL POLEN (49)

La célula masculina (ANTEROZOIDES) o Nucleos espermaticos se forma por
Microgametogénesis. La celula madre de los granos de polen llamada
MICROSPOROCITOS originara, por Meiosis 4 microsporas por cada una formandose
una TETRADA, cada una de las microsporas por MITOSIS originara el GRANO
DE POLEN, este esta formado por 2 células una de ellas la de mayor tamafio llamada CELULA
VEGETATIVA vy la o tramas pequefia llamada CELULA GENERATIVA producira los gametos
masculinoso ANTEROZOIDES.

Cada microspora o grano de polen unicelular sufre una divisién mitotica cuyo resultado
es la formacion de 2 células desiguales: una muy grande, la célula vegetativa o célula del
tubo polinico que llena el grano casi por completo y una pequefia célula lenticular, la
célula generativa 0 gametogeénica, aplicada contra la pared de la microspora.

Luego queda incluida en la célula vegetativa, en suspension en su citoplasma, rodeada
por su membrana plasmatica. Luego la célula generativa sufre una division (la segunda
mitosis que ocurre) y produce 2 células: los gametos masculinos, que son desnudos,
no forman pared celular. Esta division puede producirse aun dentro del saco polinico o
recién después que el grano de polen germina, dentro del tubo polinico. Es decir que
cuando un grano se polen es liberado, puede ser bicelular (célula vegetativa + célula
generativa) o tricelular (célula vegetativa + 2 gametos), condicion caracteristica de

familias avanzadas como las gramineas.


http://www.bonamel.com/pdf/polen.pdf
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FIGURA No. 6 FORMACION DEL POLEN. (49)

FUENTE: http://es.scribd.com/doc/62207828/FORMACION-DEL-POLEN

1.8.3 POLINIZACION

La polinizacion es la funcidbn mas importante y vital que las plantas realizan para
fecundarse y reproducirse. En este proceso, que depende de factores externos, el
elemento masculino o polen, producido en las anteras de las flores, se conduce a los
ovarios de las plantas femeninas. Su funcion es la de generar con su poder fecundante
nuevos frutos y semillas, y es precisamente alli donde radican sus extraordinarias

virtudes nutrientes y terapéuticas. (6)

La polinizacion se llama asi al proceso de transferencia del polen desde
los estambres hasta los estigmas o parte receptiva de las flores en las angiospermas,
donde germina y fecunda los évulos de la flor, haciendo posible la produccion de

semillas y frutos.

Existen plantas autogamas (aquellas que se auto fecundan) lo pueden hacer sin
participacion alguna de polen, pero mds a menudo dependen de algin mecanismo


http://es.scribd.com/doc/62207828/FORMACION-DEL-POLEN
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polinizador como en la cleistogamia donde las anteras se abren y los estigmas maduran

dentro de un capullo cerrado. (64)

Los agentes mas ordinarios son los insectos (entomdfila) y el viento (anemofilia).

- Otros agentes: El viento es el mas importante agente polinizador la mayoria de los
arboles destinados a la forestacion son anemofilos .Entre todas las gramineas y
cereales el maiz aparece como el mas beneficiado por el viento.

- El agua no es beneficioso como polinizador es muy limitante el polen al ponerse en
contacto con el agua se vuelve inservible.

- El hombre se convirti6 en un agente polinizador cuando trasfiere el polen
artificialmente utilizando el polen recogido el afio anterior de los frutos cosechados el

afio anterior que luego distribuye mecanicamente en los estigmas. (65)

1.8.3.1 Recoleccion del polen por la Abeja

El polen es recolectado por las abejas, principalmente, al final del invierno y en
primavera.

Por la mafiana, antes de las 10, es cuando se ven, sobre la tabla de vuelo, llegar mas
pecoreadoras cargadas de polen. En ciertas especies la recoleccion se prosigue durante
toda la jornada.

Con visitas a la recoleccion de polen las obreras estan provistas de Utiles especiales:
peine, cepillo, cestillo y espina. Aglutinan los granos con saliva, miel o néctar y, durante
el vuelo, los amasan con la ayuda de sus patas hasta confeccionar pequefias bolitas que

colocan en los cestillos, situados en las colmenas. (3)

1.8.4 COSECHA DEL POLEN

La cosecha de polen se realiza retirando el cajén recolector de la trampa y volcando el
polen en un balde de plastico muy limpio. Una vez retirado el polen de todas las trampas
debe trasladarse lo mas pronto posible a la planta de secado final. Si esta planta quedara a

mucha distancia y para evitar el deterioro del polen es muy recomendable hacer lo que se
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Ilama un presecado. La idea es bajar el tenor de humedad natural con que viene el polen
que a veces llega a 60-70% por lo menos a un 10% de humedad. Este porcentaje permite
la conservacion del polen por un tiempo muy razonable que facilita a su vez su posterior
traslado a la sala de procesamiento sin mayores pérdidas. El traslado de polen fresco con
alto tenor de humedad provoca pérdidas porque se aglutina y los pellets al estar tan
himedos se rompen y deshacen. También el polen se puede ver afectado si las
temperaturas son demasiado altas, esto unido a la humedad puede provocar fermentacion.
(31)

1.8.4.1 Las trampas del polen (2)

La abeja acumula en su colmena una cantidad de polen superior a sus necesidades
inmediatas, por lo que el apicultor puede, por medio de aparatos especiales, las trampas

de polen, apropiarse de una parte del botin reunido por las pecoreadoras de polen.

En la colmena privada de una parte de su polen, la demanda interior se hace mas
imperiosa: las abejas de vuelo, encargadas de aportar aquello que falta, aumentan de
namero con el fin de compensar, con los nuevos aportes, el polen capturado por la

trampa.

1. Principio en que se basa la trampa

En principio, una trampa esta constituida esencialmente por una reja vertical con mallas
de 4,5 mm, es decir, suficientemente anchas como para que una obrera las atraviese y lo
bastante estrechas como para desprender las bolitas de polen colocadas en la cara externa

de las patas posteriores.

Bajo la reja vertical, un tamiz horizontal con mallas de 3 mm deja pasar el polen a un
cajon que lo recoge. El apicultor se apropia periodicamente del contenido del cajon.

Si la reja tuviera todo el polen, las abejas no podrian alimentar correctamente su pollo, la
colonia se debilitaria en poco tiempo. Las rejas se construyen de forma que solamente

una parte del polen sea retenida, de aqui la nocion de eficacia de las trampas.
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1.8.5 SECADO DEL POLEN (25)

Para el secado y el procesamiento del polen debe contarse con una sala adecuada para
ello. Como es un producto alimenticio, esta sala tendrd que cumplir con los requisitos

que exijan las autoridades sanitarias locales.

En general el proceso de secado del polen se efecta por medio de aire caliente a
temperatura controlada y existen diferentes métodos para ello.

- Secado solar directo: Este es un método primitivo, lamentablemente usado todavia por
algunos productores y que debe descartarse de inmediato. EIl polen se deteriora
rapidamente al recibir directamente los rayos del sol debido a que posee muchos

componentes fotosensibles en especial a los rayos ultra violeta.

- Secado solar indirecto: Anteriormente hablé del presecado con calentamiento solar
indirecto y esta es la forma economica y practica de iniciar el proceso de secado. Para
este proceso de secado solar indirecto no existen secadores de este tipo a nivel

comercial.

- Secadores con aire caliente: Este es el procedimiento mas adecuado para el correcto
secado del polen. Consiste en el uso de aire calentado a temperatura controlada que no
debe exceder de los 40- 45 °C. Los equipos utilizados para este efecto generalmente
son fabricados por los propios productores debido a que practicamente no existen ain
en el mercado, excepto un par de fabricacion espafiola. Consisten en estructuras o
gabinetes donde se acondicionan bandejas cuyo fondo es de malla fina y donde va

colocada una capa de polen.
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1.8.6 COMPOSICION QUIMICA DEL POLEN

El polen encierra de manera muy completa todos los elementos indispensables a la vida,
elementos activos en armonia y en sinergia (lo que no puede ser realizado sintéticamente

en los laboratorios).

Hay en la naturaleza 22 amino&cidos esenciales (proteinas). Existe un solo alimento
conocido que contiene los 22 aminoacidos esenciales: el polen. La cantidad promedio de
proteinas por peso en el polen es del 25%. El valor nutritivo o biol6gico es de 86

superiores al de la carne de ternera y al de la torta de soja. (42)

- Componentes del polen

TABLA N° 3 COMPONENTES DEL POLEN

COMPONENTES DEL POLEN

a)Segun Tabio et al., Por las abejas A mano
1988
b)Segun Creane, 1990 %a %b %b

Agua (en polen

: 7 11 10

secado al aire)
Proteina Bruta 20 21 20
Cenizas 3 3 4
Extractos en Eter 5 5 5

(grasa bruta)
Carbohidratos - - -
AzUcares Reductores 36 26 3

Az(cares no
Reductores 1 3 8
Almidon - 3 8
Sin determinar 28 29 43

FUENTE: POLAIVO, C., Manual Préctico del Apicultor., 4ta. Ed., Madrid - Espafia., Cultural S.A., 2009., Pp. 289. (4)

- Aminoécidos esenciales contenidos en el polen en %.
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TABLA N° 4 AMINOACIDOS ESENCIALES CONTENIDOS EN EL POLEN (25)

Componente %
Acido aspartico 12.57
Acido glutamico 12.18

Leucina 9.06
Lisina 7.70
Isoleucina 7.00
Valina 6.91
Prolina 6.21
Fenilalanina 5.94
Alanina 5.38
Arginina 5.35
Serina 4,95
Glisina 481
Tirosina 3.69
Metilonina 1.17
Hidroxiprolina Menos de 1.00
Cistina Menos de 1.00

FUENTE: DIRECCION DE INDUSTRIA ALIMENTARIA

Contiene, en condiciones de igual peso, 5 veces mas isoleucina, leucina, lisina, metionina
y treonina y 6 veces mas fenilamina y triptéfano que la carne de vaca, y 3 veces méas que

el queso.

- Composicién mineral del polen en %.

TABLA N° 5 COMPOSICION MINERAL DEL POLEN (25)

Componente %
Potasio 03-1.2
Sodio 0.1-0.2
Calcio 03-1.2
Magnesio 0.1-04
Fosforo 0.3-0.8
Azufre 0.2-04

Agua 6.0-17.0

FUENTE: DIRECCION DE INDUSTRIA ALIMENTARIA
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1.8.7 PROPIEDADES Y BENEFICIOS DEL POLEN

Las propiedades del polen, hacen de este producto secretado por las plantas, un excelente
complemento de la dieta diaria. EI consumo de polen reporta importantes beneficios al
organismo, que son notables répidamente. Entre los efectos del polen se destacan el
aumento de la resistencia a la fatiga y de la capacidad intelectual, ademas de ser

beneficioso para muchas enfermedades. (66)

FOTOGRAFIA No. 4 ABEJA RECOLECTANDO POLEN. (66)

FUENTE: http:/revistadsalud.blogspot.com/2013/05/productos-naturales-mi

El polen es el producto de secrecion de los 6rganos masculinos de las plantas, cuya
funcion es fecundar los 6rganos femeninos. Por tal motivo, en su composicion, se

encuentran elementos indispensables para la vida.

Entre ellos, se destaca su alto contenido en proteinas, vitaminas y hormonas que
favorecen el crecimiento. Ademas, el polen posee hidratos de carbono, lipidos complejos,

diastasas y oligoelementos. (66)

Los beneficios del polen derivan de sus propiedades depurativas, energizantes y
revitalizantes. Estimula el apetito, eleva la capacidad de trabajo y baja la tension arterial.
Los efectos del consumo de polen se comienzan a notar a los pocos dias, aumentando la

resistencia a la fatiga y la capacidad intelectual.


http://revistadsalud.blogspot.com/2013/05/productos-naturales-mi
http://www.innatia.com/imagenes/propiedades-del-polen.jpg
http://www.innatia.com/imagenes/propiedades-del-polen.jpg
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Tomar polen es bueno para la anemia, ya que favorece la produccion de gl6bulos rojos,
también ayuda a la cicatrizacion, por lo que estéd indicado en caso de Ulceras. Ademas, es
ideal para recuperar la vitalidad, razon por la cual se recomienda su consumo a personas
débiles, convalecientes, estresadas, de edad avanzada y mujeres embarazadas. En los

nifios, el polen favorece el crecimiento.

Entre otras propiedades medicinales, el polen es util para evitar la prostatitis. Por otra
parte, hipertension, varices, problemas intestinales y hepaticos, asma bronquial, eczemas,
diabetes, trastornos visuales, estados de ansiedad, irritabilidad y nerviosismo, entre otros

trastornos, también se benefician con el consumo de polen.

El polen solo esté contraindicado en personas alérgicas. La dosis de polen recomendada
para adultos es de una cucharada al dia, que podrds mezclar con las comidas, si te

desagrada su sabor. (67)

1.8.8 VALOR NUTRICIONAL DEL POLEN (27)

La mayoria de las investigaciones realizadas sobre la proteina del polen han sido
enfocadas en relacionar la composicion nutricional del polen con el crecimiento de la

colonia (punto de vista zootécnico) mas que en su calidad como alimento para humanos.

Sin embargo, es posible encontrar algunas investigaciones en las cuales la calidad y la
biodisponibilidad de las proteinas han sido estudiadas (Bell. 1983; Human y Nicolson,
2006; Quicazan, Parra, Tobon y Arango, 1990; Fernandez, da Silva, 2000; Herbert y
Shimanuki, 1978). Human y Nicholson (2006) sefialan que la composicion de
aminodcidos puede definir el valor nutricional del polen mas adecuadamente que el
contenido de proteina; esta afirmacion es valida; teniendo en cuenta que, como se
menciond antes en este documento, la capacidad del organismo para metabolizar la
proteina esta fuertemente influenciado por el perfil de aminoacidos esenciales, tanto en

humanos como en abejas (Cook et al, 2003).
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Usualmente los perfiles de aminoacidos de los poélenes en general muestran que estos
tienen todos los amino&cidos esenciales en relativamente buena proporcion, en algunos
casos la falta de algun aminoacido puede generar un valor bajo de puntaje de
aminoécidos, limitando su uso como Unica fuente de proteina; esto, al igual que otros

factores de la composicidn fisica depende en gran medida del origen boténico.

1.8.9 VALOR TERAPEUTICO

El polen de abeja ha sido comercializado como un estimulante energético y algunas veces
es utilizado por los atletas con la creencia de que éste aumentara el rendimiento durante
las competencias. Sin embargo, no existe evidencia real de que el polen de abeja sea
efectivo y alguna evidencia de que no lo sea. (61)

El polen se utiliza para combatir las siguientes afecciones:

- Anorexia.

- Estrés, nerviosismo, irritacion, depresiones habituales, depresiones de otofio-invierno,
depresiones post-parto.

- Presenta un efecto reconstituyente y remineralizante para los nifios asi como para las
mujeres embarazas o lactantes, tanto para las propias madres como para el feto o
futuros bebes.

- Anemia.

- Malas digestiones, diarrea y estrefiimiento.

- Casos de insuficiencia o debilidad hepatica.

- Resfriado, gripe, anginas.

- Hiperplasia prostatica benigna (préstata agrandada).

- Ayuda a mejorar algunos problemas del aparato genital masculino (falta de deseo
sexual, impotencia).

- En las mujeres es Gtil para la frigidez.

- Cansancio ocular, degeneracion macular, falta de vision nocturna, cataratas.

- Acné, arrugas, exceso de grasa en la piel. (62)


http://www.melaniefrederick.com/Education.aspx?chunkiid=126607
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1.8.10 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL POLEN DE ABEJA. (38)

Pero actualmente se le reconoce al polen de abeja su principal beneficio antioxidante,
siendo reconocido como el alimento entero con mas alta concentracion de antioxidantes,
lo que lo hace una poderosa arma para combatir distintos tipos de cancer, el
envejecimiento, o cualquiera de los problemas de indole degenerativo que afectan a la

salud humana, especialmente causados por la accion de los radicales libres.

Actualmente, este producto se comercia en forma de comprimidos, pastillas u otras
presentaciones. Se puede consumir polen de abejas de forma natural si se adquiere a un
apicultor, con lo cual estarias consumiendo el polen de abeja en una de sus variedades
mas puras y, por lo tanto, mas beneficiosas.
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CAPITULO 11

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 LUGAR DE LA INVESTIGACION

La presente investigacion se llevo a cabo en los Laboratorios de Bromatologia (Facultad

de Ciencias), Bromatologia y Nutricion Animal (Facultad de Ciencias Pecuarias),

Productos Naturales (Facultad de Ciencias), Quimica Instrumental (Facultad de Ciencias)

y Laboratorio Clinico (Facultad de Ciencias), asi como también en la planta de
produccién de la Empresa APICARE CIA. LTDA ubicada en la ciudad de Riobamba.

2.2 MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

2.2.1 MUESTRAS DE POLEN

TABLA No. 6 CARACTERISTICAS BOTANICAS DE LAS ZONAS APICOLAS

ZONAS ] METODO |
APICOLAS CARACTERISTICAS _ RECOLECCION

VEGETACION

Esta zona se encuentra

ubicada al oeste de la -
Provincia de -
Chimborazo, presenta
una altitud de 3 193
m.s.n.m y una
temperatura que oscila -
entre 13 a 15 °C. -

GATAZO En finas mallas colocadas

en las colmenas de abeja.

Cistus ladanifer L.
Capsella bursa-
pastoris

Solanum tuberosum
Taraxacum officinale
Cyphomandra betacea
Chenopodium quinoa
Trifolium pratense
Brassica rapa L.

Zea mays

Borago officinalis
Medicago sativa

PALACIO Palacio Real es una -
REAL comunidad indigena -

Chenopodium quinoa
Pelargonium
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kichwa Puruha, en la
provincia de
Chimborazo, esta a una
altura de 3 200 msnm.,
la temperatura estd
entre 15y 18°C.

NITILUIZA

Zona ubicada al oeste
de la Provincia de
Chimborazo, presenta
una altitud promedio de
3 056 m.s.n.m y una
temperatura entre 12 a
16 °C.

CHAMBO

Zona  presente  al
noroeste de la Provincia
de Chimborazo, con
una altitud entre 2 400
y 4 730 m.s.n.m y una
temperatura promedio
de 14 °C.

VIRGEN
'DE
FATIMA

Se encuentra ubicada al
este de Guayaquil, en el
Km 26 de la carretera
Duran -  Tambo,
presenta una altitud
promedio de 17
m.s.n.m, y una
temperatura entre 22 y
25 °C.

Lupinus polyphyllus
Baccharis latifolia
Retama
sphaerocarpa L.
Medicago sativa

Medicago sativa
Fourcroia mercadilla
Chenopodium quinoa
Lupinus polyphyllus

Trifolium pratense
Rubus ulmifolius
Taraxacum officinale
Brassica rapa L.
Lupinus polyphyllus
Verbena officinalis
Passiflora tarminiana
Cyphomandra betacea

Zea mays

Rosa gallica
Ocimum basilicum
Quercus petraea
Laurus nobilis
Tectona grandis
Citrus sinensis
Mangifera indica L

2.2.2 MATERIALES DE LABORATORIO

- Mortero

- Pistilo

- Capsulas

- Pinza para capsula
- Reverbero

- Pizeta

- Malla

- Frascos de plastico.
- Espétula

- Pera de succién

Crisoles de Gooch

Kitasato Embudo Buchnner
Mangueras

Vidrio Reloj

Tubos de Ensayo

Pinzas para tubos

Gradilla

Cronometro

Pipetas graduadas de 1, 5, 10 y 25 ml.

Puntas plasticas para pipeta


http://es.wikipedia.org/wiki/Rosa_gallica
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Bureta de 25 y 50 ml
Soporte Universal

Pinza para Bureta

Pinzas Universales
Termometro

Papel Filtro

Papel Aluminio

Cuchillo

Goteros

Toallas Absorbentes
Canasta

Olla de Acero inoxidable
Vasos de Precipitacion de 50, 100, 250
y 1000 ml

Frascos Ambar de 50 ml.

Placas portaobjetos

Vaso de Berzellius

Varilla de agitacién

Erlenmeyer de 50, 100, 250 y 500 ml.
Picnémetro de 10 ml

Balones de Kjeldhal de 800 ml
Tripode

Probetas de 10, 25, 50 y 100 mL.
Crisoles

Embudo de vidrio

Balones aforados de 50, 100 y 250 mL.
Micropipetas automaticas de 100 y 500

ML.



2.2.3 EQUIPOS

- Balanza Analitica ADAM
- Mufla VULCAN y SNOL

- Equipo de MACROKJELDHAL
- Extractor de Fibra LABCONCO
- Ph metro HANNA INSTRUMENT

- Centrifuga CLAY ADAMS

- Bafio de Ultrasonido BRANSON 2510
- Bomba

- Refrigeradora DUREX
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Estufa MEMMERT
Camara
MEMMERT

Extractor de Grasa LABCONCO
Refractometro BAUSCH y LOMB
Espectrofotometro  PERKIN ELMER
LAMBDA EZ 201 y HELYOS B
Camara DUREX

HPLC SHIMADZU SIL- 10Ai
Microscopio

Camara SONY

Extractora de Gases
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2.2.4 REACTIVOS

- Agua Destilada - Acido Sulfirico Concentrado, 0,3 M,
10%

- Acido Bérico al 4% - Acido Clorhidrico 1 N, 10%

- Hidroxido de Sodio al 40%, 50%, 0,1 - Sulfato de Cobre e Hidréxido de Sodio
N, 5%, 1 M

- Indicador Mixto (Rojo de metilo y - Hexano
verde de bromocresol)

- Alcohol Amilico - Etanol al 96%, 70%

- Solucion de Fehling Ay B - Solucion de Carrez1y 2

- Solucién Indicadora de Azul de - VitaminaC
Metileno al 1%

- Acido Ascorbico - Acido Fosforico 0,5 M

- Agua Bidestilada - Reactivo Dragendorf

- Reactivo de Mayer - Reactivo de Wagner

- Reactivo de Baljet - Cloroformo

- Anhidrido acético - Carbonato de Sodio 20%

- Tricloruro de Hierro al 5% - Magnesio metalico

- Quercetina - Acetona

- Acido Férmico - Vainillina al 1%

- Nitrato de Sodio al 5% - Tricloruro de Aluminio al 10%
- Rutina - Reactivo de Folin Cioucalteau
- Acido Galico - Enzima PPO

- Acido Acético 0,2 M - Acetato de Sodio 0,2 M

- Catecol - Dimetilsulfoxido

- Solucién Indicadora de Fenolftaleina
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2.3 TECNICAS Y METODOS

2.3.1 DETERMINACION DE LOS PARAMETROS DEL POLEN

2.3.1.1 Caracteristicas Organolépticas

Se ha determinado en base a la Norma Salvadorefia NSO 65.38.01:04. (23)

2.3.2 DETERMINACION DEL VALOR NUTRITIVO DEL POLEN

2.3.2.1 Determinacion de Humedad

La Humedad se determino aplicando el Método de desecacion en Estufa de aire caliente a
105°C, en base al Método de Wende. (1)

2.3.2.2 Determinacion de Cenizas Totales

Las Cenizas se determino aplicando el Método de Incineracion en Mufla a 550°C, en
base al Método de Wende. (1)

2.3.2.3 Determinacion de Proteina

Las Proteinas se determino por el Método de Macro Kjeldhal, en base al Método de
Wende. (1)

2.3.2.4 Determinacion de Extracto Etéreo

El Extracto Etéreo se determino por el Método de Goldfish. (1)

2.3.2.5 Determinacion de Fibra

La Fibra se determino por el Método de Wende. (1)
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2.3.2.6 Determinacion de Extracto Libre No Nitrogenado

El Extracto Libre No Nitrogenado se determino por el Método de Wende. (1)

2.3.2.7 Determinacion de AzUcares Reductores

Los Azlcares Reductores se determinaron por el Método de Fehling (Oxidoreduccion),
en base a Wende. (1)

2.3.2.8 Determinacion de pH

El pH se determino por el Método Potenciométrico en base a Wende. (1)

2.3.2.9 Determinacion de Acidéz

La Acidéz se determino por el Método Potenciométrico en base a Wende. (1)

2.3.2.10 Determinacion de Vitamina C

Para este ensayo se utilizé el método: Cromatografia liquido de alta resolucion (HPLC).
1. Fundamento

En esencia, la fase mdvil liquida (constituida por un disolvente adecuado que lleva a la
muestra) se bombea a traves de un sistema de separacién compuesto por un prefiltro y
una columna, esta ultima conteniendo la fase estacionaria, a una elevada presion. Por su
distinta interaccion entre las dos fases, la muestra es retenida con variable intensidad,
eluyendo separada de la columna.

2. Condiciones: 5 um 120 A° (4.6 *150 mm)

- Columna DIONEX C18



-4] -

- Flujo ImL/min
- Detector UV/visible
- Fase mévil HsPO,0.05 M

3. Preparacion del estandar de Vitamina C

- Pesar 0.0025 g de Acido ascorbico estandar.

- Luego aforar a 50 mL con &cido fosforico 0.05M grado HPLC (Solucién Estandar de
Vitamina C 50 ppm).

- Tomar una alicuota de 1mL y aforar a 10mL (solucion de trabajo de 5 ppm)

- Filtrar el sobrenadante con acrodiscos de membranas.

- Colocar en vial de vidrio para su inyeccion.

4. Extraccion del principio activo de las muestras de polen

- Pesar exactamente 0.5 g de la muestra.

- Aforar a 10 mL con &cido fosforico 0.05 M grado HPLC
- Colocar por 10 minutos en el ultrasonido.

- Filtrar mediante papel filtro.

- Filtrar el sobrenadante con acrodiscos de membranas.

- Colocar en vial de vidrio para su inyeccion.

5. Cuantificacion de Vitamina C

AMxCExF.D
A.E.

Concentracion de Vitamma C =

Donde:

A.M = Area de la muestra
A.E = Area del Estandar
C.E = Concentracién del Estandar

F.D = Factor de dilucién
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2.4 CONTROL DE CALIDAD DEL POLEN COMO DROGA SECA (22)

2.4.1 DETERMINACION DE CENIZAS SOLUBLES EN AGUA

Se determino las Cenizas Solubles en Agua en base a las Normas Ramales NRSP 312.

2.4.2 DETERMINACION DE CENIZAS INSOLUBLES EN ACIDO CLORHIDRICO

Se determino las Cenizas Insolubles en Acido Clorhidrico en base a las Normas Ramales
NRSP 312.

2.5 ELABORACION Y CONTROL DE CALIDAD DE LOS EXTRACTO
ETANOLICOS (20)

2.5.1 OBTENCION DE LOS EXTRACTOS

- Para la elaboracion de los extracto se utilizé el proceso de maceracion de las muestras,
para ello se procedio a pesar 10 g de cada muestra y se afiadieron 100 mL de etanol al
70 % (extracto al 10 % en p/v).

- Estos extractos se dejaron en reposo en ausencia de luz y con agitacion diaria por el
lapso de 48 horas.

- Se filtraron los extractos y se guardaron en frascos &mbar para protegerlos de la accion

de la luz.

2.5.2 DETERMINACION DE LOS REQUISITOS ORGANOLEPTICOS

Se determinaron los requisitos organolépticos en base a las Normas Ramales NRSP 313.

2.5.3 DETERMINACION DE DENSIDAD RELATIVA

Se determino la densidad relativa de los extractos en base a las Normas Ramales NRSP
313.
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2.5.4 DETERMINACION DEL INDICE DE REFRACCION

Se determino el indice de Refraccidon de los extractos en base a las Normas Ramales
NRSP 313.

2.5.5 DETERMINACION DEL pH

Se determino el pH de los extractos en base a las Normas Ramales NRSP 313.

2.5.6 DETERMINACION DE SOLIDOS TOTALES

Se determinaron los Sélidos Totales de los extractos en base a las Normas Ramales
NRSP 313.

2.5.7 TAMIZAJE FITOQUIMICO (20) (21) (22)
1. FUNDAMENTO
El estudio fitoquimico tiene como finalidad aislar e identificar los diferentes tipo de

compuestos que biosintetiza la planta (los que podra tener o no alguna actividad o

toxicidad).

EXTRACTO ALCOHOLICO
I
OVIOR EN1 FRACCIONES
!mL 2mL 2 mL . zlmL
ENSAYODE | ENSAYO0E I ENSAYO OE EnSams o ENSAY0 02 S
i wererores)  ERAODE, oo Fm(-:ls’yimms; BORNTRAGER] [cAROEROLICOS) ENSAYOS DE ORAGENDORFF
(TRTGAPENCSSSTERIOES| (QUINONAS) AYER Y WAGNER
ENSA% OE 2mL (ALCALOIDES)
RESINAS ENSAYO OE 2l
ENSAYG € BALIET i ENSAYD DE
[AMI \CICOS!
ACTOMS) ¢ ! ANTOCNDINA
2l I
E .
SRR ENSAY O
SHINOOA
[FLAVONOIDES)

FIGURA No.7 ESQUEMA DE LAS REACCIONES A REALIZAR EN EL EXTRACTO ALCOHOLICO.

FUENTE: NORMAS RAMALES MINSAP 1992.
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Se aplicaron solo las pruebas destinadas a la determinacion de Metabolitos presentes en

el extracto alcohdlico en base a las técnicas descritas en la TABLA No. 6.

TABLA No. 7 TECNICAS PARA EL TAMIZAJE FITOQUIMICO.

Ensayo

Metabolito

Procedimiento

Resultado

Dragendorff

Wagner y
Mayer

Alcaloides.

Si la alicuota del extracto esta
disuelta en un solvente organico, éste
debe evaporarse, en un bafio de agua
y el residuo redisolverse en 1 mL de
acido clorhidrico al 1 % en agua.

Si el extracto es acuoso, a la alicuota
se le aflade 1 gota de Aécido
clorhidrico concentrado. Con la
solucion acuosa &cida se realiza el
ensayo, afiadiendo 3 gotas del
reactivo.

Se parte de igual manera en los casos
anteriores de la solucion acida,
afiadiendo 2 6 3 gotas del reactivo.

Si hay opalescencia
se considera (+)
turbidez definida
(+4), precipitado
(+++).

Baljet

Lactonas.

Si la alicuota del extracto se
encuentra  en  alcohol,  debe
evaporarse el solvente en bafio de
agua y redisolverse en la menor
cantidad de alcohol (1mL). En estas
condiciones se adiciona 1mL de
reactivo.

La aparicion de una
coloracion 0
precipitado rojo (++
y +++)
respectivamente.

Borntrager

Quinonas.

Si la alicuota del extracto no se
encuentra en cloroformo, debe
evaporarse el solvente en bafio de
agua y el residuo redisolverse en
1mL de cloroformo.

Se adiciona 1mL hidréxido de sodio,
hidroxido de potasio o amonio al 5%
en agua. Se agita mezclando las fases
y se deja en reposo hasta su ulterior
separacion.

Si la fase acuosa
alcalina  se colorea
de rosado o rojo.
Coloracién  rosada
(++), coloracion roja
(+++).

Liebermann-
Burchard

Triterpenos
y/o
esteroides.

Se adiciona 1mL de anhidrido
acético y se mezcla bien. Por la
pared del tubo de ensayo se dejan
reshalar 2-3 gotas de acido sulfarico
concentrado sin agitar.

1. Rosado
2. Verde
visible
3. Verde oscuro —
negro

intenso —

Catequinas

Catequinas

Tome una gota de la fraccion
alcohdlica, con la ayuda de un
capilar y aplique la solucion sobre
papel filtro. Sobre la mancha aplique
solucidn de carbonato de sodio.

Verde carmelita a la
luz UV.
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AzUcares

Fehling Reductores.

Si la alicuota del extracto no se
encuentra en agua, debe evaporarse
el solvente en bafio de agua y el
residuo redisolverse en 1-2 mL de
agua.

Se adicionan 2mL del reactivo y se
calienta en bafio de agua 5-10 min la
mezcla.

Solucién se colorea
de rojo o aparece
precipitado rojo.

Compuestos
fendlicos y/o
taninos.

Cloruro Férrico

Si el extracto es acuoso se afiade
acetato de sodio para neutralizar y
tres gotas de una solucion de
tricloruro férrico al 5% en solucion
salina fisioldgica a una alicuota del
extracto alcohdlico se adiciona el
reactivo.

Coloracion rojo -
vino, verde intenso,
azul.

Shinoda Flavonoides.

Si la alicuota del extracto se
encuentra en alcohol, se diluye con 1
mL de &cido clorhidrico concentrado
y un pedacito de cinta de magnesio
metalico.

Después de la reaccion se espera 5
minutos, se afiade 1 mL de alcohol
amilico, se mezclan las fases y se
deja reposar hasta gque se separen.

Cuando el alcohol
amilico se colorea de
amarillo, naranja,
carmelita o rojo;
intenso en todos los
€asos.

Estructuras
de secuencia
C6-C3-C6
del grupo de
los
flavonoides.

Antocianidinas

Se calientan 2 mL del extracto
etandlico 10 minutos con 1 mL de
HCI concentrado. Se deja enfriar y se
adiciona 1mL de agua y 2 mL de
alcohol amilico. Se agita y se deja
separar las dos fases.

La aparicion de color
rojo a marrén en la
fase amilica.

Resinas Resinas.

Adicione a 2mL de la solucién
alcohdlica, 10 mL de agua destilada.

Precipitado.

Espuma Saponinas.

Si la alicuota se encuentra en
alcohol, se diluye con 5 veces su
volumen en agua y se agita la mezcla
fuertemente durante 5-10 min.

Si aparece espuma en
la  superficie del
liquido.

2.5.8 ANALISIS MICROSCOPICO DE LAS PARTICULAS DEL POLEN

1. Fundamento

La mayoria de las células y las bacterias son demasiado pequefias para ser vistas a simple

vista. Para estudiarlas y describirlas, los bidlogos utilizan el microscopio. Los

microscopios compuestos de luz enfocan los rayos de luz visible para formar una imagen

real ampliada.
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2. Procedimiento

- Coloca una muestra triturada en la placa portaobjetos visionado al microscopio.
- Mirar a través del ocular del microscopio para ver la muestra preparada con el lente de
10x y 40 x.

- Finalmente observamos la muestra.

2.5.9 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL (AAT)

2.5.9.1 Anélisis Cromatografico del marcador quimico Flavonoides Totales
expresados como porcentaje de Quercetina (TLC).

1. Fundamento

La cromatografia en capa fina se basa en la preparacion de una capa, uniforme, de un
adsorbente mantenido sobre una placa de vidrio u otro soporte con 2 fases, la fase movil
es liquida y la fase estacionaria en un solido. La fase estacionaria serd un componente
polar y el eluyente sera por lo general menos polar que la fase estacionaria, de forma que

los componentes que se desplacen con mayor velocidad seran los menos polares.

2. Procedimiento

- Se preparar la mezcla de Silica gel en un vaso de precipitacion.

- Esparcimos la silica gel en una placa de vidrio limpia y seca, procurando una
distribucién homogénea por toda la superficie de la placa.

- Colocamos la placa de silica en la estufa por el lapso de 1 hora para su activacion.

- Retiramos las placas de la estufa y esperamos a que se enfrien.

- Se preparo el sistema de solventes para el corrido en la siguiente relacién: Cloroformo
- Acetona - Acido férmico (75:16,5:8,5 en v/v) en relacién a 30 mL, y se coloco en

una cuba de vidrio.
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- Las gotas de los extractos se colocaron sobre la placa a 1 cm de distancia del borde
inferior con la ayuda de capilares, esperando que las manchas se sequen se repite el
procedimiento por 3 a 4 veces, evitando que se mezclen.

- Se introdujo la placa dentro de la cuba y se dejo correr el sistema de solventes hasta
que alcancen las % partes de la placa.

- Seretira la placa de la cuba y esperamos a que se sequen por 5 minutos.

- Preparamos el equipo para el revelado de las placas, encendemos la bomba y la
conectamos al aspersor con la salida adecuada de aire para que el revelador sea
expulsado en la cantidad suficiente.

- Colocamos la placa en la camara extractora de gases y roseamos la vainillina al 1 % a
una distancia adecuada evitando que se darfie la placa y esperamos hasta que se seque.

- Roseamos el acido sulfurico al 10 % a una distancia adecuada y esperamos a que se
seque la placa.

- Colocamos la placa en el reverbero a temperatura baja y esperamos a que las manchas
resalten por accion del calor.

- Procedemos a medir la distancia de recorrido del sistema de solventes y de cada

mancha desde el centro de la misma hasta el origen de la misma.

3. Célculos

Distancia recorrida por la muestra
~ Distancia recorrida por los solventes

2.5.9.2 Cuantificacion de Flavonoides Totales (Método del AIClI3)

1. Fundamento

El AICI; anhidro forma quelatos con flavonoides orto-dihidroxilados, 3-hidroxilados y 5-
hidroxilados en medio basico (FIGURA No. 8). Estos gquelatos presentan una colacion
rosada indicando la presencia de flavonoides. Los valores de flavonoides totales son
expresados en valores de mg del flavonoide empleado como estandar equivalente por

gramo de muestra.
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AlCla (exe.) Vi \ H(] Al
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FIGURA No. 8 REACCION DE QUELACION DEL ION AlI** CON LOS FLAVONOIDES.

FUENTE: MARKHAM, 1968.
2. Procedimiento
Se realizo el ensayo en los extractos siguiendo el siguiente esquema:

TABLA No. 8 ESQUEMA DE REACTIVOS PARA LA CUANTIFICACION DE FLAVONOIDES TOTALES
POR EL METODO DEL AlICls.

Reactivos Volumen (uL)
Gatazo
Muestras Pallla;fillz iF;:al
(Extractos de
Polen por Chambo 500
zonas) Parréquia Virgen
de Fatima
Agua 400
NaNO; al 5 % 38
Reposo cerrado a Temperatura ambiente por 5 minutos.
AICl; al 10 % 38
Reposo cerrado a Temperatura ambiente por 6 minutos.
NaOH 1 M 250
Agua 24

La absorbancia de la reaccion fue medida a una longitud de onda de 510 nm.

3. Célculos

La concentracion de Flavonoides totales fue establecida mediante una curva de

calibracion de Rutina a concentraciones que fueron desde 20 a 100 ppm, aplicando el
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mismo esquema de preparacion de las muestras. Se determind la ecuacion de la recta para
la curva de calibracion en base al estandar de Rutina preparado a diferentes

concentraciones medidas a 510 nm y obteniendo la siguiente ecuacion para la recta:

TABLA No. 9 ECUACION DE LA RECTA OBTENIDA PARA LA CURVA DE CALIBRACION DEL
ESTANDAR DE RUTINA PARA LA DETERMINACION DEL CONTENIDO DE
FLAVONOIDES TOTALES.

Concentracion de Rutina

(ppm)
20 - 100 y = 0,0106x — 0,0093 1

Ecuacion de la Recta R? R

2.5.9.3 Cuantificacion de Compuestos Fendlicos (Micrométodo de Folin-Ciocalteau)

1. Fundamento

Los compuestos fendlicos son oxidados por el reactivo de Folin-Ciocalteau. Este reactivo
contiene una mezcla de acido fosfotungstico (H3PW1,040) Y el &cido fosfomolibdico
(HsPMo01,040), que se reduce por oxidacion de los fenoles, originando Oxidos de
tungsteno (WsO,3) y de molibdeno (MogO2s), de color azul. La coloracion azul producida
es proporcional a la concentracion de compuestos fenolicos presentes, y posee una

absorcion maxima a 765 nm.

OH OH

Reactivo de Folin
(W®*, Mo®") color
amarillo

Reactivo de Folin
reducido (W"",
Mo>") color azul

VaVaVa¥al

FIGURA No. 9 REACCION DE FOLIN-CIOCALTEAU.

FUENTE: MARKHAM, 1968.



-850 -

2. Procedimiento

- Serealizo el ensayo en los extractos siguiendo el siguiente esquema:

TABLA No. 10 ESQUEMA DE REACTIVOS PARA LA CUANTIFICACION DE COMPUESTOS
FENOLICOS POR EL MICROMETODO DE FOLIN-CIOCALTAEAU.

Zonas Folin- Carbonato de
Muestras Apicolas Extracto Agua Ciocalteau  Sodio al 20 %
Volumen (uL)
Gatazo 100
Palacio Real 100
Nitiluiza 100
Chambo 100 5000 500 2 000
Polen P
Parroquia
Virgen de 100
Fatima

- Se afor6 a 10 mL con agua destilada y se dejo en reposo por 30 minutos, en oscuridad.

- Se realiz6 la lectura de la absorbancia a 765 nm.

3. Célculos

La concentracion de Compuestos Fendlicos Totales de determino mediante la
elaboracién de 1 curva de calibracion usando el &cido galico como estandar de referencia,
se prepararon soluciones en concentraciones de 500, 800, 1 100 y 1 400, 1 700 y 2 000
ppm y se aplicé el mismo esquema que en la preparacion de las muestras (ANEXO
No.11). Se determind la ecuacion de la recta para la curva de calibracion en base al
estdndar de acido galico preparado a diferentes concentraciones medidas a 765 nm y

obteniendo las siguientes ecuaciones para la recta:

TABLA No. 11 ECUACIONES DE LA RECTA OBTENIDAS PARA LAS CURVAS DE CALIBRACION
DEL ESTANDAR DE ACIDO GALICO PARA LA DETERMINACION DEL CONTENIDO
DE COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES.

Concentracion de acido

L Ecuacion de la Recta R? R
Galico (ppm)

500 —2 000 y =0,0008x + 0,192 1 0,998 2 0,999 1
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2.5.9.4 Ensayo de la Capacidad Antioxidante segun el Método Enzimatico de
Inhibicion de la Polifenoloxidasa

1. Fundamento

Los métodos disponibles para determinar la susceptibilidad de pardeamiento son la
espectrometria de absorcion o métodos de reflactancia. Las técnicas de absorcion
involucran la medida espectrofotométrica sobre soluciones obtenidas después de separar
los tejidos y remover los solidos. Tales medidas estiman los pigmentos solubles y suelen
estar presentes cerca de 400 nm, correspondientes a la absorcion maxima del Catecol. La
medida de los pigmentos polimerizados y solubles unidos a membranas puede ser

evaluada por medidas de reflactancia sobre la fraccion insoluble.

2. Procedimiento

a. BUFFER

- Se prepar0 el baffer de acetato de sodio/acido acético glacial a un pH 7, las 2
soluciones de acetato de sodio y acido acético se prepararon por separado a una
concentracion de 0,2 M.

- ACIDO ACETICO 0,2 M (Solucién A): Se afor6 11,55 mL de &cido acético
(CH3COOH) hasta 1 L con agua destilada.

- ACETATO DE SODIO 0,2 M (Solucion B): Se diluy6o 16,41 g de acetato de sodio
anhidro (CH3COONa) en 1 L de agua destilada.

- Se mezclaron las 2 soluciones y se aforaron a 100 mL con agua destilada para obtener

el pH de 7 en base al siguiente esquema:

TABLA No. 12 ESQUEMA PARA LA ELABORACION DEL BUFFER ACETATO DE SODIO/ACIDO
ACETICOA PHT.

mL Solucibn A mL Solucion B pH
1 175 7

- El buffer se mantuvo en refrigeracion a una temperatura de — 6 °C hasta su utilizacion.
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. SUSTRATO

Se us6 como sustrato una solucién de Catecol 0,5 M preparado en el buffer, pesando
exactamente 0,275 2 g de Catecol (PM = 110,06 g/mol).

Se diluy6 en 5 mL de buffer acetato de sodio/acido acético, cantidad que es suficiente
para los ensayos.

Cabe destacar que el Catecol se prepar6 para cada analisis ya que se degrada
facilmente por factores ambientales tales como la luz y el oxigeno del aire.

. EXTRACTO ENZIMATICO

Se homogenizd6 10 g de pulpa de manzana (variedad chilena [Red delicious]),
mantenida en refrigeracion de 4 a 14 °C en 20 mL de bdffer acetato de sodio/acido
acético frio, dentro de un mortero colocado en bafio de hielo.

Se filtro en un embudo frio con algoddn y se recolect6 en tubos de ensayo frios que se
taparon.

Se guardo el extracto enzimatico en refrigeracion hasta su utilizacion.

. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA POLIFENOLOXIDASA

En la celda limpia y seca del espectrofotometro se agregaron 2 400 uL del buffer
preparado.

Se afiadié 300 pL de la solucion de Catecol.

Afadimos 300 L del extracto enzimatico descongelado en bafio de hielo, mesclamos
e inmediatamente introducimos en el espectro y medimos el aumento en la
absorbancia a 420 nm por 4 minutos en intervalos de 30 segundos.

Este proceso se repitié al minuto, a los 30 minutos, 60 minutos y 2 horas.

Calculamos la actividad de la enzima con base a la pendiente de la proporcion lineal

de la curva Absorbancia vs Tiempo.
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. MUESTRAS A ENSAYAR

Las muestras se prepararon a 3 diferentes concentraciones 10 000 ppm, 1 000 ppm y
100 ppm, de modo que al ser agregadas las otras soluciones las concentraciones
finales fueron de 1 000, 100 y 10 ppm.

Se pesd 0,05 g de extracto (muestra) en un balon de aforo de 10 mL limpio y seco y se
diluyd con 5 mL de Dimetilsulféxido (DMSO), dando como resultado una solucién de
concentracion a 10 000 ppm.

Se realizaron diluciones al décimo para obtener las soluciones a 1 000 y 100 ppm con
el baffer.

ANTIOXIDANTE ESTANDAR (VITAMINA C)

Se usO la vitamina C como agente antioxidante positivo preparada a las mismas
concentraciones que las muestras a ensayar (10 000, 1 000 y 100 ppm).

Se diluyé 0,05 g de vitamina C en 5 mL de buffer obteniendo la solucion a 10 000
ppm, se realizaron diluciones al décimo para obtener las otras concentraciones a 1 000

y 100 ppm.

. MEDIDA DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Se aplicé el siguiente esquema para medir la capacidad antioxidante:

TABLA No. 13 ESQUEMA PARA EL ENSAYO DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE.

Muestras Blanco 1 000 ppm 100 ppm 10 ppm Vitamina C
Reactivos Volumen (mL)

Buffer 2,1 2,1 2,1 2,1 2,1
Sustrato 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Muestra 0.3 0,3 0,3 0,3 0,3*

Extracto Enzimatico 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3

*Se debe usar 0,3 mL de DMSO en el Estandar de Vitamina C.

Se encer0 el espectrofotometro UV con el baffer acetato.
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La adicién del buffer, el sustrato, la muestra y las enzimas se realiz6 en un balén de 10
mL, la reaccién se dio inicio mediante la adicion del extracto enziméatico y se
comenzd a leer inmediatamente la absorbancia a una longitud de onda de 420 nm.

Se anot6 las lecturas de la absorbancia cada 30 segundos desde el comienzo del
ensayo hasta que hayan transcurrido 120 segundos obteniéndose 4 lecturas de
absorbancia.

Se ley6 primero el blanco, luego las diluciones de las muestras desde la menor a la
mayor concentracion, finalmente la vitamina C como testigo positivo.

Se repitid este procedimiento por 2 ocasiones en cada muestra en ensayo.

Se considerd como inhibicion nula la absorbancia correspondiente al blanco, en el que
las enzimas actuaron libremente sobre el Catecol. Asimismo, se tomo como inhibicidn
absoluta la que presenta la cubeta con el antioxidante de poder previamente probado.
El porcentaje de inhibicion se determind relacionando la lectura del blanco con la

lectura de cada uno de los extractos.

. Calculos

, AA — AA
9% INHIBICION = 420 nm BLANCO 420 nm MUESTRA _ 4 )

AA420 nm BLANCO

Siendo:

A As0nm = Diferencia entre la absorbancia final e inicial a 420 nm.
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CAPITULO I

En la presente investigacion a través de métodos cualitativos y cuantitativos

determinaremos la caracterizacion nutracéutica y la actividad antioxidante de las

diferentes muestras de polen comercializada en la empresa APICARE CIA. LTDA de la

ciudad de Riobamba, los resultados presentados son el promedio de tres repeticiones.

En este capitulo se expondran en cuadros los datos experimentales con una media de los

valores obtenidos de cada uno de las determinaciones analizadas.

3.1 EVALUACION SENSORIAL

3.1.1 CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS

Se evaluo parametros de color, olor, sabor, textura utilizando los 6rganos de los sentidos,

asi como también su origen botanico y estan representados en el siguiente cuadro:

CUADRO No. 1 RESULTADOS DE LA EVALUACION SENSORIAL DE LAS DIFERENTES MUESTRAS

DE POLEN.
PARROQUIA
ANALISIS GATAZO PA&LEA'\A\CLIO NITILUIZA CHAMBO VIRGEN DE
FATIMA
Variado seglin ~ Variado segin ~ Variado segun . . Variado segln
. . . Variado segln .
el origen el origen el origen . el origen
- . S S el origen L=
botéanico (Lila, botanico botanico botanico (Lila botanico
COLOR Anaranjado, (Anaranjado, (Anaranjado, . : (Anaranjado,
: . . Anaranjado, ;
Amarillo, Amarillo, Amarillo, Amarillo Amarillo,
Verde, Verde, Verde, Marron) ' Marroén,
Habano). Habano). Habano). ' Habano).
Caracteristico,  Caracteristico,  Caracteristico, = Caracteristico, Caracteristico,
OLOR
floral. floral. floral. floral. floral.
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Dulcey Dulcey Dulcey Dulcey
SABOR ligeramente ligeramente ligeramente ligeramente Dulce.
amargo. amargo. amargo. amargo.
Granulosa y Granulosa, y Granulosa, y Granulosa, y Granulosa, y
TEXTURA  pulverizableal pulverizableal pulverizableal pulverizableal  pulverizable al
tacto. tacto. tacto. tacto. tacto.

En el Cuadro No. 1 se encuentran reportados los resultados obtenidos para la evaluacién
sensorial de las diferentes muestras de polen las cuales presentaron un color variado
segun el origen boténico (Lila, Anaranjado, Amarillo, Marrén, Verde, Habano) para las 5
zonas de origen del polen. El olor para las 5 muestras fue caracteristico y floral para las 5
zonas. El sabor determinado fue dulce para las 5 zonas y ligeramente amargo
exceptuando la zona de la parroquia Virgen de Fatima que no presentd un sabor amargo.
La textura para las muestras de polen de las 5 zonas granulosa y pulverizable al tacto.
Todos estos resultados obtenidos se asemejan a los reportados por la Norma Salvadorefia
NSO 65.38.01:04, por Vit, P.y col. (2008) en muestras de polen de Venezuela. (23) (17)

3.1.2 ESPECIFICACIONES FiSICO — QUIMICAS (NORMA SALVADORENA NSO
65.38.01:04) (23)

CUADRO No. 2 VALORES FiSICO - QUI'MICOS~ DE LAS MUESTRAS DE POLEN Y COMPARACION
CON LA NORMA SALVADORENA NSO 65.38.01:04.

MUESTRAS GATAZO PA&LEAACLIO NITILUIZA CHAMBO P\'/AIEE(éﬁLIJDIé ESPECIEICACIO
FATIMA
HUMEDAD (%) __ 7,03% 7.13% 7.18% 6,69% 9,75% 4%
CENIZA (%) 3.37% 3,62% 2.88% 3.4% 27% 4%
PROTEINA (%)  26,31%  27,18% 2531%  2496%  23,93% -
E?gg@g;% 1,84% 1,86% 1,44% 252% 3,5% ;
FIBRA (%) 2.4% 3,6% 3.8% 5.2% 5 47% -
EXTRACTO
NI N o 59,05%  56,61% 50,39%  57.23%  54,65% .
(%)
AZUCARES
REDU(%Z/'I;ORES 60,92%  66,83% 7567%  3347%  34,76% .
(1]
PH 4,93 5 5,05 57 579 DE4a6
ACIDEZ 0,33 0,31 0,32 0,38 0,31

(MEg/kg) mEag/kg mEq/kg mEg/kg mEq/kg mEq/kg 300 mEg/kg

VITAMINAC (%) 0,169% 0,289% 0,593% 0,196% 0,895% -

FUENTE: LABORATORIO DE BROMATOLOGIA. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. JUNIO DEL 2013.
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3.2 CONTROL DE CALIDAD DELPOLEN

3.2.1 DETERMINACION DE HUMEDAD

En el ANOVA para el porcentaje de Humedad indicado en el Cuadro No.13 nos indica
que existe diferencia estadistica entre las muestras ya que el p-valor es de 0.000 menor al
0,05 del nivel de significancia. En el test de Tukey se obtuvieron 3 grupos., en el grupo 1
no hay diferencia estadisticamente significativa entre las muestras de polen de las zonas
de Gatazo y Chambo., en el grupo 2 no hay diferencia significativa entre las muestras de
polen de las zonas de Gatazo, Palacio Real y Nitiluiza y en el grupo 3 solo se encuentra
la muestra de polen de la zona de la Parroquia Virgen de Fatima.

En el GRAFICO No. 1 observamos que los resultados promedios obtenidos para la
humedad fueron de 7,03% para el polen de la zona de Gatazo, 7,13% para la zona de
Palacio Real, 7,18% para la zona de Nitiluiza, 6,69% para la zona de Chambo y de 9,75%
para la Parroquia Virgen de Fatima. Estos resultados son mayores al maximo de 4%
establecido por la Norma Salvadorefia NSO 65.38.01:04 y también al valor encontrado
de 5,82% por Baldi, B. y col. (2004) en muestras de polen de Argentina y menores al
rango determinado entre 14,88% y 17,93% por Vit, P. y col. (2008) en muestras de polen
de Venezuela. (23) (10) (17)

Podemos decir también que la humedad del polen de la costa fue de 9,75% mayor que el
resto de muestras, esto puede deberse ya que en la zona de la costa existe una mayor
humedad en el ambiente lo que hace que el polen absorba parte de agua de la atmosfera y
que las muestras de polen de Gatazo, Palacio Real y Nitiluiza presentan valores muy

similares entre si.
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CONTENIDO DE HUMEDAD

10

% DE HUMEDAD

GATAZO PALACIO NITILUIZA CHAMBO VIRGEN DE
REAL FATIMA

GRAFICO No. 1 RELACION DEL CONTENIDO DE HUMEDAD EN LAS DIFERENTES MUESTRAS DE
POLEN.

3.2.2 DETERMINACION DE CENIZAS

En el Cuadro No. 14 se indica el ANOVA realizado para el porcentaje de cenizas, que
nos indica que hay diferencia estadistica entre las muestras ya que el p-valor es de 0.000
que es menor al 0,05 del nivel de significancia. En el test de Tukey se obtuvieron 4
grupos, en el grupo 3 se encuentran agrupados las muestras de polen de las zonas de
Gatazo y Chambo entre las cuales no existe diferencia estadisticamente significativa, en
este caso las deméas muestras de polen son independientes y difieren estadisticamente del

resto.

En el GRAFICO No. 2 podemos observar que los resultados encontrados para cenizas
fueron de 3,37% para el polen de la zona de Gatazo, 3,62% para la zona de Palacio Real,
2,88% para la zona de Nitiluiza, 3,4% para la zona de Chambo y de 2,7% para la
Parréquia Virgen de Fatima y cumplen con lo establecido por la Norma Salvadorefia
NSO 65.38.01:04. Estos resultados son mayores al rango determinado entre 1,60% y
2,18% por Vit, P. y col. (2008) en muestras de polen de Venezuela y al valor encontrado
de 2,47% por Fuenmayor, C. (2009) en muestras de polen de Colombia y se aproxima al
valor de 3,04% por Baldi, B. y col. (2004) en muestras de polen de Argentina. (23) (17)
(27) (10)
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El polen de la zona de Palacio Real fue el que presenté mayor porcentaje de cenizas pero
podemos establecer que no existe una diferencia significativa entre los porcentajes
determinados para cada zona.

CONTENIDO DE CENIZAS
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GRAFICO No. 2 RELACION DEL CONTENIDO DE CENIZAS EN LAS DIFERENTES MUESTRAS DE
POLEN.

3.2.3 DETERMINACION DE PROTEINA

En el ANOVA para el porcentaje de proteina representado en el Cuadro No. 15 nos
muestra que existe diferencia estadistica entre las muestras ya que el p-valor es de 0,000
que es menor al 0,05 del nivel de significancia. En el test de Tukey se obtuvieron 3
grupos, en el grupo 1 no hay diferencia estadisticamente significativa entre las muestras
de polen de las zonas de la Parroquia Virgen de Fatima y Chambo, en el grupo 2 no hay
diferencia significativa entre las muestras de polen de las zonas de Chambo, Nitiluiza y
Gatazo y en el grupo 3 no existe diferencia significativa entre las muestras de polen de

las zonas de Gatazo y Palacio Real.

En el GRAFICO No. 3 reportamos que los resultados analizados para proteina fueron de
26,31% para el polen de la zona de Gatazo, 27,18% para la zona de Palacio Real, 25,31%
para la zona de Nitiluiza, 24,96% para la zona de Chambo y de 23,93% para la Parroquia
Virgen de Fatima. Estos resultados estan entre los rangos de 24,17% y 52,56%
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establecidos por Vit, P. y col. (2008) en muestras de polen de Venezuela exceptuando la
de la Parréquia Virgen de Fatima que es menor a estos valores, otros valores de proteina
fueron los reportados por Baldi, B. y col. (2004) en muestras de polen de Argentina con
un valor de 24,03% y de 23,08% por Fuenmayor, C. (2009) en muestras de polen de
Colombia. (17) (10) (23)

Se puede observar que el porcentaje de proteina de las muestras de polen de la sierra es
mayor que el de la costa.

CONTENIDO DE PROTEINA

28
27
26
25
24

% DE PROTEINA

23

22

GATAZO  PALACIO NITILUIZA CHAMBO VIRGEN DE
REAL FATIMA

GRAFICO No. 3 RELACION DEL CONTENIDO DE PROTEINA EN LAS DIFERENTES MUESTRAS DE
POLEN.

3.2.4 DETERMINACION DE EXTRACTO ETEREO

En el Cuadro No. 16 se indica el ANOVA para el porcentaje de Extracto Etéreo que nos
indica que hay diferencia estadistica entre las muestras ya que el p-valor es de 0.000 que
es menor al 0,05 del nivel de significancia. En el test de Tukey se obtuvieron 4 grupos,
en el grupo 2 observamos que se encuentran agrupados las muestras de polen de las
zonas de Gatazo y Palacio Real lo que nos indica que no existe diferencia significativa
entre estas muestras, en este caso las demas muestras de polen son independientes y

difieren estadisticamente del resto.
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En el GRAFICO No. 4 se pudo reportar que los resultados que se obtuvieron para grasa
fueron de 1,84% para el polen de la zona de Gatazo, 1,86% para la zona de Palacio Real,
1,44% para la zona de Nitiluiza, 2,52% para la zona de Chambo y de 3,5% para la
Parroquia Virgen de Fatima. Estos resultados se encuentran en los rangos de 1,73% y
5,37% indicados por Vit, P. y col. (2008) en muestras de polen de Venezuela y son
menores a los valores determinados por Baldi, B. y col. (2004) en muestras de polen de
Argentina que son de 4,55% y de Fuenmayor, C. (2009) en muestras de polen de
Colombia con un valor de 6,14%. (17) (10) (27)

Se puede decir que el polen de la costa tiene mayor contenido de grasa y que los valores
de las zonas de Gatazo, Palacio Real y Nitiluiza se aproximan entre ellas.
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GRAFICO No. 4 RELACION DEL CONTENIDO DE GRASA EN LAS DIFERENTES MUESTRAS DE
POLEN.

3.2.5 DETERMINACION DE FIBRA

En el Cuadro No. 17 se indica el ANOVA para el porcentaje de Fibra que nos indica que
hay diferencia estadistica entre las muestras ya que el p-valor es de 0.000 que es menor al
0,05 del nivel de significancia. En el test de Tukey se obtuvieron 3 grupos, en el grupo 1
la muestra de polen de la zona de Gatazo es estadisticamente diferente al resto, en el

grupo 2 no hay diferencia significativa entre las muestras de polen de las zonas de
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Palacio Real y Nitiluiza y en el grupo 3 no existe diferencia significativa entre las
muestras de polen de las zonas de Chambo y la Parroquia Virgen de Fatima.

En el GRAFICO No. 5 se puede obervar que los resultados que se determinaron para
fibra fueron de 2,4% para el polen de la zona de Gatazo, 3,6% para la zona de Palacio
Real, 3,8% para la zona de Nitiluiza, 5,2% para la zona de Chambo y de 5,47% para la
Parréquia Virgen de Fatima estos resultados son mayores a los reportados por Baldi, B. y
col. (2004) en muestras de polen de Argentina que son de 0,97% y menores a los
reportados por Fuenmayor, C. (2009) en muestras de polen de Colombia con un valor de
7,6%. (10) (27)

Podemos decir que las muestras de polen de las zonas de Chambo y la Parréquia Virgen
de Fatima podrian ser utilizados como buenos suplementos alimentarios por el alto

contenido de fibra que presentan.
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GRAFICO No. 5 RELACION DEL CONTENIDO DE FIBRA EN LAS DIFERENTES MUESTRAS DE
POLEN.

3.2.6 DETERMINACION DE EXTRACTO LIBRE NO NITROGENADO

En el GRAFICO No. 6 observamos que los resultados que se obtuvieron para el extracto
libre no nitrogenado fueron de 59,05% para el polen de la zona de Gatazo, 56,61% para
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la zona de Palacio Real, 59,39% para las zona de Nitiluiza, 57,23% para la zona de
Chambo y de 54,65% para la Parréquia Virgen de Fatima.

Observamos que las muestras de polen de Gatazo y Nitiluiza tienen valores aproximados
y que la que presenta menor extracto libre no nitrogenado es la de la Parréquia Virgen de

Fatima.
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GRAFICO No. 6 RELACION DEL CONTENIDO DEL EXTRACTO LIBRE NO NITROGENADO EN LAS
DIFERENTES MUESTRAS DE POLEN.

3.2.7 DETERMINACION DE AZUCARES

En el ANOVA para el porcentaje de Azucares representado en el Cuadro No. 18 nos
indica que existe diferencia estadistica entre las muestras ya que el p-valor es de 0,000
que es menor al 0,05 del nivel de significancia. En el test de Tukey se obtuvieron 4
grupos, en el grupo 1 se encuentran agrupadas las muestras de polen de las zonas de
Chambo y la Parroquia Virgen de Fatima entre las cuales no existe diferencia
estadisticamente significativa, en este caso las demas muestras de polen son

independientes y difieren estadisticamente del resto.

En el GRAFICO No. 7 reportamos que los resultados analizados para azlcares fueron de

60,92% para el polen de la zona de Gatazo, 66,83% para la zona de Palacio Real, 75,67%
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para la zona de Nitiluiza, 33,47% para la zona de Chambo y de 34,76% para la Parréquia
Virgen de Fatima otras investigaciones como las de Baldi, B. y col. (2004) en muestras
de polen de Argentina establecen valores entre 8,57% y 46,93% y también de
Fuenmayor, C. (2009) en muestras de polen de Colombia con un valor de 42% mayores
solo a los valores determinados en las muestras de polen de Chambo y Virgen de Fatima
en tanto que los de las zonas de Gatazo, Palacio Real y Nitiluiza presentan mayor
cantidad de azUcares lo que puede deberse a que en estas zonas existen mayor
abundancia de flores dulces. (10) (27)
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GRAFICO No. 7 RELACION DEL CONTENIDO DE AZUCARES EN LAS DIFERENTES MUESTRAS DE
POLEN.

3.2.8 DETERMINACION DE pH

En el Cuadro No. 19 se indica el ANOVA para el pH que nos indica que hay diferencia
estadistica entre las muestras ya que el p-valor es de 0.000 que es menor al 0,05 del nivel
de significancia. En el test de Tukey se obtuvieron 2 grupos, en el grupo 1 observamos
que no hay diferencia significativa entre las muestras de polen de las zonas de Gatazo,
Palacio Real y Nitiluiza y en el grupo 2 se puede observar que no existe diferencia
significativa entre las muestras de polen de las zonas de Chambo y la Parroquia Virgen

de Fatima.
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En el GRAFICO No. 8 se puede obervar que los resultados obtenidos para pH fueron de
4,93 para el polen de la zona de Gatazo, 5 para la zona de Palacio Real, 5,05 para la zona
de Nitiluiza, 5,7 para la zona de Chambo y de 5,79 para la Parréquia Virgen de Féatima
estos resultados estan entre los rangos de 4 a 6 determinados por la Norma Salvadorefia
NSO 65.38.01:04, otras investigaciones son las de Baldi, B. y col. (2004) en muestras de
polen de Argentina que establece un valor de 4,85. (23) (10)
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GRAFICO No. 8 RELACION DEL CONTENIDO DE pH EN LAS DIFERENTES MUESTRAS DE POLEN.

3.2.9 DETERMINACION DE ACIDEZ

En el ANOVA para Acidéz representado en el Cuadro No. 20 nos muestra que existe
diferencia estadistica entre las muestras ya que el p-valor es de 0,021 que es menor al
0,05 del nivel de significancia. En el test de Tukey se obtuvieron 2 grupos, en el grupo 1
observamos que no hay diferencia estadisticamente significativa entre las muestras de
polen de las zonas de la Parroquia Virgen de Fatima, Palacio Real, Nitiluiza y Gatazo, en
el grupo 2 no hay diferencia significativa entre las muestras de polen de las zonas de

Nitiluiza, Gatazo y Chambo.

En el GRAFICO No. 9 reportamos que los resultados encontrados para acidéz fueron de

0,33meq/kg para el polen de la zona de Gatazo, 0,31 meg/kg para la zona de Palacio
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Real, 0,32 meg/kg para la zona de Nitiluiza, 0,38 meg/kg para la zona de Chambo y de
0,31 meqg/kg para la Parrdquia Virgen de Fatima estos resultados son menores a los de la
Norma Salvadoreiia NSO 65.38.01:04 con un valor de 300 meg/kg y de 248,84 meqg/kg
reportados por Fuenmayor, C. (2009) en muestras de polen de Colombia, con lo cual
podriamos decir que el polen de las diferentes zonas aun se mantienen en estado de
frescura. (23) (27)

El pH del polen himedo es ligeramente mayor asi como la acidez ligeramente menor,
sugiriendo que posiblemente durante el manejo poscosecha el polen si puede acidificarse,

aungue levemente.
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GRAFICO No. 9 RELACION DEL CONTENIDO DE ACIDEZ EN LAS DIFERENTES MUESTRAS DE
POLEN.

3.2.10 DETERMINACION DE VITAMINA C

En el Cuadro No. 21 se indica el ANOVA para el porcentaje de Vitamina C que nos
indica que hay diferencia estadistica entre las muestras ya que el p-valor es de 0.000 que
es menor al 0,05 del nivel de significancia. En el test de Tukey se obtuvieron 3 grupos,
en el grupo 1 observamos que se encuentran agrupadas las muestras de polen de las zonas
de Gatazo, Chambo y la Palacio Real entre las cuales no existe diferencia
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estadisticamente significativa, en este caso las demas muestras de polen son
independientes y difieren estadisticamente del resto.

En el GRAFICO No. 10 podemos observar que los resultados obtenidos para la Vitamina
C fueron de 0,169% para el polen de la zona de Gatazo, 0,289% para la zona de Palacio
Real, 0,593% para la zona de Nitiluiza, 0,196% para la zona de Chambo y de 0,895%
para la Parroquia Virgen de Fatima estos resultados son menores a los analizados por
Baldi, B. y col. (2004) en muestras de polen de Argentina que son de 4,1 mg/100g. (10)

Se observa que la muestra del polen de la costa tiene mayor cantidad de Vitamina C y
una disminucion de la Vitamina C puede deberse al tratamiento térmico al que fue
sometida las muestras de polen para secarlas ya que segun el autor Yufera, P. (2007),
provoca pérdidas por el calor ya que la Vitamina C es termosensible. (5)
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GRAFICO No. 10 RELACION DEL CONTENIDO DE VITAMINA C EN LAS DIFERENTES MUESTRAS DE
POLEN.
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3.3 ANALISIS DEL POLEN COMO DROGA SECA

CUADRO No. 3 RESULTADOS DE LA DETERMINACION DE CENIZAS SOLUBLES EN AGUA E
INSOLUBLES EN HCI DE LAS MUESTRAS DE POLEN COMO DROGAS SECAS.

PARROQUIA
GATAZO PAIQleAACi'O NITILUIZA CHAMBO VIRGEN DE
FATIMA
DETERMINACION
S%ELSEEEZSAESN 1,229 0,71% 1,19% 2.12% 1,74%
AGUA (%)
DETERMINACION
DE CENIZAS
'NsongDLgs EN 1,4% 2,550 0,87% 0,42% 0,25%
CLORHIDRICO

(%)

FUENTE: LABORATORIO DE PRODUCTOS NATURALES. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. AGOSTO DEL 2013.

3.3.1 DETERMINACION DE CENIZAS SOLUBLES EN AGUA
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GRAFICO N° 11 RELACION DE LA DETERMINACION DE LAS CENIZAS SOLUBLES EN AGUA EN
LAS DIFERENTES MUESTRAS DE POLEN.

En el ANOVA para porcentaje de Cenizas Solubles en Agua representado en el Cuadro
No. 22 nos indica que existe diferencia estadistica entre las muestras ya que el p-valor es

de 0,000 que es menor al 0,05 del nivel de significancia. En el test de Tukey se
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obtuvieron 3 grupos, en el grupo 1 la muestra de polen de la zona de Palacio Real es
estadisticamente diferente al resto, en el grupo 2 observamos que no hay diferencia
estadisticamente significativa entre las muestras de polen de las zonas de Nitiluiza y
Gatazo, en el grupo 3 no hay diferencia significativa entre las muestras de las muestras

de polen de las zonas de la Parroquia Virgen de Fatima y Chambo.

En el GRAFICO No. 11 reportamos que los resultados determinados para Cenizas
Solubles en Agua fueron de 1,22% para el polen de la zona de Gatazo, 0,71% para la
zona de Palacio Real, 1,19% para la zona de Nitiluiza, 2,12% para la zona de Chambo y
1,74% para la Parréquia Virgen de Fatima, la Zona de Chambo es la que presento mayor
contenido de Cenizas solubles en agua, las zonas de Gatazo, Nitiluiza y la Parroquia
Virgen de Fatima tienen valores similares y la muestra de Palacio Real tiene menor

cantidad de cenizas solubles en agua.

3.3.2 DETERMINACION DE CENIZAS INSOLUBLES EN ACIDO CLORHIDRICO
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GRAFICO No. 12 RELACION DE LA DETERMINACION DE LAS CENIZAS INSOLUBLES EN ACIDO
CLORHIDRICO EN LAS DIFERENTES MUESTRAS DE POLEN.

En el Cuadro No. 23 se indica el ANOVA para el porcentaje de Cenizas Insolubles en
HCI que nos indica que hay diferencia estadistica entre las muestras ya que el p-valor es

de 0.000 que es menor al 0,05 del nivel de significancia. En el test de Tukey se
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obtuvieron 3 grupos., en el grupo 1 no hay diferencia estadisticamente significativa entre
las muestras de polen de las zonas de la Parroquia Virgen de Fatima, Chambo vy
Nitiluiza., en el grupo 2 no existe diferencia significativa entre las muestras de polen de
las zonas de Chambo, Nitiluiza y Gatazo mientras que en el grupo 3 solo se encuentra la

muestra de la zona de Palacio Real.

En el GRAFICO No. 12 se puede reportar que los resultados obtenidos para Cenizas
Insolubles en Acido Clorhidrico fueron de 1,4% para el polen de la zona de Gatazo,
2,55% para la zona de Palacio Real, 0,87% para la zona de Nitiluiza, 0,42% para la zona
de Chambo y de 0,25% para la Parroquia Virgen de Fatima. La muestra de Palacio Real
tiene la mayor cantidad de cenizas insolubles en HCI ya que puede tener mayor cantidad
de Silice lo que da indicativo a que se hizo una mala recoleccion o contaminacion del

polen por otros componentes térreos.

3.4 CONTROL DE CALIDAD DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS

3.4.1 DETERMINACION DE LOS REQUISITOS ORGANOLEPTICOS DE LOS
EXTRACTOS ETANOLICOS

CUADRO No. 4. RESULTADOS DE LA DETERMINACION DE LOS REQUISITOS ORGANOLEPTICOS
DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS.

PARROQUIA
GATAZO PA&LEAA(;'_IO NITILUIZA CHAMBO VIRGEN DE
FATIMA
COLOR Amarillo Amarillo Amarillo Amarillo Amarillo
Aromatico Aromatico Aromatico Aromatico Aromatico
OLOR caracteristico caracteristicoa caracteristico caracteristico  caracteristico
a solvente solvente a solvente a solvente a solvente
intenso intenso mas intenso mas intenso intenso
Ligeramente  Ligeramente  Ligeramente  Ligeramente Ligeramente
SABOR dulce, dulce, mas dulce, dulce, mas .
. . . . dulce, picante
picante picante picante picante
Homo_géneo Homogéneo Homo_géneo Homqgéneo Homo_géneo
ASPECTO sin sin sin sin

sin precipitado

precipitado precipitado precipitado precipitado

FUENTE: LABORATORIO DE PRODUCTOS NATURALES. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. AGOSTO DEL 2013.



-71 -

3.4.2 DETERMINACION DE LOS PARAMETROS FISICOS DE LOS EXTRACTOS
ETANOLICOS

CUADRO No. 5 RESULTADOS DE LA DETERMINACION DE LOS PARAMETROS FiSICOS DE LOS
EXTRACTOS ETANOLICOS.

PARROQUIA
GATAZO PAI\?LQA('I:_IO NITILUIZA CHAMBO VIRGEN DE
FATIMA
pH 6.51 6.47 6.46 6.38 6.4
indice de
Refraceion 1.369 1.368 1.367 1.369 1.367
Densidad
molative 0,93 g/ ml 0,92 g/ ml 0,92 g/ ml 0,93 g/ ml 0,92 g/ ml
Solidos 4,469% 4,435% 4,669% 4.379% 4 454%

Totales (%)

FUENTE: LABORATORIO DE PRODUCTOS NATURALES. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. AGOSTO DEL 2013.

3.4.2.1 Determinacion del pH del Extracto Etandlico

6,55
6,5
6,45
I
o 6,51
6,4 6,47 6,46
6,35 6,38 64
6,3

GATAZO PALACIO NITILUIZA CHAMBO VIRGEN DE
REAL FATIMA

GRAFICO No. 13 RELACION DE LA DETERMINACION DEL pH EN LAS DIFERENTES MUESTRAS DE
EXTRACTOS ETANOLICOS.

Los resultados obtenidos para la determinacion del pH del Extracto Etandlico, se aprecia

en el GRAFICO No. 13, en la que los resultados obtenidos fueron de 6,51 para el
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extracto de la zona de Gatazo, 6,47 para la zona de Palacio Real, 6,46 para la zona de
Nitiluiza, 6,38 para la zona de Chambo y de 6,4 para la Parrquia Virgen de Fatima.

Todas los extractos de las 5 zonas presentaron pH ligeramente &cido, el de mayor pH es
el de la zona de Gatazo lo que se puede decir que presenta un mayor contenido de
sustancias solubles en etanol que son acidas y el que presenta menor pH es el de Chambo
y este valor se aproxima a los de las zonas de Palacio Real, Nitiluiza y la Parréquia
Virgen de Fatima.

3.4.2.2 Determinacién del Indice de Refraccion del Extracto Etanélico

INDICE DE REFRACCION

1,369
1,3685
1,368
= 13675 1,369 1,369
1,367 1,368 1 1/
1,3665 1,367 1,367

1,366

GATAZO PALACIO NITILUIZA CHAMBO VIRGEN DE
REAL FATIMA

GRAFICO No. 14 RELACION DE LA DETERMINACION DEL INDICE DE REFRACCION EN LAS
DIFERENTES MUESTRAS DE EXTRACTOS ETANOLICOS.

En el GRAFICO No. 14 se puede reportar que los resultados obtenidos para la
determinacion del indice de Refraccion del Extracto Etandlico de las diferentes muestras
fueron de 1,369 para el extracto de la zona de Gatazo, 1,368 para la zona de palacio Real,
1,367 para la zona de Nitiluiza, 1,369 para la zona de Chambo y de 1,367 para la
Parréquia Virgen de Fatima. En comparacion con el Indice de refraccion del Etanol que
es de 1,361 se puede observar que los extractos que presentan mayor Indice de
Refraccion con un valor de 1,369 son las de las zonas de Gatazo y la de Chambo esto

nos indica que hay mayor cantidad de componentes solubles en el Etanol.
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3.4.2.3 Determinacion de la Densidad relativa del Extracto Etandlico

DENSIDAD RELATIVA

0,93
0,928
0,926
0,924
0,93 0,93
- 0,922
0,92
0,918 0,92 0,92 0,92
0,916

0,914

GATAZO PALACIO NITILUIZA CHAMBO VIRGEN DE
REAL FATIMA

GRAFICO N° 15 RELACION DE LA DETERMINACION DE LA DENSIDAD RELATIVA EN LAS
DIFERENTES MUESTRAS DE EXTRACTOS ETANOLICOS.

Los resultados reportados para la determinacion de la Densidad Relativa del Extracto
Etandlico de las diferentes muestras, se aprecia en el GRAFICO No. 15, en la que los
resultados determinados fueron de 0,93 g/ ml para el extracto de la zona de Gatazo, 0,92
g/ ml para la zona de Palacio Real, 0,92 g/ ml para la zona de Nitiluiza, 0,93 g/ ml para la

zona de Chambo y de 0,92 g/ ml para la Parroquia Virgen de Fatima.

Comparando la densidad relativa de las muestras con la del Etanol que es de 0,789g/ ml
podemos observar que las densidades de las muestras son mayores a la misma lo que es

indicativo que existen solutos solubilizados en el Etanol.
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3.4.2.4 Determinacion de los Sélidos Totales del Extracto Etandlico

SOLIDOS TOTALES
4,7
4,65
P 4,6
< 4,55
8 a5
3 4,45 4,669
% 4,4
@ 4,35 4,469 4,454
X 4,3 4,435 4,379
4,25
4,2

GATAZO PALACIO NITILUIZA CHAMBO VIRGEN DE
REAL FATIMA

GRAFICO No. 16 RELACION DE LA DETERMINACION DE LOS ’SOLIDOS TOTALES EN LAS
DIFERENTES MUESTRAS DE EXTRACTOS ETANOLICOS.

En el GRAFICO No. 16 se puede observar que los resultados obtenidos para la
determinacion de los Solidos Totales del Extracto Etandlico de las diferentes muestras,
fueron de 4,469% para el extracto de la zona de Gatazo, 4,435% para la zona de Palacio
Real, 4,669% para la zona de Nitiluiza, 4,379% para la zona de Chambo y de 4,454%

para la Parroquia Virgen de Fatima.

Podemos observar que el extracto de la zona de Nitiluiza es la que presenta mayor
cantidad de Solidos Totales lo que es posible que exista una mala recoleccion del

extracto.
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CUADRO No. 6 RESULTADOS DEL TAMIZAJE FITOQUIMICO DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS.
DE LAS DIFERENTES MUESTRAS DE POLEN.

EXTRACTOS
Palacio Parréquia
Ensayos Metabolitos Gatazo Real Nitiluiza Chambo  Virgen De
Fatima
Dragendorff - - - - -
. ++ ++ ++ ++ ++
Wagner Alcaloides
Meyer ++ ++ ++ ++ ++
Baljet Lacmn?s y +++ +++ +++ +++ +++
Cumarinas
Borntrager Antraguinonas + + + + +
Liebermann-  Triterpenos y/o i i i i )
Burchard Esteroides
Catequinas Catequinas + + + + +
. Azlcares
Fehling +++ +++ +++ +++ +++
reductores
Trlglo_ruro Taninos ++ ++ ++ ++ ++
Férrico
Shinoda . + + + + +
e Flavonoides
Antocianidinas + + + + +
Resinas Resinas + + + + +
Espuma Saponinas - - - - -

FUENTE: LABORATORIO DE PRODUCTOS NATURALES. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. SEPTIEMBRE DEL 2013.

Se puede observar en el CUADRO No. 6 que al realizar el Tamizaje Fitoquimico de los

extractos de las diferentes muestras de polen nos dio resultados positivos en los ensayos

de Wagner, Meyer, Baljet, Borntrager, Catequinas, Fehling, Tricloruro Férrico, Shinoda,

Antocianidinas, y Resinas lo que puede decirnos que el polen es un alimento rico en

Metabolitos secundarios y pueden ser de alto beneficio para la salud.

3.6 ANALISIS MICROSCOPICO DE LAS PARTICULAS DEL POLEN

CUADRO No. 7 RESULTADOS DEL ANALISIS MICROSCOPICO PARA LAS DIFERENTES MUESTRAS

DE POLEN EN BASE A SU COLOR.
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MARRON

LILA ANARANJADO AMARILLO VERDE

GATAZO

PALACIO REAL

NITILUIZA

CHAMBO

PARROQUIA
VIRGEN DE
FATIMA

COMPARACION

FUENTE: LABORATORIO ANALISIS CLINICOS. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. OCTUBRE DEL 2013.
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En el CUADRO No. 7, observamos los resultados obtenidos del anélisis microscopico
del polen en el cual podemos resaltar la presencia de variedad de formas y tamafios como
triangulares, ovalados, estrelladas, redondas, etc., que van a depender del origen floral
del polen, estas formas también fueron reportadas por Romero, A. y col. (2010) en
muestras de polen Ecuatorianas y también a los indicados por Vit, P. y col. (2008) en

muestras de polen de Venezuela.(33) (17)

3.7 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL (AAT)

3.7.1 ANALISIS CROMATOGRAFICO DEL MARCADOR QUIMICO
FLAVONOIDES TOTALES EXPRESADO COMO PRESENCIA DE

QUERCETINA
l I7.9 cm Q: Quercetina
G: Gatazo
P.R: Palacio Real
N: Nitiluiza
33cm
32cm Jr— 32cm 32cm_ 32cm
& C: Chambo
32cm [t4cm |14cm |t4cm  J14cm [14cmy V.F: Parroquia Virgen
09cm J09cm |09cm 09cm |0.9cm de Fatima
Q G P.R N c V.F
ol

FIGURA No. 10 DISTANCIAS DE LAS MANCHAS OBTENIDAS EN LA CROMATOGRAFIA DE CAPA
FINA (TLC).
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CUADRO No. 8 RESULTADO DE LA DETERMINACION DE LOS Rf DE LAS MANCHAS OBTENIDAS
PARA CADA MUESTRA EN CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA (TLC).

MUESTRA MANCHA DISISnN)CIA COLOR Rf COMPUESTO
Quercetina 1 3,2 Pardo 0,41 Quercetina
1 0.9 '\\"/errdc;” 0,11 i
Gatazo 2 1,4 . 0,18 -
3 3,2 Amarillo 0,41 Quercetina
' Parduzco '
1 0.9 '\\"/errdc;” 0,11 i
Palacio Real 2 1,4 Amarillo 0,18 -
3 3,3 P 0,42 Quercetina
arduzco
1 0,9 '\\"/aerrrdc;” 0,11 i
Nitiluiza 2 1,4 Amarillo 0,18 -
3 3,2 Parduzco 0,41 Quercetina
1 0,9 '\\"/ae"rrd%“ 0,11 i
Chambo 2 1,4 Amarillo 0,18 -
3 3,2 0,41 Quercetina
Parduzco
Parréquia 1 0,9 I\\/I/zzl;rrdoen 0,11 -
Virgen de 2 1,4 Amarillo 0,18 -
Fatima 3 3,2 0,41 Quercetina
Parduzco

FUENTE: LABORATORIO DE PRODUCTOS NATURALES. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. SEPTIEMBRE DEL 2013.

En base a los resultados expresado en el CUADRO No. 8 luego de realizar la
cromatografia en capa fina usando los solventes Cloroformo - Acetona - Acido formico
(75:16,5:8,5 en v/v), se reporta la presencia del flavonoide Quercetina en los 5 extractos
de polen de las distintas zonas cuyo Rf fue de 0,41 comparable al Rf del estandar que se

hizo correr en el mismo sistema de solventes de Quercetina.



-79-

3.7.2 CUANTIFICACION DE FLAVONOIDES TOTALES (METODO DEL AICls3)

CUADRO No. 9 RESULTADOS DE LA CONCENTRACION DE FLAVONOIDES TOTALES
EXPRESADOS EN mg DE RUTINA/100 g DE MUESTRA DETERMINADOS EN
LOS EXTRACTOS ETANOLICOS DE LAS DIFERENTES MUESTRAS DE POLEN.

Contenido de

Flavonoides FI?’(;g?elges
MUESTRAS ABSORVANCIA  Totales en mg (Mg/100g de
de Rutina por muestra)
g de Muestra
GATAZO 0,343 0,315 31,5+0,34
PALACIO
REAL 0,495 0,458 45,8+0,71
NITILUIZA 0,478 0,442 44,2+0,30
CHAMBO 0,524 0,486 48,6+0,19
PARROQUIA
VIRGEN DE 0,564 0,523 52,3+0,09
FATIMA

+ DESVIACION ESTANDAR PARA TRES MEDICIONES.
p-Valor < 0,05.

FUENTE: LABORATORIO DE PRODUCTOS NATURALES. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. SEPTIEMBRE DEL 2013.

FLAVONOIDES TOTALES

60
50
40
30
20
10

mg de RUTINA por 100 g de muestra

GATAZO PALACIO NITILUIZA CHAMBO VIRGEN DE
REAL FATIMA

GRAFICO No. 17 CONCENTRACION DE COMPUESTOS FLAVONOIDES TOTALES EXTRAIDOS EN
LOS EXTRACTOS ETANOLICOS EXPRESADOS EN mg DE RUTINA POR 100 g DE
MUESTRA.

FUENTE: LABORATORIO DE QUIMICA INSTRUMENTAL. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. JULIO DEL 2013.

En el ANOVA para porcentaje de Flavonoides Totales representado en el Cuadro No. 26

nos indica que existe diferencia estadistica entre las muestras ya que el p-valor es de
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0,000 que es menor al 0,05 del nivel de significancia. En el test de Tukey se obtuvieron 5
grupos, y se observa que todas las muestras de polen son estadisticamente diferentes.

En el GRAFICO No.18, observamos que los resultados obtenidos para determinar
Flavonoides Totales de los extractos Etandlicos que fueron expresados en mg de Rutina/
100g de muestra, fueron de 31,5 para el extracto de la zona de Gatazo, 45,8 para la zona
de Palacio Real, 44,2 para la zona de Nitiluiza, 48,6 para la zona de Chambo y de 52,3
para la Parrdquia Virgen de Fatima, siendo el ultimo el que presento mayor valor de
Flavonoides Totales, otros valores expresados en mg / g fueron los reportados por
Medina, A. y col. en muestras de polen de Argentina con unrango de 1,5a 2,7.

3.7.3 CUANTIFICACION DE COMPUESTOS FENOLICOS (MICROMETODO DE
FOLIN-CIOCALTEAU)

CUADRO No. 10 RESULTADOS DE LA CONCENTRACIQN DE COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES
EXPRESADOS EN mg DE ACIDO GALICO/100 g DE MUESTRA DETERMINADOS
EN LOS EXTRACTOS ETANOLICOS DE LAS DIFERENTES MUESTRAS DE POLEN.

MUESTRAS ABSORVANCIA  Contenido de Fenoles Totales
Compuestos (mg/100g de
Fendlicos muestra)
Totales en mg
de Acido Galico

por g de
Muestra
GATAZO 2,447 28,149 2814,9+4,39
PALACIO 2,208 25,199 2519,9+3,75
REAL
NITILUIZA 2,822 32,874 3287,4+2,17
CHAMBO 2,268 25,949 2594,943,15
PARROQUIA 2,099 23,836 2383,6+1,44
VIRGEN DE
FATIMA

+ DESVIACION ESTANDAR PARA TRES MEDICIONES.
p-Valor < 0,05.

FUENTE: LABORATORIO DE PRODUCTOS NATURALES. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. JULIO DEL 2013.
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FENOLES TOTALES

3500
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GRAFICO No. 18 CONCENTRACION DE COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES EXTRAiDOS EN LOS
EXTRACTOS ETANOLICOS EXPRESADOS EN mg DE ACIDO GALICO POR 100 g
DE MUESTRA.

FUENTE: LABORATORIO DE QUIMICA INSTRUMENTAL. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. JULIO DEL 2013.

En el Cuadro No. 27 se indica el ANOVA para el porcentaje de Fenoles Totales que nos
indica que hay diferencia estadistica entre las muestras ya que el p-valor es de 0.000 que
es menor al 0,05 del nivel de significancia. En el test de Tukey se obtuvieron 5 grupos, y

podemos observar que todas las muestras de polen son estadisticamente diferentes.

En el GRAFICO No. 20 observamos que los resultados reportados para determinar
Fenoles Totales de los extractos Etandlicos que fueron obtenidos en mg de Acido Galico/
100g de muestra, fueron de 2814,9 para el extracto de la zona de Gatazo, 2519,9 para la
zona de Palacio Real, 3287,4 para la zona de Nitiluiza, 2594,9 para la zona de Chambo y
de 2383,6 para la Parrdquia Virgen de Fatima, siendo el de la zona de Nitiluiza el que
presento mayor cantidad de Fenoles Totales, otros valores expresados en mg / g con un
rango de 14 a 31,5 fueron los reportados por Medina, A. y col. en muestras de polen de
Argentina, y se puede decir que solamente la muestra de la zona de Nitiluiza se encuentra
fuera de este rango, esta diversidad de compuestos fendlicos puede deberse a la variedad

floral que existe en las zonas donde se recolecto la muestra.
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3.8 ENSAYO DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE SEGUN EL METODO
ENZIMATICO DE INHIBICION DE LA POLIFENOLOXIDASA.

3.8.1 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA
POLIFENOLOXIDASA (PPO)

La determinacion de la Actividad Enzimética de la Polifenoloxidasa permitié establecer
el tiempo durante el cual la actividad de la enzima se mantuvo constante para realizar las
mediciones del ensayo con un mismo extracto y en las mismas condiciones para cada

prueba.

CUADRO No. 11 ACTIVIDAD ENZIMATICA (Abs/minuto) DE LA POLIFENOLOXIDASA (PPO) MEDIDA
PARA DIFERENTES TIEMPOS DE CONGELACION A -6 °C.

Tiempo (min) Inicio 1 min 10 min_ 30 min 2 Horas
Absorbancia
0 0,205 0,209 0,250 0,309 0,265
0,5 0,275 0,319 0,354 0,479 0,416
1 0,364 0,427 0,46 0,604 0,509
15 0,44 0,514 0,551 0,733 0,585
2 0,51 0,592 0,626 0,794 0,64
2,5 0,567 0,656 0,688 0,842 0,685
3 0,615 0,708 0,735 0,877 0,717
3,5 0,66 0,75 0,771 0,903 0,741
4 0,697 0,784 0,8 0,923 0,759
4,5 0,727 0,81 0,823 0,936 0,77

5 0,751 0,833 0,839 0,945 0,777

FUENTE: LABORATORIO DE BROMATOLOGIA Y NUTRICION ANIMAL. FACULTAD DE CIENCIAS PECUARIAS. ESPOCH. OCTUBRE DEL 2013.
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GRAFICO No. 19 CURVAS DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA POLIFENOLOXIDASA (PPO)
MEDIDAS DESPUES DE DIFERENTES TIEMPOS DE CONGELACION A -6 °C.

FUENTE: LABORATORIO DE BROMATOLOGIA Y NUTRICION ANIMAL. FACULTAD DE CIENCIAS PECUARIAS. ESPOCH. OCTUBRE DEL 2013.

En el GRAFICO No. 21 se observa la actividad de la PPO después de diferentes periodos
de congelacion a -6 °C, se puede establecer que la actividad se logr6 mantener
ligeramente estable hasta un lapso de 2 horas, produciéndose un leve incremento a los 10
minutos de congelacion y a las 2 horas se produjo un ligero descenso, pero todas las
curvas presentaron una aproximacion en la tendencia exceptuando la de los 30 minutos
cuya actividad no se apega a la tendencia de las demas curvas, hay que indicar que el

tiempo de congelacién es un factor determinante para mantener la estabilidad.

Se recomienda determinar la actividad de la enzima estableciendo distintos periodos de
tiempo en minutos por el lapso de 2 horas con el fin de establecer los factores que

influyen en su actividad y lograr un mejor control de los mismos.



3.9 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

CUADRO No. 12 RESULTADOS DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE PARA 3 CONCENTRACIONES
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DIFERENTES DE 10,100 Y 1000 ppm.

MUESTRAS CONCENTRACION ABSORVANCIA % INHIBICION
BLANCO - 0,798 £ 0,00 0,00
10 ppm 0,5+0,005 37,34
GATAZO 100 ppm 0,466+0,019 41,64
1000 ppm 0,473+0,001 40,77
10 ppm 0,463+0,007 42,02
100 ppm 0,458+0,003 42,61
PALACIO REAL
1000 ppm 0,542+0,009 32,12
10 ppm 0,456+0,011 42,86
100 ppm 0,442+0,03 44,61
NITILUIZA 100 ppm 0,464+0,013 41,89
10 ppm 0,41+0,015 48,62
100 ppm 0,400,005 50,17
CHAMBO 1000 ppm 0,384+0,073 51,88
PARROQUIA 10 ppm 0,41+0,006 48,62
VIR’GEN DE 100 ppm 0,385+0,023 51,80
FATIMA 1000 ppm 0,351+0,031 56,02
10 ppm 0,002+0,00 99,75
100 ppm 0,00+0,00 100
VITAMINA C 1000 ppm 0,0050,00 99,37
+ DESVIACION ESTANDAR PARA TRES MEDICIONES.
p-Valor < 0,05.
FUENTE: LABORATORIO DE BROMATOLOGIA Y NUTRICION ANIMAL. FACULTAD DE CIENCIAS PECUARIAS. ESPOCH. OCTUBRE DEL 2013.
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE A
DIFERENTES CONCENTRACIONES
120
\S 100
1= 80
=]
T 60
2
w 40
(a]
0 VIRGEN
GATAZO P?;Qilo NITILUIZA | CHAMBO DE VITAE/”NA
FATIMA
M 10 ppm 37,34 42,02 42,86 48,62 48,62 99,75
H 100 ppm 41,64 42,61 44,61 50,17 51,8 100
141000 ppm 40,77 32,12 41,89 51,88 56,02 99,37
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GRAFICO No. 20 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE PARA 3 CONCENTRACIONES DIFERENTES DE 10,100
Y 1000 ppm.

FUENTE: LABORATORIO DE BROMATOLOGIA Y NUTRICION ANIMAL. FACULTAD DE CIENCIAS PECUARIAS. ESPOCH. OCTUBRE DEL 2013.

En el ANEXO No.13 se indica el ANOVA para la Actividad Antioxidante a
concentraciones de 10, 100 y 1000 ppm., a los 10 ppm tenemos que el p-valor es de
0.000, a los 100 ppm nos indica que el p-valor es de 0.001 y a 1000 ppm nos indica que
el p-valor es de 0.001 que nos indica que hay diferencia estadistica entre las muestras ya
que es menor al 0,05 del nivel de significancia. En el test de Tukey representado en el
ANEXO No. 13 a los 10 ppm se obtuvieron 3 grupos., en el grupo 2 no hay diferencia
estadisticamente significativa entre las muestras de polen de las zonas de Palacio Real y
Nitiluiza., en el grupo 3 no existe diferencia significativa entre las muestras de polen de
las zonas de la Parroquia Virgen de Fatima y Chambo, en este caso las demas muestras
son independientes y difieren estadisticamente del resto; mientras que a los 100 ppm se
obtuvieron 3 grupos., en el grupo 1 no hay diferencia estadisticamente significativa entre
las muestras de polen de las zonas de Gatazo, Palacio Real y Nitiluiza., en el grupo 2 no
existe diferencia significativa entre las muestras de polen de las zonas de Nitiluiza y
Chambo y en el grupo 3 observamos que no existe diferencia significativa entre las
muestras de polen de las zonas de Chambo y la Parroquia Virgen de Fatima; y finalmente
a los 1000 ppm se obtuvieron 3 grupos; observamos que en el grupo 1 no hay diferencia
estadisticamente significativa entre las muestras de polen de las zonas de Palacio Real,
Gatazo y Nitiluiza, en el grupo 2 observamos que no hay diferencia estadisticamente
significativa entre las muestras de polen de las zonas de Gatazo, Nitiluiza y Chambo y en
el grupo 3 no hay diferencia estadisticamente significativa entre las muestras de polen de

las zonas de Chambo y la Parroquia Virgen de Fatima.

En base al GRAFICO No. 22 se obtuvieron los siguientes valores de actividad
antioxidante para la concentracion de 10 ppm que fueron de 37,34% para la zona de
Gatazo, 42,02% para la zona de Palacio Real, 42,86% para la zona de Nitiluiza, 48,62%
para la zona de Chambo y de 48,62% para la Parréquia Virgen de Fatima, para la
concentracion de 100 ppm se obtuvieron los siguientes valores para las mismas zonas,
41,64%, 42,61%, 44,61%, 50,17% y de 51,8% y finalmente para las concentraciones de
1000 ppm se obtuvieron valores de 40,77%, 32,12%, 41,89%, 51,88% y de 56,02% para

las mismas zonas.
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En investigaciones realizadas en muestras de polen de Argentina se obtuvieron actividad
antioxidante en un rango de 16% a 54% reportado por Medina, A. y col. en cambio en
muestras de polen de Colombia en base al método DPPH se obtuvieron valores en un
rango de 0,395 mg/ ml a 0,736 mg/ ml reportados por Fuenmayor, C. (2009). Se indica
que en las muestras de Gatazo, Palacio Real y Nitiluiza hubo mejor actividad
antioxidante a concentraciones de 10 ppm, mientras que las muestras de Chambo vy la
Parroquia Virgen de Fatima presento mejor actividad antioxidante a concentraciones de
1000 ppm, relacionando esta alta actividad de la Parroquia Virgen de Fatima con el alto
contenido de Flavonoides determinados para la muestra de esta zona. (25) (27)

En comparacion a la Vitamina C, para las concentraciones de 10, 100 y 1000 ppm la
muestra de la Parréquia Virgen de Fatima fue la que presento mayor Actividad

Antioxidante llegando alcanzar casi 50%.

En base a los resultados obtenidos podemos decir que el polen de la Parroquia Virgen de
Fatima es el que aporta mayor cantidad de nutrientes de alto beneficio para la salud,
siendo también el que presenta la Actividad antioxidante mas alta a la concentracion de
1000 ppm lo que se debe al alto contenido de flavonoides y de Vitamina C que son
compuestos con la actividad antioxidante comprobada, el elevado contenido de extracto
etéreo en esta muestra se debe a la presencia de pigmentos liposolubles como
carotenoides y antoxianos que incrementan este valor y también depende de la variedad
de la vegetacion ya que en esta zona predominaba el cacao, por su alto contenido de fibra
se puede emplear como suplemento alimenticio para mejorar la digestion y su pH
ligeramente acido puede ser ocasionado por una variedad de compuestos propios de las
plantas de la zona que lo acidifican lo cual significa que existe una fermentacion de los

azucares que produzcan una disminucion en el contenido de los mismos.
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CAPITULO IV

4. CONCLUSIONES

1. Se determino el valor Nutracéutico y la Actividad Antioxidante de distintas muestras
de polen de diferentes zonas apicolas de la Sierra y de la Costa comercializado en la
Empresa APICARE de la ciudad Riobamba, utilizando métodos analiticos
estandarizados lo que permitio establecer que dicho polen posee una gran cantidad de
propiedades nutracéuticas y farmacologicas siendo un producto con un alto beneficio
para la salud, ademas en base a la aplicacion de normas Internacionales como la
Norma Salvadorefia NSO 65.38.01:04, concluimos que le polen cumplid con lo

establecido en la misma lo que lo ubica como un polen de calidad.

2. Los analisis realizados en el polen nos permitieron establecer diferencias en el
contenido de componentes nutritivos como proteina, grasa, fibra, minerales,
carbohidratos, vitaminas asi como en el contenido de compuestos fendlicos y
flavonoides que en base a la investigacion bibliografica realizada son los responsables
de la actividad antioxidante objeto de nuestra investigacion, y de otras propiedades

que benefician al organismo al momento de su consumo.

3. Las muestras de polen analizadas demostraron ser una fuente rica de nutrientes y de
poseer un alto contenido de componentes como flavonoides y compuestos fendlicos
que presentaron actividad farmacoldgica en este caso la actividad antioxidante;
sobresale la muestra de la costa de la Parroquia Virgen de Fatima que fue la que
mayor efecto inhibitorio de la enzima polifenoloxidasa presento a las 3 diferentes
concentraciones estudiadas lo que es indicativo de una relacion entre el contenido de

flavonoides y compuestos fendlicos y la actividad antioxidante., ademas que dicha
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actividad se ve potenciada por la presencia de un alto contenido en Vitamina C que
presenta esta muestra, dicha vitamina presenta un poder antioxidante ya comprobado.
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CAPITULO YV

. RECOMENDACIONES

. Se recomienda realizar un estudio de las muestras de polen con el tiempo de secado y

de acuerdo a eso ver como se ve afectado la actividad antioxidante.

. La investigacion realizada se puede aplicar para otras muestras de polen y compararles

entre zonas del Ecuador.

. Se sugiere un mayor control en el proceso de secado del polen que se recolecta en la

empresa.

. Se recomienda realizar el analisis microbiologico del polen para asi poder tener mayor

informacion sobre el origen botanico.

. Se recomienda al realizar el estudio de la actividad antioxidante tomar las
precauciones necesarias para la extraccion de la enzima controlando la luz y la

temperatura para evitar que afecte el resultado del analisis.
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CAPITULO VI

6. RESUMEN

En la investigacion se realizo la Caracterizacion Nutracéutica y Actividad Antioxidante
del Polen de diferentes colmenas de abeja (Apis mellifera) de la Empresa Apicare,
Riobamba, en laboratorios de la Facultad de Ciencias de la ESPOCH, aplicando la
Norma Salvadorefia NSO 65.38.01:04 para el control de calidad. Se aplico técnicas
analiticas y bromatologicas para determinar componentes nutricionales; pruebas
colorimétricas en cuantificacion de principios activos y ensayos enzimaticos que

midieron la actividad antioxidante de las muestras.

Los resultados obtenidos fueron: 6,69 a 9,75% para Humedad; 2,7 a 3,62% para Cenizas,
23,93 a 27,18% para Proteina; 1,44 a 3,5% para Grasa; 2,4 a 5,47% para Fibra; 54,65 a
59,39% para Extracto Libre no Nitrogenado; 33,47 a 75,67% para Azucares; 4,93 a 5,79
para pH, 0,31 a 0,38 meqg/kg para Acidez y 0,169 a 0,895% para Vitamina C. En
compuestos fendlicos los resultados fueron: 2,4 a 3,3 mg de Acido Galico/ 100 g de
muestra, en Flavonoides obteniéndose valores entre 0,032 a 0,053 mg de Rutina/ 100 g
de muestra. La actividad Antioxidante como porcentaje de inhibicion de la
polifenoloxidasa, usando extractos a concentraciones de 10ppm, 100ppm y 1000 ppm,
reporto resultados de 41,64% en la zona de Gatazo, 42,61% en la zona de Palacio Real,
44,61% en la zona de Nitiluiza en concentracion de 100ppm, a 1000 ppm las muestras de

Chambo y Parréquia Virgen de Fatima presentaron valores de 51,88% y 56,02%.

Se concluyo que el polen cumplié con los parametros de calidad establecidos, siendo un
alimento muy completo con aporte de componentes nutritivos esenciales como Vitaminas
y Proteinas y otros compuestos que presentan actividad farmacoldgica. Recomendando

su consumo para mejorar el estado de salud de la sociedad.
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SUMMARY

In this research a Nutraceutical Characterization and Antioxidant Activity of Pollen from
different beehives (Apis mellifera) in Apicare company, Riobamba, in the laboratories of
the Faculty of Sciences were performed through the application of the Salvadorian Norm
NSO 65.38.01:04 for quality control. Analytics and bromatological techniques were
applied in order to determine nutritional compounds, colorimetric test in quantification of
active principles and enzymatic essays that helped the antioxidant activity of the sample.
The result obtained were: 6,69 to 9,75% for humanity; 2,7 to 3,62% for ashes; 23,93 to
27,18% for protein; 1,44 to 3,5% for fat; 2,4 to 5,47% for fiber; 54,65 to 53,39% for no
nitrogenous free extract ; 33,47 to 75,67% for sugar; 4,93 to 5,79 for HP, 0,31 to 0,38
meq/kg for acidity and 0,169 to 0,895% for vitamin C. In phenological compounds the
results were: 2,4 to 3,3 mg of galactic acid/100 g of sample. The antioxidant activity as
inhibition percentage of polyphenoloxidase by using extract at concentrations of 10ppm,
100ppm, 1000ppm reported results of 41,64% in the zone of Gatazo, 42,61% in the zone
of Palacio Real, 44,65% in the zone of Nitiluiza in concentration of 100ppm, to 1000
ppm the sample of Chambo and Virgen de Fatima town presented values of 51,88% and
56,02%.

It was concluded that pollen accomplished all the quality parameters established, being a
very complete food with contribution of essential nutritional components such as
vitamins, proteins and other compounds that present pharmacological activity, its

consume is recommended in order to better society health status.
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2013/10/20

61. POLEN DE ABEJA
http://www.med.nyu.edu/content?Chunkl1D=124810
2013/10/20

62. POLEN: PROPIEDADES Y BENEFICIOS
http://misremedios.com/sustancias/polen/
2013/09/19

63. POLEN RECONVERTIDO CRINWAY
http://www.crinway.com/Crinway Cast/El%20Laboratorio.ht
2013/10/20

64. POLINIZACION
http://www.acapicenter.com.pe/servicios.html
2013/10/24

65. POLINIZ@CION
http://polinizacionbio.blogspot.com/2008 11 01 archive.html
2013/11/29



http://salud.univision.com/es/hierbas-y-suplementos-a-z/polen-de-abejas
http://www.med.nyu.edu/content?ChunkIID=124810
http://misremedios.com/sustancias/polen/
http://www.crinway.com/Crinway_Cast/El%20Laboratorio.htm
http://www.acapicenter.com.pe/servicios.html
http://polinizacion-bio.blogspot.com/
http://polinizacionbio.blogspot.com/2008_11_01_archive.html
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66. PRODUCTOS NATURALES

http://revistadsalud.blogspot.com/2013/05/productos-naturales-
2013/09/18

67. PROPIEDADES DEL POLEN

http://www.innatia.com/s/c-propiedades-de-la-miel/a-
2013/10/21

68. RADICALES LIBRES

http://bases.bireme.br/cqibin/wxislind.exe/iah/online/?IsisScrip
2013/12/01

69. RELACION ENTRE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y EL
CONTENIDO DE POLIFENOLES Y FLAVONOIDES DE
EXTRACTOS ETANOLICOS DE POLEN DE DISTINTO
ORIGEN FLORAL

http://www.fcai.uncu.edu.ar/upload/47atc-medina-unse.pdf
2013/12/01

70. TABLA DE CALORIAS

http://books.google.es/books?hl=es&Ir=&id=RWO0zo5c Y48C
2013/11/20



http://revistadsalud.blogspot.com/2013/05/productos-naturales-mi
http://www.innatia.com/s/c-propiedades-de-la-miel/a-propiedades-
http://bases.bireme.br/cgibin/wxislind.exe/iah/online/?IsisScript=i
http://www.fcai.uncu.edu.ar/upload/47atc-medina-unse.pdf
http://books.google.es/books?hl=es&lr=&id=RW0zo5c_Y48C&oi=fnd&pg=PA7&dq=nutriente+definicion&ots=QEchl-HzJ6&sig=giQQZSon95bUBJObWcV-D58llNg#v=onepage&q&f=false
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71. TE CONTAMOS QUE SON LOS NUTRACEUTICOS Y COMO
FUNCIONAN
http://www.revistamaru.com/1547703-sabes-lo-que-son-10s-
2013/12/01

72. VITAMINAS Y ANTIOXIDANTES
http://2011.elmedicointeractivo.com/Documentos/doc/VITAM
2013/11/15



http://www.revistamaru.com/1547703-sabes-lo-que-son-los-superi
http://2011.elmedicointeractivo.com/Documentos/doc/VITAMIN

- 107 -

CAPITULO VIII

8. ANEXOS

ANEXO No. 1 NORMA SALVADORERNA NSO 65.38.01:04
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NORMA NSO 65.38.01:04

SALVADORENA
CONRACYW T

—— —
CONSEND  NACIONAL M@um ¥ TECHDLOG

Calidad del polen de abejas

CORRESPONDENCIA: Esta norma es una adaptacion del Reglamento
Técnico Mercosur Para la Calidad del Polen Apicola.

ICS 65.140 NSO 65.38.01:04

Editada por el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia, CONACYT,
Colonia Meédica, Avenida Dr. Emilio Alvarez, Pasaje Dr. Guillermo
Rodriguez Pacas, # 51, San Salvador, El Salvador, Centro América.
Teléfonos:226- 2800, 225- 6222; Fax. 225-6255; e-mail:
infog@conacyt.gob.sv.

Derechos Reservados
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INFORME

Los Comités Técnicos de Normalizacion del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia,
CONACYT, son los organismos encargados de realizar el estudio de las normas. Estan integrados
por representantes del Sector Productor, Gobierno, Consumidor y Académico.

Con el fin de garantizar un consenso nacional e internacional, los proyectos elaborados por los
Comités se someten a un periodo de consulta pablica durante el cual puede formular observaciones
cualquier persona.

El estudio elaborado fue aprobado como NSO 65.38.01:04, por el Comité Técnico de
Normalizacion de Productos Apicolas. La oficializacion de la norma conlleva la ratificacion

por Junta Directiva y el Acuerdo Ejecutivo del Ministerio de Economia.

Esta norma esta sujeta a permanente revision con el objeto de que responda en todo
momento a las necesidades y exigencias de la técnica moderna. Las solicitudes fundadas
para su revision mereceran la mayor atencion del organismo técnico del Consejo:

Departamento de Normalizacion, Metrologia y Certificacion de la Calidad.

MIEMBROS PARTICIPANTES DEL COMITE 19

Institucién / Empresa

Nombre

Mayra Garcia de Vela MSPAS / Laboratorio de Control de Calidad de Alimentos y Aguas

Edith Concepcion Hernandez MSPAS. Higiene de Alimentos

Roberto Armando Perdomo MAG. DGSVA

José German Vides Apiarios Vides Silva

Sandra Arévalo Direccién de Proteccion al Consumidor, MINEC

Napoledn Edgardo Paz Quevedo  Facultad de Ingenieria Agrondmica, UES

Elisa Pefia de Valiente VAPE S.A. de C.V.

Jaime Diaz Don Alvaro S.A.

Raquelina de Huezo SwissContact / ProEmpresa

Claudia Verdnica Alfaro Laboratorio de Servicios De Quimica Agricola. Universidad
Centroamericana José Simedn Cafas, UCA

Aracely Artiga Machuca Laboratorio de Servicios De Quimica Agricola. Universidad
Centroamericana José Simedn Cafas, UCA

Zoila Isabel de Alarcén Facultad de Quimica y Farmacia, Universidad de El Salvador. UES

Marta Alicia de Portillo Facultad de Quimica y Farmacia, Universidad de El Salvador UES

Evelyn Xiomara Castillo CONACYT
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1. OBJETO

Establecer las caracteristicas y requisitos minimos de calidad que debe tener el polen de
abejas para consumo humano.

2. CAMPO DE APLICACION

La presente norma se refiere al polen de abejas destinado al comercio nacional e
internacional.

3. DEFINICIONES

3.1 Impurezas: son particulas macroscépicas tales como: resto de vegetales, abejas y
otros insectos o partes de ellos, larvas, piedras, metales, excretas de insectos o roedores,
etc.

3.2  Polen de abejas: gameto masculino producido por las anteras de las flores,
colectado y transportado por las abejas, aglutinado con saliva y néctar que el apicultor
recolecta en trampas especiales para este fin.

3.3 Polen de abejas deshidratado: es el producto sometido a un proceso de
deshidratacion a una temperatura no superior a 42 °C y con un contenido de humedad no
superior al 4%

3.4  Polen de abejas en polvo: es el polen seco formado por granulos (menor o igual
a 1 mm de diametro) y polvo de polen procedente de la disgregacion de granulos
mayores separados durante el proceso de secado y limpieza del polen granulado.

3.5  Polen de abejas fresco: es aquel recién recolectado que no ha sido sometido a
procesos de deshidratacion y conservado por congelacion.

3.6  Polen de abejas granulado: comprende granulos entre 1 y 4 mm de diametro,
seleccionados después del proceso de secado y limpieza.

3.7 Polen monocolor: es el polen granulado o en polvo con una coloracion natural
predominante en un minimo del 85%.

3.8  Polen multicolor: es el polen granulado o en polvo, que presenta granulos de
diferente coloracion natural de acuerdo a su origen botanico.
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4. SIMBOLOS Y ABREVIATURAS

Simbolo / Abreviatura

Significado
°C Grado Celsius
% Porcentaje
AOAC Asociacion Oficial de Quimica Analitica
CAC Comision del Codex Alimentarius
ELISA Prueba de inmunoabsorbancia ligada a enzimas
FAO Organizacion Mundial para la Agricultura y la
Alimentacion
HPLC Cromatografia liquida de alta resolucién
ICS Cddigo Internacional Normado
MEq / kg Miliequivalentes por kilogramo
Mm Milimetro
NSO Norma Salvadorefia Obligatorio
NSR Norma Salvadorefia Recomendada
OMS Organizacion Mundial de la Salud
PET Tereftalato de Polietileno
Ppb Partes por billon
UFC/g Unidades Formadoras de Colonias por gramo

S. CLASIFICACION Y DESIGNACION
5.1. CLASIFICACION

Todo polen de abejas, independientemente de su clasificacion, deberd cumplir los
requisitos indicados en el punto 6.2.

5.1.1. Por su contenido de humedad
a) Fresco
b) Deshidratado

5.1.2. Por su presentacion
a) Granulado
b) En polvo

5.1.3. Por su origen geogréafico: detallando el pais, zona, lugar o localidad de donde
haya sido recolectado.

5.1.4. Por su origen botanico: especificando la(s) especie(s) o tipo de vegetacion de
donde procede.

5.1.5. Por su coloracion
a) Monocolor
b) Multicolor
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5.2. DESIGNACION

Podré designarse como Polen de abejas, Polen apicola o Polen, pudiéndose agregar su
clasificacion, segun lo indicado en el punto 5.1, en caracteres no mayores a los de la
palabra “Polen”.

6. COMPOSICION Y REQUISITOS

6.1. COMPOSICION

El polen de abejas esta compuesto de proteinas, lipidos, azlcares, fibra, sales minerales,
aminoécidos, vitaminas, enzimas y flavonoides.

6.2. REQUISITOS
6.2.1. Caracteristicas sensoriales

a) Olor: caracteristico dependiendo de su origen botanico, pudiendo variar de leve a
intenso.

b) Color: puede presentar las siguientes coloraciones: blanco, negro, amarillo, naranja,
rojo, verde y violeta, variando tonalidad conforme su origen botanico.

c) Sabor: puede ser amargo, picante o dulce.
d) Consistencia: el polen granulado debe ser pulverizable al tacto.
6.2.2. Caracteristicas fisico quimicas
a) Humedad
- Polen de abejas fresco: maximo 30%
- Polen de abejas deshidratado: maximo 4%
b) Cenizas: maximo 4% en base seca
c) Acidez Libre: maximo 300 mEq/kg
d) pH:4a6
6.2.3. Aditivos

Se prohibe expresamente la utilizacién de cualquier tipo de aditivos.

6.2.4. Higiene
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El polen debera estar exento de impurezas y no exceder los niveles tolerables para
contaminantes microbiolégicos o residuos toxicos, establecidos en el punto 6.2.5, 6.2.6 y

6.2.7.

Su obtencion y manipulacion deberé realizarse de conformidad con los aspectos
recomendados por la NRS 67.00.241:99 “Codigo de Practicas de Principios Generales de
Higiene de los Alimentos”

6.2.5.

Criterios microbioldgicos

El polen de abejas debe cumplir con las siguientes caracteristicas microbioldgicas:

— Recuentos de colonias aerobias meséfilas (31 + 1 °C): méximo 1 x 10* UFC/g

— Hongos y Levaduras: 3 x 10> UFC/g

— Salmonella sp: ausencia

— Coliformes totales y fecales: ausencia

6.2.6.

Criterios macroscopicos

El producto no debera contener impurezas de cualquier naturaleza.

6.2.7. Residuos
GRUPO DE Limite Maximo| USO EN LA
SUSTANCIAS SUSTANCIAS de Residuo APICULTURA |POSIBLE FUENTE
ANTIBIOTICOS Cloranfenicol No Detectable Antibiotico Productos Veterinarios
Estreptomicina 200 ppb
Sulfonamidas No Detectable
Tetraciclina 100 ppb
Nitrofuranos No Detectable
Otros Antibidticos 100 ppb
PIRETROIDES Flumetrina No Requiere Varroicida Productos Veterinarios
Tau Fluvalinato No Requiere
Aldrin No Detectable Ninguno Agroquimicos
ORGANOCLORAD [alfaBHC No Detectable
0OS DDT No Detectable
Dieldrin No Detectable
Endrin No Detectable
Heptacloro No Detectable
Heptacloro Epoxido No Detectable
Lindano No Detectable
Mirex No Detectable
TDE No Detectable
ORGANOFOSFORADO [Coumaphos 100 ppb Varroicida Productos Veterinarios
Diazon No Detectable Ninguno Agroquimicos
Ethion No Detectable

Malathion

No Detectable
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Methyl Parathion

No Detectable

DERIVADOS DE LA |Ciamizol 1000 ppb Varroicida Productos Veterinarios
TIAZOLIDINA
CLORADO Bromopropilato No Detectable Varroicida Productos Veterinarios
FORMAMIDINA Amitraz 200 ppb Varroicida Productos Veterinarios
ACIDOS ORGANICOS |Acido Férmico No Requiere Varroicida Productos Veterinarios
Acido Lactico No Requiere
Acido Oxalico No Requiere
METALES PESADOS |Mercurio No Detectable Ninguno Contaminacion Ambiental
Plomo No Detectable

6.2.8 Envasado

El polen de abejas se envasara en recipientes con cierre que impida que el producto

absorba humedad. Los envases podran ser de vidrio o pet.

6.2.9 Acondicionamiento

El polen de abejas debe ser embalado con materiales adecuados y mantenerse en
ambiente fresco y seco, que le confieran al producto una proteccion adecuada.

7. MUESTREO

7.1 Planes de muestreo

Se realizara de acuerdo con el procedimiento establecido en la norma del Codex
Alimentarius FAO/OMS. Planes de Muestreo para alimentos Preenvasados (CAC/RM
42-1969) Volumen XIII.

8. METODOS DE ANALISIS

Los parametros correspondientes a los puntos 6.2.2, 6.2.5y 6.2.7 de esta norma, seran
determinados seguln se indica a continuacion:

- Humedad: AOAC, 172 Edicion, 2003

- Cenizas (Minerales): AOAC, 172 Edicion, 2003.

- Acidez libre: AOAC, 172 Edicion, 2003

- pH: AOAC, 172 Edicién, 2003

- Recuentos de colonias aerobias mesofilas: AOAC, Bacteriological Analytical
Manual, 8 Edicion, 1995

- Hongos y Levaduras: AOAC, Bacteriological Analytical Manual, 8 Edicion, 1995

- Salmonella s.p.: AOAC, Bacteriological Analytical Manual, 8 Edicion, 1995

- Coliformes Totales y Fecales: AOAC, Bacteriological Analytical Manual, 82

Edicion, 1995

- Antibioticos: ELISA
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- Piretroides: HPLC

- Organoclorados, Organofosforados, Derivados de la Tiazolidina, Clorado vy
Formamidina: Cromatografia de Gases.

- Metales pesados: Absorcidn atomica.

9. ROTULADO

Se aplicaran los requisitos establecidos en la NSO 67.10.01:03 “Etiquetado General para

Alimentos Preenvasados”. Primera Actualizacion.

Se aplicaran los requisitos establecidos en la NSO 67.10.02:99 “Directrices del Codex

Alimentarius sobre Etiquetado Nutricional”.

La vida atil del producto sera tal que se garantice el cumplimiento de los factores

esenciales de calidad e higiene establecidos en esta norma.

La etiqueta debe incluir la siguiente leyenda: ""Personas alérgicas al polen deben

abstenerse de consumir este producto™.

10. APENDICE
10.1 NORMAS QUE SE DEBEN CONSULTAR
NSO 67.10.01:03 “Etiquetado General para Alimentos Preenvasados”
NSO 67.10.02:99 “Directrices del Codex Alimentarius sobre Etiquetado Nutricional”

NSR 67.00.241:02 “Cdédigo de Practicas de Principios Generales de Higiene de los
Alimentos”

Codex Alimentarius FAO/OMS. Planes de Muestreo para Alimentos Preenvasados
(CAC/RM 1995) Volumen XIlI

11.  CUMPLIMIENTO Y VERIFICACION
Corresponde al Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social, a la Direccién de
Sanidad Vegetal y Animal del Ministerio de Agriculturay Ganaderiay a la Direccién de

Proteccion al Consumidor del Ministerio de Economia, velar por el cumplimiento de esta
norma obligatoria.

- FIN DE LA NORMA-
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ANEXO No. 2 CROMATOGRAMA DEL ESTANDAR DE VITAMINA C.

Component Retention Area Height External | Units
3.000 90,6710 10,777 0.0000
906710 10,0000

ANEXO No. 3 CROMATOGRAMA DE VITAMINA C EN LA MUESTRA DE POLEN DE LA ZONA DE
GATAZO.

Fietention Area Height Exnternal
0816 389,4950 15,967 0,0000

Component

1,650 52170 0,840 0,0000
1.833 37.5035 5.733 0.0000
2,366 193,5820 21129 0,0000
2116 1226326 0,802 0,0000

EEE 4303560 32,91 00000
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ANEXO No. 4 CROMATOGRAMA DE VITAMINA C EN LA MUESTRA DE POLEN DE LA ZONA DE
PALACIO REAL.

Component Fietention Enternal |_Units
- 0.050 51125 0171 0.0000
1,650 60165 0,907 0,0000
1,833 25,0635 3515 0,0000
2,350 231 6260 25,203 0.0000
2.083 7.9770 1.322 0.0000
0,0000

ANEXO No. 5 CROMATOGRAMA DE VITAMINA C EN LA MUESTRA DE POLEN DE LA ZONA DE
NITILUIZA.

Component Retention frea Height Extemal | Units
. 1,183 56185 0,842 0,0000

1,366 34,5460 5.285 0.0000

1.883 94,3020 10,157 0.0000

2483 18,3260 1578 0.0000

3133 4312985 42875 0.0000

4783 4E 9280 2748 0,0000
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ANEXO No. 6 CROMATOGRAMA DE VITAMINA C EN LA MUESTRA DE POLEN DE LA ZONA DE
CHAMBO.

Component Retention External | Units
- 0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0,0000

ANEXO No. 7 CROMATOGRAMA DE VITAMINA C EN LA MUESTRA DE POLEN DE LA ZONA DE LA
PARROQUIA VIRGEN DE FATIMA.

Retention Alea

Extemnal | Units
0.200 1027080 4.056 0.0000
1.633 17.0410 2.704 0.0000

Component

1833 26,8810 3,990 0,0000
2,350 376.6340 43,652 0.0000
3.083 61.2100 24908 0.0000
3600 787.3320 79.556 0,0000

4150 185540 1.833 00000
55 2660 0.0000
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ANEXO No. 8 CROMATOGRAMAS DEL BARRIDO DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS DEL POLEN
DE LAS 5 ZONAS: GATAZO, PALACIO REAL, NITILUIZA, CHAMBO Y LA PARROQUIA

VIRGEN DE FATIMA A UNA LONGITUD DE ONDA DE 200 A 600 nm.

GATAZO
HENIOSE ESPECTROFOTOMETRO UU-VISIBLE v4.6@ FAGI. 1
FECHA: 14/11-13  SERIE No:14@113 ID :
HORA :11:29:12  OPERARIC :
TIPO BARR:INIELIGEN VELOC: NORMAL INT DRTO:1.8nm
LIN BASE:USUARIO ANCHOBANDA :2.8nm CAMBIAR LAMP:325nm
SUAVIZANDO: HMEDRIO
PICOS
1 2 3 4 5 7 8 9 18
anm 246.8 252.8 264.8 275.0 282.0 289.8 296.0 302.0 399.8 366.8
ABS 3.863 3.846 2.847 3.689 2,715 3.753 3.789 3.574 3.518 3.483
3.988 T i
Jigs a7
h j 4 f "‘ ’
S g
/ ] @ 18
. W I
3.568 ! SN l
i".il 1 Ell '}
3 | 2
f |
! l‘ T J.-'_‘-* ! !
i (R
!It l‘ ‘_Iil' W’
".,'!
3.000 !
{
ABS ; ‘
!
|
|
! y
2.588 [ 3 f -
. !
) I I I
258, 8 306.98 158.8 460.0
LONMGIT ONDA

2.284 l
290 .8
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PALACIO REAL
1

PaGI.

HEXIOEP ESPECTROFOTOMETRO UV-UISIBLE v4.68
D H

FECHA: 14711713 SERIE HMNo:148113
OPERARRIOQ :

INT DATOI1.08nmw
CAMBIAR LAMP:323n#8

HORA 111:33:40
VELOCINORMAL
AMNCHOEANDA: 2. 8nwm

TIPO BARR: INTELIGEH
o

LIN BARE!USUARIO
SUAVIZANDO! HWEDIO
FICOS
4 9 6 7 a8
»nm 243.8 256.8 Z264.6 274.8 27Y9.08 28B6.8 298.06 364.8 312.0 365.9

ia

1 2 3
ABRS 3.823 2.921 2.829 3.834 3.784 3.761 3.787 2.686 3.536 3.463

3.968
-/

3,588

-

R
.
=
e
-

3.86e [ i
|

aRE
!

358. 0

|

2.506a
|
306.4

480 . 9

i
2.283
200.8 259.8
LONGIT ONDA
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NITILUIZA

PAGI. 1

HEXIOSE ESPECTROFOTOMETRC UU-VISIBLE v4.608
SERIE No:148113 ID :

FECHA:14/11/13
OPERARIO :
INT DATO!1.6nm
CAMBIAR LAMP:325nm

HORA 111:36:52
TIPO BARR: INTELIGEM VELOC: HORMAL
LIN BASE:USUARIO ANCHOBANDA: 2. Bnm
SUAVIZANDO. HMEDIQO
FICOS
1 2 2 4 b 6 7 8 9 18
Anm 248.8 258.6 277.0 286.06 389.8 31i6.8 322.8 337.8 348.8 3606.8
GRS 2.846 3.884 3.728 3.763 3.537 3.468 3.414 3.176 32.283 3.516
3.932 T T i
1N
'.r“'q;-:_?’ /Izl.'_'-,... 3 ':4
~ A
i
l|' k T, 3 18
! ) 6
3.588 — l-"I ‘ WA "5" J 7 —
! Y !
j K& 9 f K
l;" ! ] | \\
/ g A
f \ i K/ \
|I ' v I
|'l I f W !
! | I’
/ -
3.008 .'f , . . .
’n'
ABS f I
l‘ ¥
| ,.r’
{ /
| /
F
2.988 [ } f %]
|
2.236 ] | |
25@.8 360.6 3568.8 4808 .8
LONGIT ONDA

288.8
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CHAMBO

PAGI. 1

HENI OB ESPECTROFOTOMETRO UV-UIRIBLE vd. 60

SERIE No:14@113 ID

OFERARIO

VELOC: NORMAL
RNCHOBRNDR:Z.Bﬂn

FECHA:14/11 /13
HORA :11:48:1p

TIiPO BARR: INTELIGEN
LIN BASE:USUARIO
SUAVIZANDO: MEDIO

INT DATO:1.8nm
CAMEIAR LAMF: 325nm

PICos

ABE 3.899 3.888
3.946 ] 3 I ;
.»'IT'I A.“',A \
Fﬂwf & fL' J4 5
.-r: - 'l‘ x,,f “'.!'.-'(. "" ,!’{
,I' : = 1l
/ \ L 69
/ vk
/ Wiog ‘ 1@ s
3.580 L 9
7 Nk
/ } |
i | P
1" &) ! ’LH { vy
',' ',I ‘ A Jl'l /
.’l
l"'I "'l_,"l
!
l‘l o
3. 000 /
ARBS f
/ ,
| /
| i
|
H
2.500 { { —1
&.281 I L {
258.6 386.06 358.8 40G6. 8
LONGIT ONDA

208.09
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PARROQUIA VIRGEN DE FATIMA

PaGcl. 1

HEXIOER ESPECTROFOTOMETRO HU-UISIEBLE vd,.608
SERIE No:1480113 Ip :

FECHA:14/11713
OFPERARIO
VELOC: NORMAL

HORA :11:44:44
TIFO BARR:INTELIGEN
LIN BASE:!USUARIO AMCHOBANDA: 2. Bnm
SUAVIZANDO! MEDIO

PICOS
3 6 7 8 o ia

i a 3 4
»nm 246.8 255.08 264.8 273.8 286.08 288.09 295.0 314.0 364.08 369.0
ABS 3.868 3.886 3.84% 3.848 32.832 3.718 3.769 3.549%9 3.472 3.4896

INT DATO:1.8nm
CAMBIAR LAMP:3225nm

3.932
."’:T\”'-f{{r“n T, N 4
|'.—" i 2|'|, ,l'l %"-._ _,l}‘ 1 _f{ Iﬁl e
i - : ) ,-J‘- l
'| I e B .
/ E 8
i =W | 910
= ,"" "1 l J
3.500 / | i
{ A !
'I ,\ '|I
]
Il fi\ _‘_l'
;"{ ll J X '__j,.f
- 28]
! )
| LY
3.000 |/ g
]
}
ABS )
|
|
|
|
2.508 — | o
|
2.290 I I !
250.0 300.0 350.0 400 . 6
LONGIT ONDA

208.0
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95,00 % PARA EL PORCENTAJE DE HUMEDAD.

ANEXO No. 9 ANALISIS ESTADISTICO DEL CONTROL DE CALIDAD DEL POLEN DE LAS 5 ZONAS
APICOLAS.

CUADRO No0.13 ANOVA Y TEST DE TUKEY A NIVEL DE SIGNIFICANCIA DE 0,05 Y CONFIANZA DEL

ANOVA
PORCENTAJE HUMEDAD
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 18,508 4 4,627 191,731 ,000
Intra-grupos ,241 10 ,024
Total 18,750 14

PORCENTAJE HUMEDAD

HSD de Tukey®

Subconjunto para alfa = 0.05
MUESTRAS 1 2 3
CHAMBO 3 6,6900
GATAZO 3 7,0267 7,0267
PAL. REAL 3 7,1267
NITILUIZA 3 7,1800
VIRGEN DE FAT. 3 9,7500
Sig. ,133 747 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3,000.

95,00 % PARA EL PORCENTAJE DE CENIZAS.

CUADRO No. 14 ANOVA Y TEST DE TUKEY A NIVEL DE SIGNIFICANCIA DE 0,05 Y CONFIANZA DEL

ANOVA
PORCENTAJE DE CENIZAS
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 1,799 4 ,450 269,830 ,000
Intra-grupos ,017 10 ,002
Total 1,816 14
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PORCENTAJE DE CENIZAS

Subconjunto para alfa = 0.05
MUESTRAS N 1 2 3 4
VIRGEN DE FAT. 3 2,7000
NITILUIZA 3 2,8767
GATAZO 3 3,3700
CHAMBO 3 3,4000
PAL. REAL 3 3,6200
Sig. 1,000 1,000 ,891 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3,000.

95,00 % PARA EL PORCENTAJE DE PROTEINA.

CUADRO No. 15 ANOVA Y TEST DE TUKEY A NIVEL DE SIGNIFICANCIA DE 0,05 Y CONFIANZA DEL

ANOVA
PORCENTAJE DE PROTEINA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 18,759 4 4,690 17,864 ,000
Intra-grupos 2,625 10 ,263
Total 21,384 14

PORCENTAJE DE PROTEINA
HSD de Tukey®

Subconjunto para alfa = 0.05
MUESTRAS N 1 2 3
VIRGEN DE FAT. 3 23,9300
CHAMBO 3 24,9600 24,9600
NITILUIZA 3 25,3100
GATAZO 3 26,3100 26,3100
PAL. REAL 3 27,1767
Sig. ,176 ,055 ,302

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3,000.
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95,00 % PARA EL PORCENTAJE DE GRASA.

CUADRO No. 16 ANOVA Y TEST DE TUKEY A NIVEL DE SIGNIFICANCIA DE 0,05 Y CONFIANZA DEL

ANOVA
PORCENTAJE DE GRASA
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Inter-grupos 7,807 4 1,952 294,826 ,000
Intra-grupos ,066 10 ,007
Total 7,873 14
PORCENTAJE DE GRASA
HSD de Tukey®
Subconjunto para alfa = 0.05
MUESTRAS N 1 2 3 4
NITILUIZA 3 1,4400
GATAZO 3 1,8367
PAL. REAL 3 1,8600
CHAMBO 3 2,5167
VIRGEN DE FAT. 3 3,4967
Sig. 1,000 ,996 1,000 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media armdénica = 3,000.

CUADRO No. 17 ANOVA Y TEST DE TUKEY A NIVEL DE SIGNIFICANCIA DE 0,05 Y CONFIANZA DEL
95,00 % PARA EL PORCENTAJE DE FIBRA.

ANOVA
PORCENTAJE DE FIBRA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 19,324 4 4,831 24,902 ,000
Intra-grupos 1,940 10 ,194
Total 21,264 14
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PORCENTAJE DE FIBRA
HSD de Tukey®

Subconjunto para alfa = 0.05
MUESTRAS N 1 2 3
GATAZO 3 2,3667
PAL. REAL 3 3,6000
NITILUIZA 3 3,7667
CHAMBO 3 5,2000
VIRGEN DE FAT. 3 5,4667
Sig. 1,000 ,989 ,941

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3,000.

CUADRO No. 18 ANOVA Y TEST DE TUKEY A NIVEL DE SIGNIFICANCIA DE 0,05 Y CONFIANZA DEL
95,00 % PARA EL PORCENTAJE DE AZUCARES.

ANOVA
PORCENTAJE DE AZUCARES
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 4418,812 4 1104,703 331,604 ,000
Intra-grupos 33,314 10 3,331
Total 4452,126 14
PORCENTAJE DE AZUCARES
HSD de Tukey®
Subconjunto para alfa = 0.05
MUESTRAS N 1 2 3 4
CHAMBO 3 33,4667
VIRGEN DE FAT. 3 34,7633
GATAZO 3 60,9167
PAL. REAL 3 66,8267
NITILUIZA 3 75,6667
Sig. ,902 1,000 1,000 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media armoénica = 3,000.
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CUADRO No. 19 ANOVA Y TEST DE TUKEY A NIVEL DE SIGNIFICANCIA DE 0,05 Y CONFIANZA DEL

ANOVA
pH
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Inter-grupos 2,054 4 ,513 43,002 ,000
Intra-grupos , 119 10 ,012
Total 2,173 14
pH
HSD de Tukey®
Subconjunto para alfa = 0.05
MUESTRAS N 1 2
GATAZO 3 4,9267
PAL. REAL 3 5,0067
NITILUIZA 3 5,0500
CHAMBO 3 5,7000
VIRGEN DE FAT. 3 5,7867
Sig. ,651 ,862

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3,000.

CUADRO No. 20 ANOVA Y TEST DE TUKEY A NIVEL DE SIGNIFICANCIA DE 0,05 Y CONFIANZA DEL
95,00 % PARA LA ACIDEZ.

ANOVA
ACIDEZ
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos ,011 4 ,003 4,759 ,021
Intra-grupos ,006 10 ,001
Total ,017 14
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ACIDEZ

HSD de Tukey®
Subconjunto para alfa = 0.05

MUESTRAS N 1 2
VIRGEN DE FAT. 3 ,3067
PAL. REAL 3 ,3067
NITILUIZA 3 ,3200 ,3200
GATAZO 3 3267 ,3267
CHAMBO 3 ,3800
Sig. 842 072

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3,000.

95,00 % PARA EL PORCENTAJE DE VITAMINA C.

ANOVA
PORCENTAJE VITAMINAC
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 1,158 4 ,289 67,873 ,000
Intra-grupos ,043 10 ,004
Total 1,200 14

HSD de Tukey®

PORCENTAJE VITAMINAC

Subconjunto para alfa = 0.05

MUESTRAS N 1 2 3
GATAZO 3 ,1693

CHAMBO 3 ,1960

PAL. REAL 3 ,2890

NITILUIZA 3 ,5937

VIRGEN DE FAT. 3 ,8953
Sig. ,239 1,000 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3,000.
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ANOVA
PORCENTAJE CEN.SOL.H20
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Inter-grupos 3,557 4 ,889 35,184 ,000
Intra-grupos ,253 10 ,025
Total 3,810 14

CUADRO No. 23 ANOVA Y TEST DE TUKEY A NIVEL DE SIGNIFICANCIA DE 0,05 Y CONFIANZA DEL

HSD de Tukey®

PORCENTAJE CEN.SOL.H20

MUESTRAS

Subconjunto para alfa = 0.05

1

2

3

PAL. REAL
NITILUIZA
GATAZO
VIRGEN DE FAT.
CHAMBO

Sig.

W W w w w

,7100

1,000

1,1867
1,2200

,999

1,7367
2,1200
,084

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3,000.

95,00 % PARA EL PORCENTAJE DE CENIZAS INSOLUBLES EN HCL.

ANOVA
PORCENTAJE CEN.INSOL.HCL
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 10,291 4 2,573 17,902 ,000
Intra-grupos 1,437 10 ,144
Total 11,728 14




-131 -

PORCENTAJE CEN.INSOL.HCL
HSD de Tukey®

Subconjunto para alfa = 0.05
MUESTRAS N 1 2 3
VIRGEN DE FAT. 3 ,2467
CHAMBO 3 4167 4167
NITILUIZA 3 ,8667 ,8667
GATAZO 3 1,3967
PAL. REAL 3 2,5467
Sig. ,330 ,061 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3,000.

ANEXO No. 10 ELABORACION DE LA CURVA DE CALIBRACION DE RUUTINA COMO PATRON
PARA LA CUANTIFICACION DE FLAVONOIDES TOTALES.

CUADRO No. 24 CURVA DE CALIBRACION PARA LA QUANTIFICACION DE FLAVONOIDES
TOTALES USANDO RUTINA COMO PATRON EN CONCENTRACIONES DE 20, 40,
60, 80 Y 100 PPM.

Concentracién (ppm) Absorbancia a 510 nm
20 0,222
40 0,435
60 0,647
80 0,86
100 1,073

FUENTE: LABORATORIO DE QUIMICA INSTRUMENTAL. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. SEPTIEMBRE DEL 2013.
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GRAFICO No. 21 CURVA DE ABSORBANCIA VS CONCENTRACION DE RUTINA EN
CONCENTRACIONES DE 20, 40, 60, 80 Y 100 PPM, PARA LA
CUANTIFICACION DE FLAVONOIDES TOTALES.

FUENTE: LABORATORIO DE QUIMICA INSTRUMENTAL. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. SEPTIEMBRE DEL 2013.

ANEXO No. 11 ELABQRACION DE LAS CURVAS DE CALIBRACION DE AQIDO GALICO COMO
PATRON PARA LA CUANTIFICACION DE COMPUESTOS FENOLICOS.

CUADRO No. 25 CURVA DE CALIBRACION PARA LA CUANTI'FICACION DE COMPUESTOS
FENOLICOS TOTALES USANDO ACIDO GALICO COMO PATRON EN
CONCENTRACIONES DE 500, 800, 1 100, 1 400, 1 700 Y 2 000 PPM.

Concentracion (ppm) Absorbancia a 765 nm
500 0,558
800 0,819
1100 1,055
1400 1,287
1700 1,476

2000 1,735

FUENTE: LABORATORIO DE QUIMICA INSTRUMENTAL. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. JULIO DEL 2013.
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GRAFICO No. 22 CURVA DE ABSORBANCIA VS CONCENTRACION DE ACIDO GALICO EN
CONCENTRACIONES DE 500, 800, 1 100, 1 400, 1 700 Y 2 000 PPM PARA LA
CUANTIFICACION DE COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES.

FUENTE: LABORATORIO DE QUIMICA INSTRUMENTAL. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. JULIO DEL 2013.

12 ANALISIS ESTADiSTICO DE LA CONCENTRAQION DE FLAVONOIDES Y
COMPUESTOS FENOLICOS. PROGRAMA ESTADISTICO SPSS 19. SOFTWARE
LIBRE.

ANEXO No.

CUADRO No. 26 ANOVA Y TEST DE TUKEY A NIVEL DE SIGNIFICANCIA DE 0,05 Y CONFIANZA DEL
95,00 % PARA LA CONCENTRACION DE FLAVONOIDES.

ANOVA
PORCENTAJE FLAVONOIDES
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 747,365 4 186,841 1237,359 ,000
Intra-grupos 1,510 10 , 151
Total 748,875 14
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PORCENTAJE FLAVONOIDES

MUESTRAS

Subconjunto para alfa = 0.05

1

2

3

4

GATAZO
NITILUIZA

PAL. REAL
CHAMBO
VIRGEN DE FAT.
Sig.

31,4833

1,000

44,2467

1,000

45,8533

1,000

48,5600

1,000

52,3300
1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3,000.

CUADRO No. 27 ANOVA Y TEST DE TUKEY A NIVEL DE SIGNIFICANCIA DE 0,05 Y CONFIANZA DEL
95,00 % PARA LA CONCENTRACION DE COMPUESTOS FENOLICOS.

ANOVA
PORCENTAJE FENOLES
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 1501193,333 4 375298,333 37529,833 ,000
Intra-grupos 100,000 10 10,000
Total 1501293,333 14
PORCENTAJE FENOLES
HSD de Tukey®
Subconjunto para alfa = 0.05
MUESTRAS N 1 2 3 4 5
VIRGEN DE FAT. 3 2384,0467
PAL. REAL 3 2519,8800
CHAMBO 3 2594,4633
GATAZO 3 2819,0467
NITILUIZA 3 3287,3800
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3,000.
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ANEXO No. 13 ANALISIS ESTADISTICO PARA EL PORCENTAJE DE INHIBICION DE LOS
EXTRACTOS A CONCENTRACIONES DE 10, 100 Y 1 000 ppm. PROGRAMA
ESTADISTICO SPSS 19. SOFTWARE LIBRE.

CUADRO No. 28 ANOVA Y TEST DE TUKEY Y A NIVEL DE SIGNIFICANCIA DEL 0,05 Y CONFIANZA
DEL 95,00 % PARA EL PORCENTAJE DE INHIBICION DE LOS EXTRACTOS A
CONCENTRACION DE 10 ppm.

ANOVA
PORCENTAJE ANTIOX.10PPM
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Inter-grupos 276,450 4 69,112 48,963 ,000
Intra-grupos 14,115 10 1,412
Total 290,565 14

PORCENTAJE ANTIOX.10PPM
HSD de Tukey®

Subconjunto para alfa = 0.05
MUESTRAS N 1 2 3
GATAZO 3 37,3433
PAL. REAL 3 42,0233
NITILUIZA 3 42,8600
VIRGEN DE FAT. 3 48,6200
CHAMBO 3 48,6200
Sig. 1,000 ,904 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3,000.

CUADRO No. 29 ANOVA Y TEST DE TUKEY Y A NIVEL DE SIGNIFICANCIA DEL 0,05 Y CONFIANZA
DEL 95,00 % PARA EL PORCENTAJE DE INHIBICION DE LOS EXTRACTOS A
CONCENTRACION DE 100 ppm.

ANOVA
PORCENTAJE ANTIOX.100PPM
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 249,763 4 62,441 11,159 ,001
Intra-grupos 55,956 10 5,596
Total 305,719 14
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PORCENTAJE ANTIOX.100PPM
HSD de Tukey®

Subconjunto para alfa = 0.05
MUESTRAS N 1 2 3
GATAZO 3 41,6433
PAL. REAL 3 42,6067
NITILUIZA 3 44,6100 44,6100
CHAMBO 3 50,1667 | 50,1667
VIRGEN DE FAT. 3 51,7967
Sig. ,564 ,095 ,911

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3,000.

CUADRO No. 30 ANOVA Y TEST DE TUKEY Y A NIVEL DE SIGNIFICANCIA DEL 0,05 Y CONFIANZA
DEL 95,00 % PARA EL PORCENTAJE DE INHIBICION DE LOS EXTRACTOS A
CONCENTRACION DE 1000 ppm.

ANOVA
PORCENTAJE ANTIOX.1000PPM
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 1082,942 4 270,736 13,219 ,001
Intra-grupos 204,814 10 20,481
Total 1287,756 14

PORCENTAJE ANTIOX.1000PPM
HSD de Tukey®

Subconjunto para alfa = 0.05
MUESTRAS N 1 2 3
PAL. REAL 3| 32,1233
GATAZO 3| 40,7700 40,7700
NITILUIZA 3 41,8933 41,8933
CHAMBO 3 51,8800 51,8800
VIRGEN DE FAT. 3 56,0167
Sig. ,135 ,078 ,793

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3,000.
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ANEXO No. 14. RECOLECCION DE LAS MATERIAS PRIMAS.

RECOLECCION

FOTOGRAFIA No. 5 RECOLECCION DE LAS MUESTRAS DE POLEN

ANEXO No. 15. CONTROL DE CALIDAD DE LAS MUESTRAS DE POLEN.

HUMEDAD

FOTOGRAFIA No. 6 DETERMINACION DE HUMEDAD
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CENIZAS

- £ O
cinRan”

FOTOGRAFIA No. 7 DETERMINACION DE CENIZAS

PROTEINA

FOTOGRAFIA No. 8 DETERMINACION DE PROTEINA

GRASA
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FOTOGRAFIA No. 9 DETERMINACION DE GRASA

FIBRA

FOTOGRAFIA No. 10 DETERMINACION DE FIBRA
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AZUCARES REDUCTORES

FOTOGRAFIA No. 11 DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES

pHY ACIDEZ

FOTOGRAFIA No. 12 DETERMINACION DE pH'Y ACIDEZ

VITAMINA C

FOTOGRAFIA No. 13 DETERMINACION DE VITAMINA C
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ANEXO No. 16 CONTROL DE CALIDAD DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS.

CENIZAS SOLUBLES EN AGUA

FOTOGRAFIA No. 14 DETERMINACION DE CENIZAS SOLUBLES EN AGUA

CENIZAS INSOLUBLES EN HCL

FOTOGRAFIA No. 15 DETERMINACION DE CENIZAS INSOLUBLES EN HCL

EXTRACTOS ETANOLICOS

FOTOGRAFIA No. 16 PREPARACION DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS
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INDICE DE REFRACCION, pH Y DENSIDAD RELATIVA

INDICE DE REFRACCION PH DENSIDAD RELATIVA

FOTOGRAFIA No. 17 DETERMINACION DE IR, pH Y DENSIDAD RELATIVA

ANEXO No. 17 TAMIZAJE FITOQUIMICO DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS.

TAMIZAJE FITOQUIMICO

CATEQUINAS

SHINODA AICI3
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= B

DRAGENDORFF ESPUMA (NEGATIVA)

ANTOCIANIDINAS

FOTOGRAFIA No. 18 ENSAYOS REALIZADOS PARA LA IDENTIFICACION DE METABOLITOS
SECUNDARIOS EN LOS EXTRACTOS

ANEXO No. 18 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS.
CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

FOTOGRAFIA No. 19 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DE LOS EXTRACTOS
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ANEXO No. 19 CUANTIFICACION DE COMPUESTOS FENOLICOS Y FLAVONOIDES TOTALES.

CUANTIFICACION DE COMPUESTOS FENOLICOS Y FLAVONOIDES

i

| WIE

'

-

~a )

PREPARACION DE LAS MUESTRAS ENSAYO DE FOLIN-CIOCALTEAU

PATRON DE ACIDO GALICO PARA
LA CURVA DE CALIBRACION

PATRON DE RUTINAPARALA  ecbolb e 61N 00 nm pARA
CURVA DE CALIBRACION AIC
3

FOTOGRAFIA No. 20 METODO DE FOLIN-CIOCALTEAU Y AICls.
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ANEXO No. 20 EXTRACCION DE LA ENZIMA PPO.

EXTRACCION DE LA ENZIMA DE LA POLIFENOLOXIDASA
o ¥ '

FILTRADO DEL EXTRACTO REFRIGERACION A -6°C

FOTOGRAFIA No. 21 OBTENCION DE LA ENZIMA DE LA PPO
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ANEXO No. 21 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE.

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

DILUCIONES A 10, 100 Y 1000 ppm LECTURA EN EL UV

MEDICION A 420 nm
FOTOGRAFIA No. 22 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE




