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1.- Introduccion






El polen es conocido por el hombre desde la antiguedad como
alimento potencial (SAENZ, 1978). Por su contenido en proteinas, hidratos
de carbono, lipidos, minerales y vitaminas, representa la fuente
insustituible de la alimentacién de las larvas y abejas jévenes, siendo
indispensable para su crecimiento.

Esta interesante composicibn permite asegurar su uso en Ia
alimentacion humana ya que ademds de lo mencionado anteriormente
posee 20 de los 22 aminoicidos de nuestras proteinas (PERIS, 1984).

En la actualidad existe una tendencia generalizada hacia el uso de
productos naturales, por lo que el polen es cada vez m4s apreciado con
objeto de paliar las carencias de nuestra alimentacion actual.

Este producto no se menciona en el Cédigo Alimentario Espaiiol
(1967) citandose desde 1976 dentro de la Reglamentacién Técnico Sanitaria
sobre preparados alimenticios para regimenes dietéticos y/o especiales
(BOE, 1976). Figura registrado, por una parte como polen de flores en
productos de parafarmacia en el apartado de regimenes tradicionales y por
otra, como especialidad farmacéutica (desde 1987) dentro de los urolégicos
en forma de comprimidos, conteniendo las fracciones oleosoluble e

hidrosoluble del polen.
1.1.- DEFINICION

El polen como término botdnico proviene del latin "pollen-inis" que
significa "polvo muy fino" y fué usado por LINNE e incorporado al
castellano por CAVANILLES (SAENZ, 1978).

Al no disponer de definiciones legales, tomaremos de algunos
autores el concepto de este alimento. Seglin PERIS (1984) "el polen apicola

es el resultado de la aglutinacién del polen de las flores efectuado por las



abejas pecoreadoras mediante néctar y sus propias sustancias salivares, que
el hombre utiliza tras su recoleccién en los "cazapodlenes" y subsiguiente
elaboracion (desecacion, limpieza y envasado)'. A diferencia del polen

floral, que es el recogido a mano directamente de la planta.

1.2.-ESTRUCTURA

El grano de polen se forma en la antera (6rgano masculino de la
flor) cuyo interior esti tapizado por un tejido que produce las células
madres. Estas poseen un nucleo diploide voluminoso que sufrird dos
divisiones sucesivas, para producir cuatro células con nucleos haploides
que darin luego cuatro esporas, que en las espermatofitas evolucionarin a
granos de polen. Estas cuatro células forman una tétrada que se disociard
generalmente a la madurez del polen. La posiciéon del grano en la tétrada,
le confiere caracteres permanentes. Al madurar el polen, se rompe el
tejido que lo encierra y queda libre (DUPRE, 1979).

El grano de polen estd dotado de una cubierta resistente llamada
esporodermis, que preserva el protoplasto o foévila de su posible
destrucciéon en caso de condiciones adversas. Esta membrana protectora
esti formada por dos paredes: la mds interna recibe el nombre de intina y

la mds externa es la exina (Véase Figura 1).

PAREDES CAPAS ESTRATOS

TECTUM
SEXINA
EXINA ECTEXINA{INFRATECTUM
8ASE
ENDEXINA

NEXINA

INTINA

H~TDMOO DO VLM

FIGURA 1.- Estructura de las cubiertas del grano de polen (SAENZ 1978)



La intina es una cubierta simple y continua, que limita con la
célula polinica. Tiene una funcién protectora complementaria de la exina,
especialmente cuando esta capa presenta grietas, poros, etc... Se destruye
con facilidad, llegando en el polen fésil o acetolizado a desaparecer
completamente. Por otra parte la exina, capa mds externa del grano que
rodea a la intina, presenta una cubierta compleja y discontinua y una
resistencia a la destrucciéon de las mayores del reino vegetal, siendo
unicamente degradada por agentes oxidantes fuertes como el 4cido
crémico.

El compuesto quimico fundamental de la exina es:la esporopolenina
y segin BROOKS y SHAW (1968 a y b) se forma por polimerizacién
oxidativa de carotenos y ésteres de carotenos en proporciones variables
(SAENZ, 1978).

La exina estd formada por dos capas llamadas respectivamente, de
dentro a fuera, endexina y ectexina, segin términos de FAEGRI (1956).
Sin embargo, ERDTMAN (1952) distingue dentro de la exina dos capas
diferenciables s6lo morfolégicamente: nexina (interna) y sexina (externa).
El término nexina proviene de n-exina (no estructurada-exina) y por el
contrario el término sexina, proviene de s-exina (estructurada-exina).
Siendo la diferencia fundamental entre ambas nomenclaturas que en el
‘primer caso, las capas ectexina-endexina son diferenciables quimicamente,
mientras que la sexina-nexina s6lo lo son por su morfologia. En los
ultimos afios se ha acordado utilizar preferentemente la nomenclatura de
FAEGRI (1956) por corresponderse a una constitucién mas real de la
exina.

Asi, la endexina tiene una estructura lisa y homogénea mientras
que la ectexina puede presentar elementos esculturales que permiten la

identificaciéon de los péOlenes. Esta Gltima consta de tres niveles distintos: el



téctum (techo) con un relieve supratectal, el infratéctum (con columnelas) y
la base (suelo). El mas externo o téctum reposa sobre las columnelas del
infratéctum, que a su vez descansan sobre la base.

La esporodermis de los granos de polen, en general presenta unas
zonas de adelgazamiento o rotura, llamadas aperturas que corresponden a
posibles puntos de salida de tubo polinico (SAENZ, 1978).

1.3.- PLANTAS POLINIFERAS

Bajo el epigrafe de "plantas poliniferas” se presentan aquellas
plantas que despiden polen en grandes proporciones y que por el contrario,
secretan néctar en pequeia cantidad. La produccién y riqueza del polen, al
igual que del néctar, varia con la clase de planta, asi como, con las
condiciones ambientales a que se encuentre sometida (humedad del suelo y
atmosférica, temperatura, luz, etc.).

A continuaciéon se recogen las principales especies botinicas que
estan presentes en el polen apicola, segiin los datos obtenidos por diversos
autores, entre los que figuran: BATTAGLINI y BOSSI (1968), ROOT
(1976), McGREGOR (1979), COBO (1984), GOMEZ (1984), GOZALBEZ
(1984), SERRA, GOMEZ y GONELL (1985), vy PEREZ, GOMEZ vy
MOLINS (1987).

Aceraceae: Acer sp.
Amaryllydaceae: Narcissus sp.
Araliaceae: Hedera helix L.



Betulaceae:

Borraginaceae:

Campanulaceae:

Caprifoliaceae:

Caryophyllaceae:

Cistaceae:

Alnus sp.
Betula sp.

Anchusa sp.

Borrago officinalis L.
Echium vulgare L.
E. plantagineum L.
Heliotropium sp.
Lythospermum sp.
Myosotis sp.

Campanula sp.

Lonicera sp.

Sambucus sp.

Lychnis sp.
Stellaria sp.

Cistus albidus L.
C. clusii Dunal.

C. ladaniferus L.
C. laurifolius L.

C. monspeliensis L.
C. populifolius L.

C. salvifolius L.

Halemium viscosum (Wilk) P. Silva.

Helianthemum lavandulifolium (Link) DC.



Compositae:

Convolvulaceae:

Crasulaceae:

Cruciferae:

Cucurbitaceae:

Ericaceae:

H. asperum Lag ex Dunal.

H. cinereum (cev) Pers.

Tipo C (Centaurea cyanus L.)

Tipo H (Helianthus annus L.)

Tipo J (Centaurea jacea L.)

Tipo S (Serratula sp., Carduus sp., Cirsium sp.)

Tipo T (Taraxacum dens-leonis Desf.)

Convolvulus arvensis L.

Sedum sp.

Brassica sp.

Diplotaxis erucoides L.

D. virgata (Cav) DC.
Raphanus raphanistrum L.
Sinapis arvensis L.

Sisymbrium sp.

Cucurbita sp.

Arbutus unedo L.
Calluna vulgaris L.
Daboecia sp.

Erica arborea L.
E. australis L.

E. lusitanica Rodolphi



E. umbelata L.

Vaccinium myrtillus L.,

Euphorbiaceae: Euphorbia sp.

Fagaceae: Castanea sativa Miller
Corylus avellana L.
Fagus sylvatica L.
Quercus ilex L.

Q. rotundifolia Lam.

Gramineae: Tipo cereal (40-60micras)
Graminea sp. (< 40micras)

Secale cereale L.

Zea mays L.
Gutiferae: Hypericum sp.
Labiateae: Tipo L (Lamium sp. Lavandula stoechas L.)

Tipo M (Mentha sp.)
Rosmarinus officinalis L.

Tipo S (Salvia sp.), Thymus vulgaris L.

Leguminosae Lotus sp
Tipo G (Genista sp., Ulex sp.)
Tip6 M (Ononis sp., Melilotus sp.)
Tipo O (Onobrychis sp., Hedisarum sp.)
Tipo R (Robinia pseudoacacia sp., Medicago sp.)



Tipo T (Trifolium sp.)
Tipo V (Vicia sp., Phaseolus sp., Pisum sp.)

Liliaceae: Allium sp.

Asphodelus sp.

Litraceae Lytrhum sp.
Malvaceae: Gossypium hirsutum L.
Malva sp.
Mirtaceae: Eucaliptus camaldulensis Dehnh.
Oleaceae: Fraxinus excelsior L.

Ligustrum vulgare L.

Olea europea L.

Papaveraceae: Hypecoum procumbens L.

Papaver rhoeas L.

Pinaceae: Pinus sp.

Plantaginaceae: Plantago sp.

Polygonaceae: Polygonum sp.
Rumex sp.
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Rosaceae: Crataegus monogyna Jacq.
Rosa sp.
Rubus sp.
Tipo frutal (Prunus sp., Pyrus sp., Malus sp.,
Cerasus sp...)

Tipo P (Potentilla sp., Fragaria vesca L.)

Salicaceae: Populus sp.
Salix sp.
Scrofulariaceae: Linaria sp.

Verbascum sp.

Solanaceae: Solanum tuberosum L.
Capsicum annum L.

Lycopersicum esculentum Miller

Timelaceae: Daphne gnidium L.
Umbelliferae: Pastinaca sativa L.
Yiolaceae: Viola sp.

1.4.- RECOLECCION Y PROCESADO

. Autores como ROOT (1976) y STANLEY y LINSKENS (1974)

describen el proceso que siguen las abejas para la recoleccién del polen, en
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el cual, utilizan sus piezas bucales, los tres pares de patas y la capa de
pelos que recubre su cuerpo, ya que todos ellos quedan impregnados de
polen cuando se introducen en una flor. Este polen lo humedecen con
néctar y secreciones salivares y tras una serie de movimientos van
formando granulos que pasan a las patas traseras, adaptadas para el
transporte de las mismas, mediante una ranura longitudinal, rodeada de un

fleco de pelos llamada "corbicula o cestilla de polen" (Figura 2).

Por su higroscopicidad el polen apicola se altera con facilidad, lo
que hace necesario un adecuado tratamiento del producto que ha sido
descrito por numerosos autores como: COBO (1980); CEGARRA vy
SANCHEZ (1983); PERIS (1984) y SERRA, GOMEZ y GONELL (1985).
Comprende en primer lugar, una recogida del mismo mediante una trampa
6 "cazapolen", consistente en una rejilla con orificios de 4,5 mm colocada
en la entrada de la colmena, que provoca la descarga los grianulos de polen
que las abejas acarrean y es recogido en un recipiente del que se deberi
retirar en un plazo no superior a los 2 dias.

A continuacién se somete a un secado con el objeto de reducir la
humedad por debajo del 8% para evitar el desarrolo de bacterias, hongos,
insectos, etc... Se puede realizar por desecacion natural (exposicion del
polen al sol) o bien desecaciéon artificial haciendo circular aire seco y
caliente a temperatura no superior a 402 C, siendo éste el método mads
adecuado y recomendable. Seguidamente se eliminardn las impurezas
morfolégicas 6 cuerpos extrafios que pudieran existir y se envasa

herméticamente.
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FIGURA 2.- A) Cestilla de polen en la pata trasera de la abeja obrera.
B) Formacién del granulo de polen en la corbicula.
(STANLEY y LINSKENS, 1974).
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1.5.- ASPECTO EXTERIOR

1.5.1.- Color de los granulos de polen

El color de un granulo de polen apicola viene dado
fundamentalmente por su origen botdnico, pero puede estar modificado
por el contenido en elementos minerales del néctar utilizado por la abeja
para aglutinar el polen (a mayor riqueza en sales, mas oscuro serd el
granulo), por el contenido en agua (a mayor contenido en agua, colores
mas vivos), por la exposicion al sol (a mdis exposicién, colores mas
apagados), por el ataque de hongos (que lo oscurecen) y por otros factores -
(SERRA, GOMEZ y GONELL, 1985).

En general, cada grdnulo presenta una coloracién uniforme, al
contener granos de polen del mismo origen ya que basicamente la abeja
pecoreadora trabaja sobre una determinada especie. Sin embargo, esto no
siempre es asi, ya que existen grianulos mixtos de dos o méas tipos de
pélenes de distinto origen floral. Aunque segin PEREZ, GOMEZ vy
MOLINS (1987) en la mayoria de los casos en que aparecen pélenes
distintos dentro de un mismo grinulo pertenecen al mismo género.

Encontrando muy pocos casos de especies de distinto género.
‘ El color predominante del polen es el amarillo, pero también hay
especies que lo tienen de color rojo, azul, castafio o verde (ROOT, 1976).

Por su parte COBO (1980), hace una valoraci6én croméitica de
pélenes apicolas espafioles, observando clara dominancia de grénulos que
varian de amarillo a naranja, con acompafiantes destacables por su color
purpura y azulado (Echium sp. y Papaver sp.).

Es de destacar el trabajo de GOMEZ (1984) que especifica el color
de los granulos de polen apicola en funcién de las familias botdnicas que

estan presentes, asi:
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- Naranja vivo y amarillo: Cistaceae y Compositae,
- Amarillo palido: Fagaceae.

- Crema: Ericaceae, Leguminoseae y Compositae.

- Marrén: Leguminosae y Polygonaceae,

- Yioleta o purpura: Borraginaceae y Papaveraceae
- Yerde: Rosaceae,

- Gris al negro: Escrofulariaceae y Liliaceae (gris),

De la misma forma, SERRA, GOMEZ y GONELL (i985) en las
muestras de polen apicola analizadas encuentran diferentes tonos amarillos
(amarillo limén, oro, tostado, con tonalidades intermedias), naranjas,
verdes, rosas, lilas..., asi como pardos, grises, etc. Ademds proponen una
escala de puntuaciéon para el color vilida en los pélenes del mercado
espafiol actual, haciendo hincapié en el hecho de que el consumidor
espafiol prefiere pélenes amarillos y homogéneos; mientras que el europeo,
por el contrario, estima los pélenes mds variados ya que su composicién en
aminoacidos es mis equilibrada.

PEREZ, GOMEZ y MOLINS (1987) obtienen 14 coloraciones
diferentes en muestras de polen apicola comercial, predominando el color
amarillo debido al género Cistus.

Por nuestra parte, empleando métodos objetivos, HUIDOBRO,
SIMAL, MUNIATEGUI y GARCIA (1987) en un trabajo de Licenciatura
hemos determinado la longitud de onda dominante de muestras de polen
apicola comercial, hallando valores comprendidos entre 577,1 nm y 583.,4
nm con un valor promedio de 579,1 nm. Del valor de la longitud de onda
dominante, se desprende que el color predominante en las muestras de

polen apicola analizadas es el amarillo.
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1.5.2.- Tamaiio y peso de los grdnulos

Segin SERRA, GOMEZ y GONELL (1985), el tamafio de los
granulos de polen, es uno de los aspectos mds importantes desde el punto
de vista comercial. Asi, estos autores, elaboran una clasificacion de los
mismos en funcién del tamaifio, adoptando incluso una escala de
puntuacién decreciente de 5 a 0 puntos:
- Todos los granulos grandes >2mm.
- Granulos grandes (>2 mm) y medianos (2 mm > x > 1,5 mm), mezclados
siendo la mayoria grandes.
- Grandes y medianos, mezclados en proporciones parecidas o la mayoria
medianos.
- Granulos pequefios (<1,5 mm) ocasionalmente puede llevar algunos
medianos o grandes.

- Granulos muy pequeifios (< 1 mm).

En cuanto al peso de los granulos de polen, oscilan de 10,7 mg
(Luzula sp.) a 4,2 mg (Erica carnea L.) con un promedio de 7,6 mg
(MAURIZIO, 1953). Las especies pueden dividirse en tres grandes grupos,
de acuerdo con el peso promedio de los granulos:

- Inferiores a 7 mg.
- Entre 7 y 9 mg.

- Superiores a 9 mg.

La cantidad de polen que puede recoger la abeja varia con las
condiciones climatolégicas, se considera que la abeja recoge unos 15 mg de
polen por vuelo, como peso promedio PARKER (1926), PERCIVAL
(1955), SYNGE (1947) citados por SERRA, GOMEZ y GONELL (1985).

El nimero de viajes también varia, pero puede asignarse un
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mdximo de 20 viajes por dia (8 de promedio) en condiciones favorables,
PARK (1928).

1.6.- COMPOSICION

1.6.1.- Agua

El contenido en agua del polen apicola es muy importante ya que
es el factor que m4as influye en su conservaciéon, como ya se ha
mencionado. La cantidad de agua en el producto recién cosechado oscila
entre el 12 y el 20%, por lo que antes de proceder a su envasado debe ser
reducida a un 4 a 8% (COBO 1980), hecho que coincide con los datos
obtenidos por nosotros: HUIDOBRO, SIMAL y MUNIATEGUI (1986 a y
b). En la Tabla I se recogen los porcentajes de agua obtenidos por distintos

autores para el polen apicola.

1.6.2.- Hidratos de carbono

Los hidratos de carbono constituyen la porcién mayoritaria del
polen apicola. Agrupan los monosacaridos, oligosaciridos y polisaciridos
(almidoén, celulosa, pectinas ...). Sus niveles varian con las especies, forma
de recoleccibn y condiciones de almacenamiento (STANLEY vy
LINSKENS, 1974).

Los azdcares mayoritarios son la glucosa y fructosa y en menor
proporcién sacarosa y maltosa.

El polen floral contiene de forma natural una cierta cantidad de
aziucares, que se ve incrementada en azicares reductores cuando es

recogido por las abejas, debido al néctar usado para aglutinar los granos.
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TABLA I
CONTENIDO EN AGUA (%) EN EL POLEN SEGUN DIFERENTES AUTORES

Autores ‘ Contenido en agua
CHAUYVIN (1959) 10,91

STANLEY y LINSKENS (1974) 20-50 (recogido a mano)
PERIS (1984) 8

COBO (1984) 8-20

GOZALBEZ (1984) 7,81+0,33

HUIDOBRO, SIMAL y

MUNIATEGUT (1986 a y b) 4,6

LUNDEN (1954) estudiando la fraccién de hidratos de carbono
halla grandes diferencias entre el polen apicola y floral, obteniendo valores
comprendidos entre el 20 y el 40% para el primer caso, y del 0 al 7,5%
para el segundo. Igualmente, MAURIZIO y GRAFL (1969) obtienen
diferencias entre ambos tipos de polen, donde el apicola representa del 20
al 48% y el floral del 1 al 37%.

SOLBERG y REMEDIOS (1980), estudian azicares reductores y
azucar invertido en polen tanto floral como apicola, estableciendo
comparaciones entre ambos tipos. En polen floral, obtienen un promedio
de azicares reductores (expresados en glucosa) del 4,5% (ms) y un 7,9% de
azucar invertido. Por el contrario, el polen apicola, con un valor mayor de
aziucares, presenta mayor proporcién de azicares reductores (30,8%) que de
azidcar invertido (12,6%).

SERRA, GOMEZ y GONELL (1985) separan 15 azlicares en
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muestras de polen apicola comercial con un valor promedio de 52,6%,
siendo los mayoritarios la fructosa (23,90%) y glucosa (18,28%) y en menor
proporcién sacarosa (5,14%) y maltosa (2,20%). Mientras que de los demds
azicares aislados encuentran porcentajes muy inferiores al 1% (arabinosa,
ribosa, trehalosa, isomaltosa, turanosa, kojibiosa, beta-gentiobiosa,
melibiosa, Xy rafinosa y melecitosa).

Por nuestra parte, HUIDROBQ, SIMAL y MUNIATEGUI (1986b vy
1987) hemos obtenido un valor promedio de 61,0%, analizando los aziicares
reductores (37,6%), fructosa (19,9%), glucosa (15,4%), maltosa (3,8%),
sacarosa (0,3%) y polisacaridos (21,75%, expresados en glucosa), agrupando
mayoritariamente al almidén y otros polisaciridos no asimilables,
englobados como fibra bruta: Celulosa, hemicelulosa, lignina,

esporopolenina, etc...(componentes de la pared) (TABLA II).

1.6.3.- Proteinas

La cantidad total de proteinas en el polen varia desde el 7 al 37%
(TODD y BRETHERICK, 1942; ANDERSON y KULP, 1922; WEAVER y
KUINEN, 1951 y KLEINSCMIDT y KONDOS, 1977).

En general, las proteinas presentes son simples y el contenido total
depende de la especie botinica de la cual proceda, asi como del estado del
polen, segun se encuentre fresco o maduro.

En relacién con los aminoicidos, en el polen se hallan libres todos
los esenciales en cantidades mayores que en otras partes del vegetal,
presentando variaciones cuali y cuantitativas segin las especies botdnicas
de que proceda (STANLEY y LINSKENS, 1974). La abeja recoge los
pblenes en funcién de la naturaleza y proporcion de los aminodcidos
presentes (BOSSI y RICCIARDELLI 1975). Por lo que segin PERIS (1984)
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el polen apicola tiene un valor dietético enorme para el ser humano, como
complemento de la dieta moderna; pudiendo cubrir las necesidades

minimas en ellos, a través de una dosis media de 15 a 30 g.

TABLA II
RESULTADOS DEL CONTENIDO EN AZUCARES (%) DE MUESTRAS COMERCIALES DE

POLEN APICOLA (HUIDOBRO, SIMAL Y MUNIATEGUI 1987).

Azicares X S,-1  Valor Valor
minimo maiximo
Azucares redl;ctores 37,6 2,079 30,7 40,7
Fructosa 19,9 0,938 17,1 21,2
Glucosa 15,4 1,69 10,0 18,3
Maltosa 3,8 1,15 1,3 6,7
Sacarosa 0,3 0,37 nd(1) 1,7
Polisaciridos 21,7 4,61 4,6 34,2
(expresados en glucosa)
Azicares totales 61,0 4,738 45,8 71,8
(en peso)
Fructosa/Glucosa 1,31 0,131 1,04 1,80

En la Tabla III se recoge una relaciéon de valores que presentan los

amino4cidos en el polen apicola seguin distintos autores.

(1) nd: no determinado.
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Entre los aminoacidos esenciales se encuentran: leucina, isoleucina,
triptéfano, valina, lisina, metionina, treonina vy fenilalanina. Otros

aminodcidos presentes son: histidina, prolina, glutdmico, arginina, etc.

TABLA 111
AMINOACIDOS PRESENTADOS COMO PORCENTAIE DE PROTEINA EN CRUDO
SEGUN DISTINTOS AUTORES

McGREGOR (1979)

CHAUVIN Polen Polen COBO (2)

(1959) ordinario de maiz (1984)
Lisina 5,7 6,4 57 7,70
Isoleucina 4,7 5,1 41 7.0
Valina 6,0 5.8 6,0 6,91
Prolina - - - 6,21
Fenilalanina 3,5 4,1 3,5 5,94
Arginina 4,7 53 4,7 5,35
Alanina - - - 5,38
Treonina 4,6 4,1 4,6 5,28
Serina - - - 4,95
Glicina - - - 4,81
Tirosina - - - 3,69
Metionina 1,7 1,9 1,7 1,17
Leucina 5,6 7,1 . 5.6 9,06
Histidina 1,5 2,5 1,5 1,0
Cistina 0,6 - - 1,0
Triptéfano 1,6 1,5 1,6 1,0
Ac. glutdmico 9,1 - - 12,18
Ac. aspdrtico - - - 12,75

(2) Segin LOPEZ, M.C. citado por COBO (1984).
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Resulta interesante conocer la relacién glutdmico/prolina como
medio de comprobar si los poélenes estin frescos, envejecidos o mal
conservados. Cuando dicha relaciéon es mayor que 1, el polen se encuentra
en perfectas condiciones (SERRA, GOMEZ y GONELL, 1985).

De acuerdo con lo anterior y segin los datos de HUIDOBRO,
SIMAL y SANCHO (1986) (Tabla IV) se deduce que las muestras de
pélenes objeto del presente estudio, han sido conservados correctamente y

mantienen intacto su valor nutritivo.

TABLA 1V
VALORES DE NITROGENO TOTAL, PROTEINA BRUTA, AMINOACIDOS EN % (ms) Y
RELACION GLUTAMICO/PROLINA EN MUESTRAS DE POLEN APICOLA COMERCIAL
(HUIDOBRO, SIMAL Y SANCHO, 1986)

X Sp-1 Valor Valor
minimo maximo

Nitrégeno total 2,67 0,189 2,29 3,08
Proteina bruta 16,7 1,19 14,3 19,3
Prolina libre 2,22 0,326 0,72 2,65
Prolina combinada 0,84 0,270 0,33 1,38
Prolina total 3,05 0,375 1,45 3,76
Ac.glutamico total 5,57 0,575 4,06 7,18
Relacién Glu/Pro 1,87 0,463 1,34 4,20

BOSI y RICCIARDELLI (1975) concluyen que existen importantes

variaciones entre el polen floral y el apicola en lo referente al contenido
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total de alfa-amino4cidos libres, presentando mayor riqueza en éstos el

polen apicola.

1.6.4.- Extracto etéreo

Los extractos etéreos del polen varian desde el 1 al 20% en materia
seca (STANLEY Y LINSKENS, 1974), encontrindose 4cidos grasos
esenciales en cantidad importante: Linoleico y linolénico, ademds de
laurico, miristico, etc; asi como vitaminas liposolubles, ceras y pigmentos.

En la caracterizacién de una grasa son de gran ayuda ciertos
pardmetros fisicoquimicos que son orientativos acerca del tipo de dcidos
grasos que contiene (peso molecular, insaturacién, etc.), estructura
glicérica, asi como del estado en que se encuentra la grasa (tratamientos a
los que ha sido sometida, conservacién, etc.).

Paradéjicamente, se observa un gran vacio en las referencias
bibliogrdficas consultadas en relacién a la caracterizaciéon de la grasa del
polen apicola por sus parametros fisicoquimicos.

Asi, figura el trabajo de SOLBERG y REMEDIOS (1980) que
determinan el indice de yodo de la grasa de pélenes recogidos a mano,
hallando un valor promedio de 78.

Mis recientemente HUIDOBRO, SIMAL, MUNIATEGUI vy
PEREZ (1988) hemos determinado los indices de refraccién, acidez, éster
y saponificacion de muestras de polen apicola comercial obteniendo los
valores que figuran en la Tabla V.

1.6.5.- Vitaminas
El espectro y aporte vitaminico del polen apicola es importante.
Contiene una cantidad considerable de vitaminas del complejo B, que en

algunos casos cubren las necesidades diarias del ser humano.
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TABLA Y
VALORES DE CIERTOS INDICES DE LA GRASA DEL POLEN APICOLA COMERCIAL
(HUIDOBRO, SIMAL, MUNIATEGUI Y PEREZ, 1988)

Indices de: X S,-1 Valor Valor
mfinimo maximo
Refraccion - 1,4799 0,0012992 1,4777 1,4825
Acidez 62 8,5 48 83
Saponificacion 142 11,1 102 156
Ester 80 11,0 48 102
Yodo 122 5,55 108 134

También abundante es el 4cido ascdérbico (Vitamina C), lo que
parece ser la causa del poder antiinfeccioso atribuido al polen. Posee
carotenos y carotenoides precursores de la vitamina A. Igualmente el 4cido

félico y la biotina estdn presentes en proporciones interesantes (Tabla VI).

1.6.6.- Sales minerales

Las cenizas totales oscilan entre el 2,5 al 6,5% en materia seca
(STANLEY vy LINSKENS, 1974). Posee minerales mayoritarios 6
macrominerales como: K (20-45% del total de cenizas), Na, Ca, P, Mg v S;
y a nivel de trazas el Cu, Fe, Mn, Zn, Co (GOZALBEZ, 1984 y
McGREGOR, 1979) (Tabla VII).
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TABLA V1

CONTENIDO EN VITAMINAS SEGUN DISTINTOS AUTORES

Vitaminas CHAUVIN (3) McGREGOR COBO (4) Valores de
mg/100 g 1959 1979 1984 referencia (5)
Tiamina (Vit Bl) 0,92 0,1-1,16 0,92 1,4
Riboflavina 1,85 0,4-1,71 1,85 1,7
(Vit BZ)

Acido Pantoténico 3-3 0,3-2,87 5,0 5-10
(Vit By) .

Acido Nicotinico 20 3,74-10,77 20,0 0,018
(Vit Bs)

Piridoxina 0,5 0,28-0,97 0,5 2,0
(Vit B5)

Ac. folico 0,34-0,68(6) 0,34-0,68 - 0,4
Inositol - 0,03-3,13 - --
Ac. Ascorbico 7-15(6) 13,1-72,1 7-15 60
(Vie C)

Biotina -- 0,019-0,073 -- 0,15-0,3
(Vit H)

Vit D -- 0,02-0,06 - --
Vit E Trazas 0-0,03 -- 10-30
Carotenoides Gran cantidad - 5-9 -
activos

(3) Segin PEARSON (1942) y VIVINO y PALMER (1944), citados por CHAUVIN

(1939).

(4) Segun LOPEZ, M.C. citado por COBO (1984).
(5) Necesidades diarias recomendadas para el adulto segin FOOD AND NUTRICTION
BOARD, expresadas en mg.

(6) Segin WEIGAUD y HOFFMAN (1950), citados por CHAUVIN (1959).
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TABLA VII
CONTENIDO EN MINERALES SEGUN McGREGOR (1979) Y GOZALBEZ (1984)

McGREGOR GOZALBEZ
(%cenizas) (g/Kg ms)

Ca 0,414 --

Cl 0,6-0,9 --
Cu 0,05-0,08 0,007
Fe 0,01-12,0 0,028
Mg 1,0-12,0 0,486

P 0,6-21,6 1,151
K 20,0-45,0 4,288

Si 2,0-104 --

S 0,8-1,6 --

Na -- 0,102
Mn ~- 0,012
Zn -- 0,035
Co -- trazas

1.7.- APLICACIONES: Importancia y valor nutritivo

El polen apicola constituye un alimento de gran valor nutritivo en
la alimentacién humana, por su contenido en proteinas, grasas, hidratos
de carbono, minerales y vitaminas.

Tiene gran valor biolégico ya que posee tript6fano. Tiene ademaés

26



un indice de Oser=86 (7) (GOZALBEZ, 1984). En cuanto al valor calérico
se encuentra alrededor de las 400 Kcal/100 g.

En otro orden de cosas, tiene aplicacién en cosmética, donde se
puede encontrar s6lo o asociado a otros productos apicolas en la
preparacion de lociones y cremas para la piel y el cabello.

Por otra parte se le atribuyen, aunque no pueden garantizarse con
absoluta seguridad sus acciones, una serie de propiedades terapéuticas,
tales como:

- Regular el equilibrio orgdnico y estimular-el crecimiento.

- Regular las funciones intestinales, por lo que es empleado tanto en casos
de estrefiimiento como en diarreas persistentes o croénicas, incluso
resistentes a tratamientos antibiéticos.

- Accién sobre la sangre, observada sobre todo en nifios anémicos, que
han presentado una elevacién del nivel de hemoglobina y glébulos rojos,
asi como una mejoria de los sintomas generales.

- Accioén reguladora sobre el sistema nervioso.

- Sobre las enfermedades crénicas de préstata parece que tiene una notable
influencia, debido a su contenido en vitamina B y esteroides. (ASK-
UPMARK, 1963 y DENIS, 1966).

- Aliviar infecciones respiratorias y reacciones alérgicas, mediante la

ingestién oral del polen o de extractos polinicos. (HELANDER, 1960).

(7) Indice de Oser o de aminodcidos: Es la media geométrica de las 10
relaciones de los aminodcidos esenciales con respecto a los del huevo. Esta
relacion es el cociente en tanto por ciento entre el contenido de un
aminodcido en una proteina problema y su contenido en la proteina del
huevo.
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Autores como CHAUVIN (1959) y otros se han dedicado a realizar
experiencias practicas para comprobar las posibles acciones fisiol6gicas

atribuidas al polen.

1.8.- PRODUCCION Y COMERCIO

El polen apicola se produce préacticamente en todos los paises del
mundo, siendo de destacar: Austria, Canad4, Hungria, paises del sureste
europeo, Republica Dominicana, Filipinas y Espafia.

El polen apicola espaiiol procede segin PERIS (1984), en su mayor
parte de Sierra Morena, Céceres, Zamora y Montes de Toledo en la cuenca
del Guadiana.

Valero de la Sierra, en la provincia de Salamanca es el principal
pueblo de apicultores dedicados a la recoleccién de polen, aportando hasta
450 toneladas al afio, de sus mds de 100.000 colmenas dedicadas al efecto.

Con menor produccién pero con gran futuro apicola se encuentran
Las Hurdes, zona con una produccién de mas de 100 toneladas.

Extremadura, Andalucia y Valencia producen aproximadamente
200 toneladas, segun las condiciones de sus floraciones.

El total de produccién del polen apicola en Espafia se estima en
700 toneladas al afio (véase Tabla VIII), segin recoge PERIS (1984) con
datos de los Ministerios de Economia y Hacienda y Agricultura, Pesca y

Alimentacién e investigacién del autor.

El polen apicola espafiol goza de buen prestigio por su sabor, color,

calidad y elevado valor biolégico.
Los paises a los cuales va destinado el polen apicola espaiiol son
principalmente: Republica Federal de Alemania y EEUU.
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TABLA VIII
PRODUCCION ESPAROLA DE POLEN APICOLA (1974-1983) (PERIS, 1984)

Aiios Produccién

espaiiola
L e 300
1975 - == --memmm - 450
1976 -~ --==-macamu- 350
1977 -=--eemmmme- 600
1978 -wc—mmmomme o 650
1979 ~—mmmommmme - 700
1980 --------coom-- 700
1981 —wommmoeeee 800
1982 ~mowwcm e emeee 600
1983 - —---oocom 500

Otros compradores importantes segun se puede observar en la Tabla

IX son: Italia, Francia, Bélgica, Suiza, Japén, Canadd y Argentina.

El consumo de polen en Espaiia es muy reciente, prueba de ello es
que en 1970 el mercado interior consumia aproximadamente 1000 Kg,
mientras que en la actualidad es de aproximadamente 200 toneladas. Esto
es debido a la difusién de sus caracteristicas y propiedades y a una mejora
en las condiciones de calidad del mismo, aunque en este campo alin queda

mucho por hacer.

29



TABLA IX

EXPORTACIONES DE POLEN APICOLA ESPANOL 1980-1982 (Kg)

Paises 1980 1981 1982
Alemania 269.371 361.202 371.650
Estados Unidos 66.208 102.645 155.551
Italia 32.899 47.007 52.800
Francia 74.403 58.307 49.607
Bélgica 13.935 20.030 11.940
Suiza 9.154 7.100 9.940
Japdn 6.670 6.120 7.730
Canadi 3.600 9.015 4.520
Argentina --- 9.500 -—-
Otros 1.500 1.480 7.341

1.9.- CONTROL DE CALIDAD Y LEGISLACION

1.9.1.- Factores de control de calidad

Segian PERIS (1984) la calidad del polen apicola se puede establecer
mediante los siguientes factores:

- Humedad:

Cuando el apicultor recoge el polen posee de un 12 a un
20% de humedad. Como se ha dicho, ésto favorece el desarrollo de hongos,

con riesgo de producir micotoxinas (aflatoxinas); bacterias; huevos de
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que resulte un 8% de humedad como maximo.

- Limpieza:

Debe estar exento de impurezas; en el polen a granel no se
debe permitir un contenido superior al 0,5% de materias extrafias (siempre
que no sean posibles vectores de enfermedades).

- Deterioro:

El polen almacenado en los panales es amasado con un
liquido proveniente de las glindulas hipofaringeas de las abejas, rico en
glucosa-oxidasa, con alto poder bactericida que lo protege contra las
alteraciones y contaminaciones producidas en la colmena por humedad,
bacterias, levaduras, etc. Mientras que, el polen recogido para el consumo
humano no es sometido a este proceso (DUSTMANN y GUNST, 1981) por
lo que estd sujeto a deterioros, siendo el principal factor de degradacién la
humedad, como ya se ha comentado.

Otros factores a considerar son: Deshidratacién natural, roturas de
granos por exceso de manipulacién, infestacién por insectos, polucién por
pesticidas (fumigantes para la desinfeccion, etc.); ademds es un producto
muy higroscopico por lo cual es necesario conservarlo en envases bien

cerrados.

1.9.2.- Legislacion

Aunque en estos momentos el polen apicola en Espafia no estd
sometido a una normativa especifica que regule su calidad, se le puede
aplicar la siguiente Legislacion:

- Real Decreto 2.685/76 del 16 de Octubre por el que se aprueba la

"Reglamentacion Técnico Sanitaria para la elaboracién, circulacion y

comercio de preparados alimenticios y para regimenes dietéticos y/o
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especiales”. Dicho Real Decreto en su Titulo segundo contempla Ilas
*condiciones de las industrias, de los materiales y del personal'. Fijando
en su articulo séptimo los "Requisitos higiénico-sanitarios" y determinando
en el Articulo 12 las "Normas microbiol6gicas", entre otras.

- Real Decreto 385/80 del 18 de Enero y Real Decreto 1.424/82 del 12 de
Agosto sobre la "Norma General de etiquetado, presentacién y publicidad

de los productos alimenticios envasados".

1.10.- CONSIDERACIONES SOBRE ALGUNOS DE LOS PARAMETROS
ESTUDIADOS

1.10.1.- Origen botdnico del polen apicola. Morfologia y andlisis polinico

1.10.1.1.- Morfologia

El conocimiento del espectro polinico de una muestra de polen
apicola es de gran importancia, ya que éste va a influir notablemente en su
composicion.

HYDE (1944) define el "anilisis polinico” como un proceso
consistente en el examen microscépico de una muestra que puede contener
o no mezcla de poélenes, determinando los distintos tipos presentes y su
proporcion relativa.

Evidentemente un detallado andlisis polinico debe descansar en un
amplio conocimiento de la morfologia y apariencia microscépica de los
pélenes de las distintas plantas.

Son varias las caracteristicas morfolégicas del grano que permiten
reconocerlo, asi podemos considerar la simetria, forma y tamafio del grano
como caracteres orientativos, aunque generalmente no definitivos, mientras

que la estructura y escultura exinica presentan una gran importancia en la
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identificacién de poélenes al tener unas caracteristicas particulares para

cada grano.

Cuando estudiamos la simetria del grano de polen, tenemos que
considerar que procede de una tétrada en la que permanece hasta su
maduracion; de tal modo que su posicibn en ésta deja ciertos rasgos
utilizados para saber ripidamente bajo que 4ngulo se mira o que parte de
éste se estq observando. La parte mdis cercana al centro de la tétrada queda
c6mo polo proximal; el opuesto 0 mas alejado, polo distal. Por ambos pasa
el eje polar, y el plano perpendicular a éste es el plano ecuatorial.

Por tanto, al observar un grano de polen, decimos que se encuentra
en vista polar si el eje Optico coincide con el eje polar; andlogamente
estard en vista ecuatorial si el eje Optico pasa por el plano ecuatorial.

Se llaman granos de polen simétricos a los que tienen al menos un
plano de simetria; en caso contrario se denominan asimétricos, aunque
éstos son poco frecuentes. Los simétricos por su parte, pueden ser
isopolares, si el plano ecuatorial los divide en dos partes iguales y
heteropolares si son distintos.

Se denomina drea polar de un grano de polen a la superficie que
rodea los polos, limitada por la linea imaginaria que une los extremos de
las aperturas. Su tamaiio relativo tiene valor diagnéstico y viene expresado
por el indice polar (cociente entre la mayor distancia entre dos aperturas y

la mayor anchura del grano) (Tabla X y Figura 3 ).

En cuanto a 1a forma del grano del polen, ERDTMAN (1969)

propuso una nomenclatura en funcién de la relacién existente entre la
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TABLA X

CLASES DE AREA POLAR (TORRAS, 1982 DE HYDE Y ADAMS, 1958)

Indice polar Area polar

0 ettt et Ausente
Menor de 0,125 ....oovviirvverrrierrrreeenan, Muy pequeiia
0,125-0,25....eerececircereereeireeeeeenes Pequeiia
0,25-0,50....ccccmmiiineireieirerneaeeernnnns Media
0,50-0,75 ceeiiereeciiinieeenee e e ce e Grande
Mayor de 0,75 ...ccoeirreriecieniieciinienas Muy grande

c: Centro de la tétrada.
pp’: Eje polar.

/o\

Polo proximal
‘ Ecuador

P Polo distal

FIGURA 3.- Orientacion del grano de polen en la tétrada
(DUPRE, 1979)
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longitud del eje polar (P) y la del eje eéuatorial o didmetro ecuatorial (E),
(Tabla XI).

En vista polar, el contorno ecuatorial del grano de polen puede ser
circular, triangular, poligonal o eliptico (Figura 4).

Es necesario tener en cuenta, ademds, que la forma que podriamos
considerar definitiva del grano de polen puede experimentar
modificaciones como consecuencia del tratamiento previo que haya sufrido
el grano (hidratacién, fosilizaci6én natural o artificial mediante acetolisis,

etc).

Otro parametro taxonomico de interés es el tamaifio del polen,
aunque no es suficientemente constante para ser un dato representativo.

La medida se hace en el sentido del eje mayor de simetria,
midiendo el eje polar en vista meridiana y el eje ecuatorial en visfa polar.
Como norma general, no se incluyen los tamafos de ornamentaciones que
sobrepasen las 0,5 micras de longitud.

El tamafio de los granos presenta variaciones que oscilan desde las
5 micras en pélenes de Myosotis hasta las 220 micras de los de Mirabilis
jalappa. Por su parte, PLA DALMAU (1961) establece una nomenclatura

en funciéon de las dimensiones (Tabla XII).

A la hora de identificar el polen, la exina 6 capa externa del grano,
tiene gran importancia ya que posee unas caracteristicas peculiares en cada
polen, distinguiéndose en ella una "estructura” a menudo complicada y una

Yescultura” u ornamentacién externa.
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TABLA XI
NOMENCLATURA SEGUN LA FORMA, EN VISTA MERIDIANA DE GRANOS

ISOPOLARES RADIALES (ERDTMAN, 1969)

Longitud Didmecro
del eje Ecuatorial P/E Nombre Esquema
4 8 0,50 Percblads (A1)
4 a5,9 8 0,50-0,73 Ohlado @
6 a 6,9 8 0,75-0,88 Suboblads @
7a1,9 8 0,88-1 Oblado-esferoidal @
8 8 1 Esferoidal
8 7,9 a 7 1-1,14 Prolado-esfaroidal
8 6,9 a 6 1,14-1,33 Subprolads @
8§ 5.9 a 4 1,33-2 Prolado @
8 4 4 2 Perprolado @

SOAYFO()

FIGURA 4.- Contorno ecuatorial del polen en vista polar (SAENZ, 1978)

1.- Triangular plana 5.- Lobada
2.- Triangular convexa 6.- Circular
. 3.- Triangular céncava 7.- Eliptica

4.- Triangular angular
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TABLA XII
TAMARO DE LOS GRANOS DE POLEN (TORRAS, 1982 de PLA DALMAU, 1961)

Medida Nomencatura
Menor de 10 micras.......ccceveeeecerecceerereeencseeracnen Permenor
De 10 a 25 micCras......ccccccecieencccarscrcrcrcnnnne cevennea Menor
De 25 a 50 MICIas......cccccecverererncreencsssnessssveecesserenns Mediano
De 50 a2 100 MICIas....cccccecevrirreerierarenvnnessnssnnnsennnens Magno
De 100 a 200 mMiCras......cccccvieeererrrarnmmeenennernrssennnnes Permagno
Mayor de 200 miCras.....ccccceereeurierierieeenrnnreereenenen. Gigante

En cuanto a la estructura, en la exina, como ya se ha mencionado
en el apartado 1.2, resalta la ectexina con sus tres niveles (téctum,
infratéctum y base), que son la causa de las amplias variaciones
morfolégicas de la cubierta externa. De éstos, el téctum es muy importante
en la identificacién, en funcién del cual se pueden distinguir varios tipos
de pélenes:

- Tectados: Si el téctum cubre como minimo el 80% de la superficie.
- Intectados: Carecen de téctum.

- Semitectados: Téctum incompleto.

Dentro de los p6lenes tectados se diferencian los imperforados y los
perforados (téctum con pequefios poros).

Asi mismo éstos ultimos pueden ser: escrobiculado (perforaciones
en forma de hoyo con didmetro igual o menor de 1 micra); foveolado

(diametro de los hoyos mayor que 1 micra); fosulado (perforaciones maés

37



largas que anchas); reticulado (téctum formando tabiques o muros
dispuestos en malla de reticulo); estriados (muros en lineas m4s o menos
paralelas); rugulados (disposicion irregular);, insulados (disposicién
circular); retipiltado (muros formados por pilos o elementos que poseen
una cabeza gruesa y un cuello que la sostiene); fenestrado (el téctum se
dispone dejando espacios o lagunas poligonales).

Frecuentemente el téctum posee un relieve supratectal o superficial
que son los elementos esculturales u ornamentacién, de diversas formas,
pero constante en cada especie vegetal.

Los principales tipos de ornamentacién son los que se presentan en
la Figura 5a (espinula, espina, bdculo, verruga, gema, pilo, clava y grdnulo).

Seguin el tipo de ornamentacién que esté presente en el polen se
hablard de polen escrdbido, equinado, verrugoso, etc., como se observa en
la Figura 5b. Ademss si no posee elementos esculturales puede ser psilado,

foveolado o fosulado segun el tipo de perforaciones en la superficie.

La mayoria de los granos de polen tienen aperturas también de
gran valor en su identificacién, que tanto por su forma como por su
distribucién pueden ser muy diversas. Los granos sin aperturas son
inaperturados.

Las aperturas suelen ser: colpos (surcos) o poros. La diferencia
entre ambos parece ser s6lo morfolégica, por lo que en la prictica, si la
longitud de la apertura es igual o mayor al doble de la anchura, se
clasificard como un colpo.

También existen combinaciones de ambos, dando lugar a las
aperturas colporadas.
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FIGURA 5.- Ornamentacién del polen (SAENZ, 1978).
A) Diagrama de las diversas formas de los elementos
esculturales: A, espinula; B, espina; C, bdculo;, D, verruga;
G, gema; F, pilo; G, clava; H, grdnulo.
B) Diagrama de la ornamentacién del polen_en vistas

longitudinal v radial: A, psilado; B, fosulado;, C, foveolado;

D, escrdbido; E, equinado; F, baculado, G, verrugoso, H,
gemado; 1, pilato. En E, F, G, H, I, se representan polen

tectado e intectado simultineamente.
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Existen ademas, otros aspectos morfologicos, relacionados con las
aperturas que son de gran ayuda en la identificaciéon como son la
existencia en algunos casos del opérculo o zona de ectexina engrosada
dentro de un poro formando una especie de tapon; anillo cuando los
bordes de un poro estdn rodeados de una zona de ectexina y margen
cuando rodea un colpo; si el engrosamiento es de endexina se denomina
costilla. También en ocasiones puede presentarse en la apertura una

cdmara o vestibulo.

Segin el tipo de apertura, nimero y disposicion de las mismas,
existe una nomenclatura para cada tipo de polen, como se observa en la
Figura 6.

En cuanto al nimero de aperturas en los granos de polen es muy
variable, oscilando desde ninguna hasta cien (ZANDER 1950).

Con relacién al namero de colpos los mds corrientes son los
tricolpados, de esta forma encontramos las familias Salicaceae, Fagaceae,
Cruciferaceae, Leguminosae, Rosaceae, Umbelliferae, Ericaceae, etc.

La presencia de 4 o 5 colpos es muy rara, siendo m4s frecuente la
de 6 cuyos representantes mas claros estdn en la familia de las Labiateae.
Un mayor numero de colpos, de 10 a 12, se encuentra en las
Borraginaceae.

En relacion al nimero de poros que pueden presentar oscila desde
uno sélo en las Gramineae a 3, frecuentes en Corylus, Urtica, Rumex,
Eucaliptus, etc. Un niimero mayor se presenta en el Ulmus (4-6), Plantago
(8 poros), Chemopodium (40-60), Caryophyllaceae (20-70), etc.

Basindose en las variaciones y tipos de las aperturas, ya que
normalmente se observan con claridad, FAEGRI e IVERSEN (1966)

propusieron una clave que facilita la identificacion de los granos de polen.
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FIGURA 6.- Aperturas (KREMP, 1968)

41



Lo mismo ocurre en la clave propuesta por BELMONTE, PEREZ-
OBIOL y ROURE (1984) que tras seguir el nimero de aperturas se dan las
caracteristicas de ornamentacién, exina, forma y tamafio para la

identificacién de los granos de polen de las principales especies meliferas.

1.10.1.2.- Analisis polinico

En cuanto a la observaciéon microscépica de los granos de polen,
PLA DALMAU (1961) indica, que por su forma esferoidal o elipsoidal,
pueden disponerse en el porta en posiciones diversas, por lo que un mismo
polen se podri observar dando imagenes distintas. Igualmente, es
importante precisar las caracteristicas diferenciales mds destacadas que se
observan en la estructura y escultura exinica. En consecuencia, para la
interpretacién de las formas obtenidas con el microscopio se requiere una
gran experiencia prictica en dichas observaciones, siendo de ayuda el uso
de preparaciones mdviles, que permiten cambiar los granos de posicién

situdndolos de la mejor forma posible para su identificacion.

Entre las técnicas de estudio del polen mas frecuentemente
utilizadas, se pueden citar, la observacién al natural del polen fresco y la
de pélenes acetolizados o fosilizados, aplicable ésta 1nltima a estudios
paleontolégicos, aunque también se han utilizado en el caso del espectro

polinico de la miel y del polen apicola.

1.10.1.2.1.- Examen al natural

El examen al natural del polen comprende el estudio de los granos
en seco, que consiste en observar al microscopio el polen sin otra
manipulacién que su montaje sobre un porta con bilsamo de Canadi o

aceite de cedro. De este modo, se pueden observar los granos de polen sin
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deformaciones, ademds se trata de una preparacién mévil, que permite
variar 1a posicidon del polen facilitando la observacién del mismo.

Para apreciar mejor las caracteristicas del polen, es recomendable
eliminar el material lipidico de la exina, que dificulta la coloracién y hace
que la observacién sea confusa, mediante el uso de xilol, alcohol o éter.

Por el contrario, algunos palindlogos, entre ellos PLA DALMAU
(1961), son partidarios de realizar la observacién de los granos de polen
embebidos en sustancias acuosas, ya que merced a la "funcion
harmomegdtica” (8) destacan mucho mejor sus estructuras que en el polen
seco.

De esta manera, una sustancia que embebe extraordinariamente y
aumenta la refringencia de las estructuras es el hidrato de cloral, debido a
que hincha la albimina del protoplasma haciéndola transparente (PLA
DALMAU, 1961).

El polen al natural puede ser posteriormente tefiido, con objeto de
facilitar su observacién microcdpica. En este sentido, se utilizan una gran
variedad de colorantes y tinciones, tales como violeta de genciana, verde
de metilo, fucsina, safranina, verde yodo, etc. (SAENZ, 1978), adems4s, en
la obra de PLA DALMAU (1961) se recogen numerosas coloraciones y
técnicas, especificando la forma de actuacién en cada caso concreto.

Para realizar las tinciones, en la mayoria de los casos, basta con
depositar sobre el polen en el porta una gota del colorante, colocar el

cubre y esperar unos minutos antes de llevarlo al microscopio.

(8) Se conoce con el nombre de "funcidén harmomegdtica", a la facultad que
tienen los granos de polen de modoficar su volumen segiin los cambios de
humedad ambiental y se realiza gracias a la elasticidad de ciertos lugares
de salida en la exina.
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1.10.1.2.2.- Acetolisis

Ciertamente, el polen contenido en materiales fésiles, ain cuando
ha perdido su capacidad de germinacién, conserva intacta la exina, donde
radican los principales caracteres de identificacién del mismo, ademds al
estar desprovisto del contenido celular e intina aumenta la transparencia y
la exina se hace mds perceptible.

Por lo tanto, la acetolisis como método, exige despojar a la exina
de todas las sustancias que de haberse fosilizado el grano hubiesen
desaparecido, quedando limpidos y nitidos los detalles de la
ornamentacién.

Debe hacerse constar que este método, ademds de eliminar
estructuras interesantes como la intina, deforma algo los granos de polen.

En la técnica recomendada por ERDTMAN (1969), se somete el
polen a la accién de una mezcla de 4cido acético glacial y dcido sulfirico,
calentdndose al bafio Maria hasta 70-802C y realizando el montaje sobre el

porta con una mezcla de glicerina-agua a partes iguales.

Finalmente, un aspecto de gran interés en la apreciacién
microscépica de las formas ornamentales de la exina, es el empleo de la
técnica que ERDTMAN denomina andlisis luz oscuridad (L.O.) o bien
oscuridad luz (O.L.) segin se parta de un enfoque alto o bajo
respectivamente; basado en que segln la altura del enfoque, una forma de
relieve puede dar la sensacion de perforacion o viceversa. En dicha técnica
se precisa saber que toda forma emergente observada a partir de un
enfoque alto, a medida que se baja aparece primero luminosa, como si
fuera un hueco y va oscureciéndose progresivamente. Por el contrario, si
se trata de una perforacién en la exina y se desciende progresivamente el

tubo del microscopio, la imagen aparece primero oscura para irse
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aclarando progresivamente (Figura 7).

A B C D E F G

FIGURA 7.- Aspecto de una sexina segiin se observe en enfoque alto o
bajo (véase la correspondencia con el corte). A, estructura equinada; B,
granular; C, pilada; D, escrobiculada; E, brochada; F, insulada y G,
ondulada (PLA DALMAU, 1961).

Siguiendo a PLA DALMAU (1961) la observacién microscépica se
realiza generalmente empleando los siguientes aumentos:
- Para localizar los granos 200 aumentos.
- Para la interpretacién de estructuras 500 aumentos.

- Para detalles morfolégicos a partir de 800 aumentos.
1.10.2.- Lipidos

1.10.2.1.- Lipidos totales
Se ha considerado que los pélenes con cantidades elevadas de
grasa, son buscados selectivamente por las abejas como fuente nutritiva.

Sin embargo, esta hipétesis ha sido cuestionada en el trabajo de
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STANDIFER (1966), que muestra grandes variaciones en el contenido
graso de pélenes recogidos por la abejas (STANLEY y LINSKENS 1974).
En esta linea, se encuentra el trabajo de CALVINO (1952) que
clasifica 1.170 especies de poélenes comparando el contenido en grasa y
almidén y correlaciona el almacenaje de fuente de energia con el
mecanismo de dispersién. Sefiala ademds, que especies con elevado
contenido en grasa son distribuidas por las abejas, mientras que especies

con alto contenido en almidén son dispersadas por el viento.

La mayor parte de los lipidos son ésteres o amidas de 4cidos grasos
de cadena larga, que pueden ser saponificados tras una hidrélisis alcalina.
Entre éstos se encuentran los acilgliceroles o grasas, formadas por
monoglicéridos, diglicéridos y triglicéridos (grasas neutras), asi como ceras,
glucolipidos y fosfolipidos.

Ademas de los lipidos saponificables existen ciertas sustancias
insaponificables, que se incluyen también dentro de los lipidos tales como:
dcidos grasos, alcoholes superiores alifaticos, esteroles, hidrocarburos,
carotenoides y vitaminas liposolubles A, D, E y K.

El extracto graso del polen, es generalmente amarillo, pero puede
presentar distintas tonalidades debido a los pigmentos de la exina y es
probablemente la mayor fuente de variaci6n de los componentes del
extracto etéreo (STANLEY y LINSKENS, 1974).

En lo referente a la localizacién, los lipidos se encuentran en
distintas partes del polen; cuando se observa éste al microscopio, aparecen
los lipidos como gotas dispersas a través del citoplasma (SASSEN, 1964).
En el citoplasma se sitian primariamente en los esporosomas,
principalmente como triglicéridos conteniendo 4cido linoleico, oleico y

palmitico. La exina e intina se consideran como las localizaciones primarias
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de cadenas largas de 4dcidos grasos, alcoholes grasos y ceras. Los terpenos y
esteroles probablemente estin asociados a las paredes celulares y a las
membranas, pero la facilidad de extraccién de los esteroles sugiere que
también estdn situados en el citoplasma. Los lugares intracelulares de
localizacién no han sido ain determinados (STANLEY y LINSKENS,
1974).

Algunos pélenes son particularmente ricos en componentes
lipidicos. En efecto, la cantidad total de lipidos en los mismos varia
ampliamente segin la especie botdnica a la que pertenezca. Asi, puede
oscilar entre el 1 y el 20% en materia seca, como se observa en la Tabla
X111, donde aparecen recogidos datos de diversos autores consultados, que
salvo excepciones, se limitan a determinar simplemente el extracto etéreo
total, sin especificar la composicién del mismo. Ademds muchas de éstas
determinaciones se hacen generalmente en pélenes florales (recolectados
manualmente) vy con menor frecuencia en pélenes apicolas.

La mayoria de las muestras de polen apicola del Estado Espaiiol,
contienen como poélenes predominantes el de Cistus ladaniferus L., C.
albidus L., C. monspeliensis L., C. salvifolius, Helianthemun
lavandulifolium Vill. Dado que estas especies presentan el porcentaje mds
bajo en grasa (3,8% en ms) (BATTAGLINI y BOSSI, 1968), los pélenes
espafioles tienen en general, valores mds bajos que los procedentes de otros
paises (SERRA; GOMEZ y GONELL, 1985).

La composicién de la fraccién lipidica es muy compleja y no
demasiado conocida. Se sabe, que los extractos bencénicos de la capa
externa del polen contienen octanol, hexacosanol, ésteres grasos y 4cidos
libres. Los extractos de éter y alcohol por su parte, contienen triglicéridos,
acido oleico, palmitico, estedrico, caproico, miristico y latrico. Ademais
aparecen ésteres metilicos de algunos acidos grasos (BARBIER, 1971).
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TABLA XIII
PORCENTAIJE DE LIPIDOS EN EL POLEN, SEGUN LAS REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

% LIPIDOS
as

TODD y BRETRERICK (1942) : 4,96
TOCO y BRETERICK (1944) 0,96-14,4
SOSA-BOURDOUIL (1643) 15,0
NILSSOH y col. (1957) 9
CHAUYIR (1959) 4,5
MAURIZIO y GRAFL (1964) 1-20
STANDIFER (1965) 1,5-18,9  polen recagide por abejas

3,2-17,8 polen recagido a mano
BATTAGLINI y B0SI (1968} 3,19-20,4
HEROLD (1970) ’ 2,7-16,4
LOTTI y ANELLI (1870) 1,0-6,3
RICHERT (1971} 4,0
STANLEY y LINSKENS (1974) 1-20
FARAG y col. (1978} 2,26-4,42
McGREGOR (1979) 1,3-13,7
TONKOVIC y HADZITA (1975) 16,43
SOLRBERAG y RENEDIOS (1980) 3,2
GOZALBEZ (1984) 6,50+0,36
PERIS (1984) 4-8
coso (1984) 3,07
SERRA y col. (1985) 4,62
ANORIKOPDULOS y col. (1985) 2,5
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La distribucién de las diferentes clases de lipidos en el polen ha
sido estudiada por diversos autores, entre los que se encuentran
GUNASEKARAN y ANDERSEN 1973) en el polen de Zea mays L. y
Thypha latifolia. Estos autores separan dentro de los lipidos neutros:
Monoglicéridos, diglicéridos, triglicéridos, acidos grasos libres, esteroles e
hidrocarburos, predominando en Thypha latifolia los triglicéridos (41,3%)
y en Zea mays L., los hidrocarburos (31,7%) y un 19,3% de triglicéridos.
Por otra parte, las mayores fracciones de lipidos polares en estas dos
especies son la lecitina, isolecitina, fosfoinositol y fosfatidilcolina.

ANDRIKOPOULOS, SIAFAK-KAPADAI, DEMOPOULOS vy
KAPOULAS, (1985) separan los lipidos totales del polen de Pinus
halepensis en clases individuales de lipidos neutros y polares y hacen la
determinacién cuantitativa e identificacion de los componentes de cada
clase. Encuentran 4cidos grasos libres, ceras y triglicéridos como
principales constituyentes de los lipidos neutros y de los lipidos polares
fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina. También en la fraccién neutra
hallan acidos grasos volatiles libres y esterificados.

NILSSON, RYHAGE y von SYDOW (1957) identifican alcoholes e
hidrocarburos de cadena larga en pélenes y encuentran que la exina de
p6lenes de gymnospermas estd compuesta de gran cantidad de alcoholes,
mientras que la exina de pélenes de angiospermas s6lo tiene una pequefia
cantidad de hidrocarburos.

Existen también hidrocarburos saturados (tricosano, hectacosano,
nonacosano...), hidrocarburos no saturados, monoalcoholes alifaticos
saturados y fosfolipidos (SERRA, GOMEZ y GONELL, 1985).

1.10.2.2.- Acidos grasos

El polen tanto floral como apicola, presenta una gran complejidad
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en cuanto a 4cidos grasos se refiere, ya que posee dcidos desde C8 a C26’
predominando unos u otros segin la especie vegetal de que se trate; asi lo
confirman los trabajos de CHING y CHING (1962), HUGEL (1962),
BATTAGLINI y BOSI (1965, 1968), ROBINSON y NATION (1970),
LOTTI y ANELLI (1970), CERRI, DE SIMONE, SENATORE y ZOLLO
(1979), CERRI, CORDELLA, DE SIMONE y SENATORE, (1981),
SERRA, GOMEZ y GONELL (1985), ANDRIKOPOULOS, SIAFAK-
KAPADAI, DEMOPOULOS y KAPOULAS, (1985).

Por nuestra parte, MUNIATEGUI, SIMAL, HUIDOBRO y
GARCIA (1988) hemos aislado 31 4cidos grasos en las muestras de polen
apicola comercial analizadas, de los cuales se identifican 16: caprilico
(Cg.0)s céaprico (Cjq.o)s laurico (C12:0)' tridecanoico (Cy3.q), miristico
(C14:0), pentadecilico (CIS:O)' palmitico (Cl6:0)’ margdrico (C17:0),
estedrico (Ci8:0) oleico (Cls:l)’ nonadecilico (C,gq.g)s eneicosanoico
(Cy1-0)s linoleico (C18:2)' behénico (Cyj.g), tricosanoico (C23:0) y
lignocérico (Cyy.g)- Siendo el mayoritario el 4cido palmitico con un 27,2%.

Los 4cidos grasos de bajo peso molecular, caprilico, cdprico,
ldurico, tridecanoico, miristico y pentadecilico, se encuentran en
porcentajes generalmente reducidos. El 4cido graso frecuentemente
mayoritario en las muestras de polen es el palmitico, del que se ha aislado
hasta un 42% en polen de Petunia (SOSA y SOSA-BOURDOUIL, 1954) y
un 68% en Papaver rhoeas L. (KWIATKOWSKI, 1964). Segin IDIEN
O’PUTE (1975) en el Elaeis guineensis, los 4cidos grasos insaturados
predominan sobre los saturados en la relacion 3:2.

Ademids de los anteriores, en la fracciébn dcida SOSA y SOSA-
BOURDOUIL (1952) aislan un isomero del 4acido ldctico y un 4cido
ramificado del C,3.
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CUMMINGS y HUDGINS (1958) identifican en poélenes de Pinus
montana, dcidos grasos de cadena larga, alfa-ramificada, beta-hidrolizada
analogo al dcido micélico, y el acido alfa.epsilon-diaminopimélico.

BATTAGLINI y BOSSI (1968) proponen la hipétesis de que la
abeja elige los pélenes ricos en acidos grasos insaturados, indispensables en
su metabolismo, lo cual explican confrontando polen de Zea mays floral y
apicola. Observan diferencias en algunos dcidos de bajo peso molecular y
en oleico y linoleico, que estin presentes exclusivamente o en mayor
cantidad en el apicola, lo que hace suponer que, en la aglutinacién del
polen por la abeja se modifica la composicion de la fraccién 4acida e
incluso se podrian efectuar procesos enzimdticos que provocarian la
ruptura de los acidos grasos insaturadds de mayor nimero de atomos de
carbono.

Por otra parte, éstos autores presentan a los dcidos grasos libres
como parte del material lipidico que atrae a las abejas hacia poélenes de
ciertas plantas y en éste sentido HOPKINS, JEVANS y BOCH (1966)
demuestran en poélenes florales, que el 4cido insaturado octadeca-2-trans-
9-cis-12~cis-12-triendico presenta atraccién para las abejas meliferas.

En el polen abicola, aglutinado por las abejas LUKOSCHUS vy
KEULARTS (1968) han comprobado que con la masticacién y adicién
subsiguiente de sus secreciones mandibulares incluyen acidos como el 10-
hidroxi-2-decenoico.

Es interesante resaltar el trabajo de STANDIFER (1966) que estu-
dia en pélenes apicolas y en algunos florales, los lipidos totales separando
la fraccion saponificable e insaponificable, asi como los hidrocarburos y
esteroles; determinando que el contenido en lipidos de muestras de polen
recogido a mano de fuentes similares de Populus fremontii es tres veces

mds alto que en el mismo polen recolectado por las abejas.

51



1.10.2.3.- Esteroles

Los esteroles, componentes de la fraccién insaponificable, de los
lipidos, son alcoholes derivados del anillo ciclopentanoperhidrofenantreno
de 17 atomos de carbono. Los principales esteroles hallados en el polen se
representan en la Figura 8.

El trabajo ma4s antiguo sobre esteroles en el polen, es ciertamente el
aislamiento del colesterol por VON PLANTA en 1885. Maids tarde,
KOESSLER (1918) en el polen de Ambrosia, MIYAKE (1922) vy
ANDERSON, 1923 y ANDERSON y KULP, 1922, en el polen de Zea
mays L. y SOSA-BOURDOUIL y SOSA (1954) en polen de Corylus
avellana, aislan l1a fraccion esterélica pero no identifican sus componentes.

Una nueva serie de investigaciones comienzan cuando BARBIER vy
REICHSTEIN, SCHINDLER y LEDERER (1959), aislan el 24-metilen
colesterol, surgiendo en consecuencia trabajos tales como el de BARBIER,
HUGEL y LEDERER (1960) que comprueban que dicho esterol es el
mayoritario en pélenes de Pyrus malus y Cistus ladaniferus L. Igualmente
STANDIFER, DEVYS y BARBIER (1968) llegan al mismo resultado en
pélenes de Gramineae, Leguminosaceae, Cactaceae, Cruciferae, Rosaceae y
Salicaceae; resaltando Cornegiea gigantea Englem, donde se aislé en un
94%. Asi mismo KNIGHTS (1968) lo determina en polen de Brassica (56%)
y LOPER, STANDIFER, THOMPSON y GILLIAM, (1980) en polen de
almendro (Prunus dulcis).

También interesante, es el aislamiento por DEVIS y BARBIER
(1967) del Polinastanol (14-metil colesterol) en cantidad considerable en

polenes de Hypochoeris radicata y Taraxacum dens-leoni.
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FIGURA 8.- Principales esteroles presentes en el polen

53



Numerosos trabajos ponen en evidencia que el 24-metilen colesterol
no es el Gnico esterol presente en el polen en cantidades importantes, sino
que es parte de una mezcla de componentes en proporciones variables
segun la especie de polen de que se trate. Asi, GOSS (1968) determina en
el Zea mays L. como principales esteroles el colesterol y estigmasterol.
BATTAGINI, BOSI y RICCIARDELLI D’ALBORE (1970) analizando 20
pélenes recogidos por abejas, separan 7 esteroles de los que identifican 4
(colesterol, polinastanol, 24-metilen colesterol y fucosterol+beta-sitosterol);
destacando el caso del Quercus robur L. donde el fucosterol+beta-sitosterol
representa casi el 100% de la fraccién esterélica.

Por su parte, HUGEL, VETTER, AUDIER, BARBIER vy
LEDERER (1964) hallan esteroles C5, Cog y Cyg en los 3 grupos de
polen analizados (polen mixto, polen de Castanea vulgaris y de Corylus
avellana), siendo mayoritarios en el primer caso el Cog (50%) y en los
otros dos el C29 con 74 y 75% respectivamente. DEVYS y BARBIER
(1965) determinan la fraccion esterdlica de pélenes de distintas especies:
Hypochoeris radicata (90% de colesterol); Pyrus malus (60% de 24-metilen
colesterol); Salix sp. (50% de 24-metilen colesterol y 25% de beta-
sitosterol) y Calluna vulgaris (80% estigmasterol, 10% de 24-metilen
colesterol y 10% de beta-sitosterol).

También STANDIFER, DEVYS y BARBIER (1968) en pélenes de
15 especies de plantas (11 familias) obtienen el 24-metilen colesterol como
mayoritario en 7 especies; el beta-sitosterol en otras 7 y el colesterol en
una.

CERRI, DE SIMONE, SENATORE y ZOLLO (1979) determinan
en polen floral de Pinus canariensis, P. pinaster y P. pinea como esterol
mayoritario el beta-sitosterol (44-47%); en menor cantidad colesterol (15-
16%) y 24-metilencolesterol ( 10,5-13,5%) ademais del 24-nor-colesta-
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5,22-dien-3 beta-ol y el 24-dehidrocolesterol. Datos similares obtienen
CERRI, CORDELLA, DE SIMONE y SENATORE (1981) estudiando
pélenes recogidos a mano de Castanea sativa, Cedrus silani y Cucurbita
pepo.

IDIEN 'OPUTE (1975) aisla el 28-isofucosterol como principal
esterol del polen de Elaeis guineensis (oil palm).

MATSUYAMA, ISHIKAWA y TOMODA (1973) encuentran en las

muestras analizadas estigmasterol, delta7

-estigmasten-3beta-ol y pequeiia
cantidad de 24-metilen colesterol. Por otra parte OHMOTO, NIKAIDO ¢
IKUSE (1972 y 1974 a y b ) identifican el beta-sitosterol y campesterol en
los polenes de Quercus acutissina, Ambrosia elatior y Alnus japonica.

Mass recientemente FARAG, AHMED, RASHAD y EWIES (1980)
determinan como esteroles mayoritarios el colesterol, estigmasterol y beta-
sitosterol, siendo este ultimo el predominante en los pdlenes de las 6
familias mas frecuentes en el delta del Nilo en Egipto. SVOBODA,
HERBERT, LUSBY y THOMPSON (1983) hallan que el 24-metilen
colesterol es el principal esterol; sitosterol e isofucosterol en menor cuantia
y colesterol en trazas. En algunos pélenes predominan otros esteroles como
el delta7-estigmasten—3 beta-ol y delta7-24(28)—campestadien-3 beta-ol.

ANDRIKOPOQULUS, SIAFAK-KAPADAI, DEMOPQULOS vy
KAPOULAS (1985) estudiando 4 muestras diferentes de polen recogido a
mano de Pinus halepensis Mill., hallan que estd formado por beta-sitosterol
principalmente (76,4%), ergosterol (12,28%), estigmasterol (7,58%),
colesterol (1,99%) y colestanol (1,75%) en cantidad minoritaria. Por otra
parte, el beta-sitosterol contenido en Pinus silvestris, P. montana y P.
mugo es del 54, 65 y 65%, respectivamente.

Los trabajos realizados con muestras de . pdlenes envasados

comercialmente son realmente escasos, entre ellos destaca KVANTA (1968)
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que estudia la fraccién aceténica de una mezcla estandarizada de uso
comercial de pélenes de 6 especies de plantas (Zea mays, Pinus montana,
Secale cereale, Phleum pratense, Alnus glutinosa y Dactilis glomerata)
aislando fundamentalmente el estigmasterol.

Algunos autores han realizado estudios comparativos sobre la
composicién de ambos tipos de polen, apicola y floral ; asi STANDIFER
(1966) analiza los esteroles de 10 pélenes apicolas (Taraxacum officinale,
Ranitnculus arvensis, Trifolium pratensis, Robinia pseudoacacia, Prunus
serética, Polygonum sp., Chichorium intybus, Medicago sativa, Populus
fremontii y Salsola kali) y 2 muestras de polen recogido a mano (Populus
fremontii y - Populus nigra var. itilica). En Populus fremontii (polen
apicola) determina un 0,8% (ms) de componentes tipo esterol y un 0,28%
de 3 beta-hidroxi-esteroles, sin embargo, para la misma especie de polen
pero recogido a mano obtiene 1,47% de componentes tipo esterol y 0,74%
de 3 beta-hidroxi-esteroles. Lo mismo ocurre con el resto de los
componentes determinados.

Segun TODD Y BRETHERETICK (1942) los restos de impurezas
de polvo, minerales o pesticidas, asi como la incorporacién de hidratos de
carbono cuando las abejas forman los grdnulos de polen apicola, pueden
causar diferencias cuantitativas en los porcentajes de ciertos lipidos en
pélenes recogidos por abejas y a mano. No obstante, STANDIFER (1966)
cree improbable que esta diferencia sea debida tnicamente a las causas
citadas a pesar de no encontrar explicacién para la misma.

Siguiendo esta linea LOPER, STANDIFER, THOMPSON vy
GILLIAN (1980) encuentran en su estudio que las adiciones lipidicas y
acidicas efectuadas por las glindulas mandibulares e hipofaringeas de las
abejas proporcionan diferencias entre el polen recolectado a mano y el

apicola. De forma que la concentracion de beta-sitosterol en el polen
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recogido a mano es considerablemente mayor que la encontrada en el
apicola. Por el contrario, el contenido de 24-metilen-colesterol no

esterificado es menor en el recogido a mano que en el apicola.

1.10.2.4.- Carotenoides

Los carotenoides son hidrocarburos, formados hasta por ocho
unidades isoprenoides (tetraterpenos), presentando en consecuencia 40
dtomos de carbono existiendo isémeros alfa, beta, gamma..., donde la
mayoria son formas trans.

Son los responsables de las coloraciones amarillo, naranja o rojo de
los distintos vegetales. Estas sustancias solo pueden ser sintetizadas en las
plantas y llegan a los tejidos animales a través de los alimentos (BELITZ y
GROSCH, 1988).

En la naturaleza existen en forma libre en el tejido vegetal
disueltos en lipidos pero también formando complejos con las proteinas,
hidratos de carbono y grasas que originan diferentes colores y modifican la
estabilidad segin la interaccién. .

Todos pueden considerarse derivados de 3 tipos basicos (A, B, C)
por deshidratacion, ciclacién y aromatizacién, introduccién de grupos
funcionales o degradacién oxidativa (Figura 9).

Los carotenoides se dividen en dos grupos principales, carotenos y
xantofilas. A diferencia de los carotenos, que constituyen una serie de
hidrocarburos poliénicos, las xantofilas contienen funciones oxigeno
(grupos hidroxi, epoxi, 0xo...).

Los carotenoides son solubles en los disolventes apolares y en las
grasas. Por esta razén se les demomina lipocromos. Los carotenoides se
extraen con éter de petr6leo, éter etilico o benzol; para las xantofilas son
apropiados también el alcohol y la acetona.
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Los carotenoides son muy sensibles al oxigeno y a la luz y en
ausencia de estos factores, los carotenoides son estables a temperaturas
elevadas.

Debido a su naturaleza altamente insaturada, los
carotenoides tienen tendencia a oxidarse ripidamente por lo que su color
caracteristico va desapareciendo (WILLSTAETTER, 1980). Los
carotenoides son mucho mds estables a la oxidacién en su forma natural
que en los sistemas puros; es probable que la estabilidad de estos
pigmentos en los tejidos vivos intactos sea funcién de la permeabilidad
celular y de la presencia de compuestos protectores (FENNEMA, 1982).

Ademass, existe una estrecha relacién entre la estructura de
la vitamina A y los carotenoides. Concretamente el beta-caroteno es el
resultado de la unién de dos moléculas de vitamina A. Por tanto, algunos
carotenoides como los beta, alfa, gamma... carotenos actian como
provitamina A con la ayuda de enzimas presentes en la mucosa intestinal
de los animales (WILLSTAETTER, 1980).
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FIGURA 9.- Estructura de los carotenoides
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2.- Objeto del trabajo






El polen, producto apicola indispensable para la nutricién de las
abejas, estd adquiriendo gran auge en los ultimos afios como alimento de
interés en la dieta humana, mdxime por la tendencia actual hacia el uso de
productos naturales y como complemento de posibles carencias de la

alimentacién moderna.

A estas inquietudes se une el hecho de que una de las lineas de
investigacion del Area de Nutricion y Bromatologia se viene preocupando
por el estudio de los productos de la colmena, iniciada hace nueve afios
con la miel y en la que se han realizado varias Tesis Doctorales y
numerosas Tesinas de Licenciatura, presentindose trabajos en congresos y
revistas especializadas: HUIDOBRO, 1983; HUIDOBRO y SIMAL 1984 a-
g y 1985; SIMAL, HUIDOBRO y ARAQUISTAIN, 1983 a y b; SIMAL y
HUIDOBRO, 1984 y 1985; HUIDOBRO, SIMAL y TERRADILLOS, 1984;
TERRADILLOS, 1984; TERRADILLOS, SIMAL y HUIDOBRO, 1986 a y
b; HUIDOBRO, SIMAL y COUSO, 1986. Encontrandose las Tesis de
RODRIGUEZ, en preparaciéon y SANCHO en realizacion.

Mais recientemente, v de forma paralela, se ha estudiado el polen
apicola intentando abarcar diferentes aspectos relacionados con su
composicién, como se constata en los diversos trabajos realizados sobre
este tema: Estudio del contenido en agua y azicares (azicares reductores,
glucosa, fructosa, maltosa, sacarosa y polisacaridos) (HUIDOBRO, SIMAL
y MUNIATEGUI 1986 a y b y 1987); Componentes nitrogenados: 1.
Proteina bruta. II. Prolina, dcido glutimico y su relacion (HUIDOBRO,
SIMAL y SANCHO, 1986); Color y 4cidos grasos (HUIDOBRO, SIMAL,
MUNIATEGUI y GARCIA, 1987) y finalmente: Caracteristicas fisico-
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quimicas de 1la grasa del polen apicola (HUIDOBRO, SIMAL,
MUNIATEGUI y PEREZ, 1988).

Con el estudio del origen botanico y de la fraccién lipidica (lipidos
neutros, esteroles y carotenoides) se pretende aportar nuevos conocimientos
a los parametros discriminantes para la caracterizacion del polen apicola.
Cabe sefialar, ademas que el "Estudio de la fraccion ester6lica del polen
apicola" ya ha sido publicado (MUNIATEGUI, SIMAL y HUIDOBRO,
1988).
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3.- Antecedentes bibliograficos






3.1.- COLOR

Los antecedentes de los métodos aplicados al estudio del color en el
polen apicola, aparecen recogidos en el trabajo de Licenciatura de
GARCIA dirigido por HUIDOBRO, SIMAL y MUNIATEGUI (1987),
resaltando el empleo de métodos subjetivos por sensacién visual y de
forma objetiva, empleando colorimetros, métodos espectrofotométricos por

reflectancia...
3.2.- ORIGEN BOTANICO

Aunque la morfologia del polen y el origen botdnico de la miel ha
despertado el interés por su estudio, desde muy antiguo, como queda
reflejado en las referencias histéricas y bibliograficas que figuran en la
Tesis Doctoral de TERRADILLOS (1988), en el polen apicola no es tan
abundante su estudio.

BATTAGLINI y BOSI (1968) identifican las especies botdnicas de
los poélenes mas recogidos en las trampas de la zona de Perugia,
confrontando las preparaciones microscéopicas con poélenes tomados
directamente de las plantas. Examinan mediante 120 aumentos granos de
polen de 15 especies: Salix sp; Pterotheca nemansensis Cass.; Trifolium
pratense L.; Onobrychys viciaefolia Scop.; Papaver rhoeas L.; Anthirrinum
sp; Cistus sp; Plantago lanceolata L.; Helminthia echioides Gaertn;
Urospermun dalechampii Desf.; Cruciferae sp; Aster novi-belgi L.;

Cephalaria leucantha Schard; Scabiosa sp; Zea mays L. y Hedera helix L.

GOZALBEZ (1984) estudia la composicién botdnica de los granulos

de polen apicola sobre 30 muestras tomadas al azar. De cada muestra
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efectiia 3 pesadas de 3 g cada una, sobre las que realiza la separacién de
los granulos por colores. Realiza preparaciones de grdnulos de polen
disgregados en glicerina jelly (glicerina-gelatina) y procede a continuacién
a su examen microscopico. Comprueba que los pélenes pertenecen a 35
especies agrupadas en 12 familias, siendo las méas destacadas:
Borraginaceae, Cistaceae y Fagaceae.

Las especies botdnicas mas importantes son: Cistus ladaniferus L. y
Echium plantagineum L. con valores medios de 54,1 y 14,7%
respectivamente, seguidos de Quercus rotundifolia Lam., que
conjuntamente alcanzaron el 77,3%, correspondiendo el 23% restante a las

31 especies acompaiiantes identificadas.

GOMEZ (1984) estudia 10 muestras de polen comercializado en
Espafia. Separa por gamas cromdticas distintos grdnulos, observdndolos al
microscopio dptico y en los casos mds problemdticos al microscopio
electrénico de barrido (MEB).

Para la observaciéon del polen utiliza el montaje al natural y la
acetolisis de ERDTMAN (1960), para lo cual se sumerge el polen en 4cido
acético glacial y posteriormente se monta con Xxilol u otro preparado
similar. Para la observacion al MEB, el polen acetolizado y pasado por la
serie de alcoholes desde el 50% al absoluto, ha sido metalizado con una
capa de oropaladio.

Las familias mds recogidas por las abejas, segin este autor, son:
Borraginaceae, Cistaceae, Compositae, Ericaceae, Fagaceae,
Leguminosaceae, Liliaceae, Papaveraceae, Poligonaceae, Rosaceae y
Scrofulariaceae.

Siendo mayoritarios los potlenes de Cistus ladaniferus L. con un

15%, Papaver rhoeas L. 11%, Echium sp. y Rubus sp. con un 9%.
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SERRA, GOMEZ y GONELL (1985) analizan 30 muestras de
polen apicola, recogidas directamente por los autores de partidas
representativas destinadas al mercado, obtenidas de las principales zonas
productoras. En éstas, identifican los grdnulos de diferente color, mediante
el andlisis polinico segin el método de LOUVEAUX, MAURIZIO vy
VORWOHL (1970). Identificindose 26 familias con un total de 59
especies.

Las especies cuantitativamente mds importantes son: Cistus
ladaniferus L., Echium plantagineum L., Quercus ilex L., Q. rotundifolia
Lam., Echium vulgare L. y Helianthemum lavandulaefolium (Link) DC.
Predominando las dos primeras especies, que llegan a un valor promedio
del 70%, variables segin el origen geografico y que aumentan o
disminuyen a costa de los Quercus, que presentan porcentajes maximos del
10%.

PEREZ, GOMEZ y MOLINS (1987) separan por colores bajo luz
artificial, los granulos de polen apicola comercial, con objeto por un lado
de mostrar por separado la coloracién del grano de polen y la flor de la
que ha sido recogido por la abeja y por otro, de conocer las principales
fuentes de polen de la zona.

Las muestras de los grupos formados se acetolizan segin el método
ERDTMAN (1960) montindose a continuacién en glicero-gelatina,
obteniendo 14 grupos de coloracién homogénea diferentes que
corresponden a las siguientes familias: Leguminosaceae, Papaveraceae,
Campanulaceae, Ranunculaceae, Compositae, Umbelliferae, Cruciferae,
Cistaceae y Fagaceae.

El color predominante es el amarillo y dentro de éste la mayor

proporcién corresponde a granos pertenecientes al genero Cistus (jaras).

69



3.3.- AGUA, HIDRATOS DE CARBONO Y PROTEINAS

Los diversos métodos aplicados al estudio de estos parimetros
aparecen recogidos en distintos trabajos ya publicados:
- Determinacién del contenidos en agua: HUIDOBRO, SIMAL vy
MUNIATEGUI (1986 a y b).
- Determinacién de hidratos de carbono: HUIDOBRO, SIMAL vy
MUNIATEGUI (1986b y 1987).
- Determinacion de proteinas: Tesina de Licenciatura de SANCHO dirigida
por HUIDOBRO y SIMAL (1986) (que se halla pendiente de publicacién).

3.4.- DETERMINACION DE LIPIDOS TOTALES

El contenido en lipidos totales del polen tanto apicola como floral,
ha sido evaluado por distintos autores mediante extracciones de duracién
variable, con disolventes orgdnicos bien sea éter de petrdleo, éter etilico,
benceno, cloroformo..., ademas de metanol o etanol; obteniéndose extractos
grasos que pueden variar en composicién, por lo que es necesario
especificar en cada caso el procedimiento de extraccién seguido.

Entre los que realizan extracciones etéreas mediante el empleo del
Soxhlet se encuentran NILSSON, RYHAGE y SYDOW (1957) que tratan
exhaustivamente el polen secado al aire, con éter etilico durante 2 semanas
a una temperatura de 25°C.

LOTTI y ANNELLI (1970) examinan los lipidos totales de 16
especies de polenes recogidos a mano. Desecan 20 g de polen a 602C
durante 24 horas y los trituran en un mortero para facilitar la ruptura de
la membrana; extrayéndolos a continuaciéon con éter de petréleo en
Soxhlet.
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SOLRBERG y REMEDIOS (1980) determinan el extracto etéreo de
muestras de polen apicola y recogido a mano, empleando éter de petréleo.

GOZALBEZ (1984) toma 4 g de muestra seca que extrae con éter
sulfirico en el Soxhlet y mantiene en estufa a 902C hasta peso constante.

OHMOTO, UDAGAWA y YAMAGUCHI (1986) tratan los granos
de polen con éter etilico en un Soxhlet durante 48 horas y el residuo se
extrae con etanol al 80%.

BATTAGLINI y BOSI (1968) emplean un agitador magnético
durante 20 minutos para extraer 5 g de polen apicola (desecado a 60°C
durante 10 horas) con 50 ml de éter etilico. Repiten el procedimiento
después de sedimentar y filtrar por decantacion.

Otra variante es la obtencién de extractos etanélicos. CERRI,
CORDELLA, DE SIMONE y SENATORE (1981) extraen el polen
recolectado a mano, una vez liofilizado, en Soxhlet usando etanol.

Mediante mezclas de disolventes orgdnicos y alcohélicos se pueden
obtener extractos grasos. Asi TONKOVIC y HADZIJA (1979) extraen los
lipidos de pélenes apicolas comerciales con benceno, éter etilico y metanol.
El residuo obtenido se seca a vacio a baja temperatura.

IVANOV, ENCHEVA y K’OSEV (1985) extraen los lipidos del
polen recolectado por las abejas, mediante éter de petréleo y cloroformo-
etanol (2:1).

LOPER, STANDIFER, THOMPSON y GILLIAN (1980) llevan las
muestras de polen apicola y recogido a mano a igual grado de humedad.
Extraen 1 g de polen (afiadiéndole 50 microlitros de 4cido C 15 como
"estdndar interno") en Soxhlet durante 16 horas mediante la mezcla
cloroformo-metanol (2:1). El extracto se deseca en rotavapor a 40°C.

ANDRIKOPOULOS, SIAFAK-KAPADAI, DEMOPOULOS vy
KAPOULAS (1985) rompen las parédes celulares, del polen de Pinus
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halepensis recogido a mano, en una dispersién acuosa al 2% (p/v), en un
cilindro metdlico de 30 ml bajo presién de 60-90 bares de nitrégeno.
Extraen los lipidos segun la modificacién del método de BLIGH y DYER
(1959), donde 1 g de polen se macera en 380 ml de cloroformo-metanol-
agua (1:2:0,8) y se filtra. El cloroformo y agua se afiaden de forma que se
obtenga una relacion final de cloroformo-metanol-agua de 1:1:0,9. La capa
cloroférmica se evapora a vacio a 302C y el residuo se seca en corriente de

nitrégeno y se redisuelve en 1-3 ml de cloroformo-metanol (9:1).

3.4.1.- Separacién de lipidos neutros

3.4.1.1.- Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

Es de destacar, que no se han hallado referencias bibliograficas
donde se aplique esta técnica al estudio del polen apicola, por lo que se
recogen los métodos aplicados a otro tipo de muestras, asi:

AITZETMULLER (1977), analiza en 15 minutos mezclas de
glicéridos (mono, di y triglicéridos), emulsiones alimenticias, ciertas grasas
de semillas y productos tales como aditivos poliméricos, usando
cromatografia liquida con gradiente de elucion y detector "moving-wire
LCM-2 transpor-flame-ionization". La columna empleada es de silice,
Lichrosorb SI-60, 5 o 10 micras. Utiliza tres mezclas de solventes (I, 11 y
IIT) de polaridad creciente para producir una secuencia de dos gradientes
(de T all y de IT a III). El I es tetracloruro de carbono-isooctano (34:66);
el II cloroformo-dioxano-hexano (40:11:49) y el III corresponde a
cloroformo-metanol-diisopropiléter (34:36:30).

AITZETMULLER y KOCH (1978) utilizando el mismo tipo de
columna, detector y gradiente de solventes, separan las clases de lipidos

del sebo (hidrocarburos y escualeno, ésteres de colesterol y ésteres de
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ceras, colesterol libre y monoglicéridos); como también del plasma
sanguineo humano y lipidos de cerumen.

GREENSPAN y SCHROEDER (1982) determinan los lipidos
neutros hepdticos y 4cidos grasos por HPLC, usando una columna de silice
Ultrasil 5 micras de 4,6 X 250 mm, detector de indice de refraccién
termostatizado a 252C. El sistema de solventes empleado es: 2,2,4-
trimethyl-pentano (isooctano), tetrahidrofurano, dcido férmico (90:10:0,5),
con un flujo de 1,0 ml/min, eluyendo el colesterol en 18 minutos.

El método comprende la separacién de un extracto clorof6rmico de
los lipidos totales libres, seguido de eliminacién de los fosfolipidos por
adsorcién en columna sobre dcido silicico y elucién de los lipidos neutros y
dcidos grasos con 50% de dietiléter en hexano. Utilizan la cromatografia en
capa fina para la comprobacién de estas fracciones eluidas.

FRICKE y OEHLENSCHLAGER (1982) separan las clases de
lipidos polares y neutros en un unico cromatograma con flujo programado.
Utilizan una columna de silica Hypersil 5 micras de 12,5 cm x 4,6 mm,
equipada con una precolumna de 2 cm, rellena de la misma fase
estacionaria. Las fases méviles usadas son n-hexano-2-propanol-acido
sulfurico 0,01 N (100: 100: 15) y n-hexano-2-propanol-acetato sédico
0,1M buffer (pH: 4,46) (8:8:1). El programa de flujo es: Para el primer
caso de 0,4 ml/min a 2ml/min y en el segundo 0,4 ml/min a 3 ml/min. El
detector es UV a 206 nm y temperatura ambiente.

GRAILLE, FRATER y PIOCH (1983) determinan cuantitativa-
mente los glicéridos (mono, di y triglicéridos) con una columna de 25 cm
de diol silica de 10 micras, un detector de UV a 213 nm, usando
isooctano-propanol (95:5) en forma isocrdtica y flujo de 2 ml/min. En
estas condiciones se produce la elucion de los triglicéridos con el volumen

muerto del sistema. Por lo que proponen utilizar un gradiente de elucién
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con dos sistemas de solventes; el A) isooctano: isopropanol (99,5:0,5) y el
B) isooctano- isopropanol (50:50) y flujo de 0,5 ml/min a 2,5 ml/min.

HAMILTON y COMALI (1984) describen un método en fase normal
e isocratica para separar lipidos neutros y 4cidos grasos en 15 minutos
empleando una columna de 30 cm x 3,9 mm MicroPorasil, con flujo de
2,0 ml/min y detector de UV a baja longitud de onda (206 nm).

Estudian dos fases moviles para separar las clases de lipidos por
HPLC. La primera formada por: Hexano-2-propanol-dacido acético
(100:0,5:0,01) produce una separacién incompleta de ésteres de colesterol y
triglicéridos, pero excelente de los dcidos grasos y colesterol. La segunda:
Hexano-n-butil cloruro-acetonitrilo-acido acético (90:10:1,5:0,01) resulta
completa la separacién de las cuatro clases de lipidos, ademdis de
diferenciar los triglicéridos y dcidos grasos segin el nimero de dobles
enlaces.

Realizan una separacién previa de los lipidos neutros y dcidos
grasos de la fraccién de fosfolipidos usando columnas Sep-Pak de silice
(600 mg). Donde la recuperacién de los ésteres de colesterol, triglicéridos,
4cidos grasos, colesterol y fosfolipidos de la columna de silice es mayor del
95%. Usan como eluyentes 16 ml de cloroformo-acético (100:1),
obteniendo la fraccion 1 con los lipidos neutros; 5 ml de metanol-
cloroformo (2:1) (fraccién 2); 2 x 5 ml de metanol-cloroformo-agua
(2:1:0,8) (fracciéon 3 y 4). Aplican dicho método al andlisis de los lipidos
neutros de suero humano, de conejo y de rata.

RITCHIE y JEE (1985) separan las clases de lipidos simples
(triglicéridos, diglicéridos, monoglicéridos y d4cidos grasos), usando una
columna de silice Zorbax de 25 cm x 4,6 mm y detector de indice de
refraccién. La fase mévil es isooctano-tetrahidrofurano-dcido férmico

(90:10:0,5) 6 (80:20:0,5). Para la primera mezcla el andlisis se efectia a
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temperatura ambiente y flujo inicial de 1,5 ml/min. En la segunda la
temperatura de la columna se eleva a 352C con flujo de 1,0 ml/min.

CHRISTIE (1986) realiza un método rdpido (20 min) de separacién
y cuantificacidén de las principales clases de lipidos de tejidos de animales
con polaridades variadas y crecientes: Esteres de colesterol, triglicéridos,
colesterol, diglicéridos, 4cidos grasos libres, cerebrésidos, difosfatidil-
glicerol, fosfatidil-glicerol, fosfatidil-etanolamina, fosfatidil-inositol,
fosfatidil-colina y esfingomielina. Ademds indica los tiempos de retencién
de los siguientes componentes presentes en cantidades traza:
Monoglicéridos, fosfatidilmonometil-etanolamina, lisofosfatidiletanolami-
na, fosfatidildimetil-etanolamina, lisofosfatidil-colina.

Utiliza un cromatdgrafo Spectra~Physics mod 8.700 con un detector
de masas ACS 750/14. Para la determinacién cuantitativa emplea una
columna de silice Spherisorb de 3 micras y en el trabajo de exploracién,
una columna de 25 ¢m x 5 mm asociada a otra de 5 cm x 5 mm, ambas de
silice Hypersil de 5 micras.

La mezcla ternaria de solventes es la siguiente: A) isooctano-
tetrahidrofurano (99:1); B) isopropanol-cloroformo 4:1; C) isopropanol-
agua (1:1), con flujo de 2 ml/min y el siguiente gradiente de elucioén: 1
min 100% de A; 5 minutos 80% A y 20% B; 5,1 minutos 42% A, 52% B y
6% C; y a los 20 minutos 32% A, 52% B y 16% C.

Las muestras de lipidos se pasan a través de un filtro de 0,5 micras
y se inyectan en 5 microlitros de cloroformo-isooctano (1:1).

LAPIN, PISEVA, RUBTSOVA e IAKEVICH (1986) describen la
separacion de la fraccion lipofilica del Krill del Antartico en dos horas,
aislando hidrocarburos (incluyendo aquellos de tipo carotenoide), ésteres
de esteroles, ceras, triglicéridos, 4cidos grasos libres, esteroles y mono y

diglicéridos; ademds de lipidos polares: Fosfatidil-inositoles, 4cidos
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fosfatidicos, fosfatidiletanolaminas, lecitinas y sus correspondientes
lisoderivados. Algunos de ellos fueron identificados por cromatografia en
capa fina de alta resolucion (HPTLC), cromatografia de gases y
espectrometria de masas.

En la separacién utilizan un cromatégrafo de HPLC Analyst 7.900,
equipado con detector UV y columna Zorbax sil de 500 mm x 21,5 m (2 x
250 mm en serie).

Las fases méviles son: A) Isopropanol-hexano-buffer acetato 0,01
M (500: 500: 5); B) isopropanol-hexano-buffer acetato 0,01 M
(500:500:15); C) isopropanol-hexano-buffer acetato 0,01 M (500:500:37,5) y
D) isopropanol-buffer acetato 0,01 M (1,0:37,5). La separacién se efectia
a temperatura ambiente usando el siguiente programa de gradiente: 0-33
min solvente A), con un incremento lineal de flujo de 3 a 10 ml/min; 33-
40 min solvente B) a 10 ml/min, con un incremento de flujo de 10 a 20
ml/min; 40-100 min solvente C) con un incremento de flujo de 10 a 20
ml/min y de 100 a 130 min solvente D) hasta flujo de 20 ml/min.

La detecciéon se realiza por una parte a 220 nm, con detector
espectrofotométrico equipado con célula semipreparativa y por otra con
detector diode-array, operando a longitudes de onda comprendidas entre
200 y 600 nm, siendo el flujo del detector de diode-array la mitad del
detector espectrofotométrico.

3.4.1.2.- Cromatografia en capa fina (TLC)

ANDRIKOPOULOS, SIAFAK-KAPADAI, DEMOPOULOS vy
KAPOULAS (1985) separan los lipidos totales del polen de Pinus
halepensis en clases individuales de lipidos neutros y polares mediante
cromatografia en capa fina. En los lipidos neutros hallan: Hidrocarburos,

ceras, ésteres de esteroles y ésteres metilicos de dcidos grasos, triglicéridos,
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dcidos grasos, esteroles y diglicéridos, gliceriléteres y monoglicéridos y
glucolipidos.

Para la separacion de los lipidos utilizan cromatografia en capa fina
preparativa, realizando el desarrollo con un "sistema dual", hasta 4 cm
(Rf= 0,4) , éter etilico-4cido férmico (100:6) seguido de éter de petréleo-
éter etilico-dcido formico (80:20:3), sobre placas de silicagel G 60 de 0,50
mm de espesor. La visualizacién de bandas se realiza por exposicién a

vapores de yodo. La cuantificacién la realizan gravimétricamente.

3.4.2.- Saponificacién y extracciéon del residuo insaponificable

Los métodos aplicados en el polen para aislar la fraccién
insaponificable de la grasa, difieren ligeramente, siendo necesario en todos
los casos la saponificacién de la grasa, utilizando generalmente disolucién
alcohoélica de hidréxido potdsico. La extraccion del residuo insaponificable
se realiza mediante disolventes como éter etilico y éter de petréleo.

HUGEL (1962) saponifica el extracto graso con potasa metandlica
2N durante 4 horas con ebullicién a reflujo. La solucién se extrae con éter
y la fraccién eterosoluble se lava con agua y se deseca.

STANDIFER (1966) realiza la saponificacién con disolucién
etanélica de hidréxido potdsico durante 5 horas y media a 612C bajo
nitrégeno. Los residuos de polen se lavan varias veces con etanol caliente.

La fraccién insaponificable se extrae dos veces con volimenes
dobles de éter etilico; luego con volumenes dobles de éter etilico libre de
per6xidos y n-hexano en proporcién 4:1; finalmente con éter etilico-n-
hexano (3:2).

CERRI, DE SIMONE, SENATORE y ZOLLO (1979) saponifican el

extracto etéreo a reflujo bajo nitr6geno durante 2 horas con hidréxido
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potisico al 10% en etanol al 70%.

SVOBODA, HERBERT, LUSBY y THOMPSON (1983) saponifican
las muestras a reflujo durante 4 horas en 160 ml de etanol, 20 ml de
benceno, 20 ml de agua e hidréxido potasico al 5% . La mezcla se enfria,
se afiaden 200 ml de agua y se acidifica con 4cido clorhidrico IN. Se
extrae 4 veces con hexano y 1 vez con éter etilico. Las fases de solventes
organicos se combinan, secan sobre sulfato sédico y se filtran. El solvente

se elimina a vacio.

3.4.3.- Separacién de la fraccién esterélica

Para el aislamiento y obtencién de la fraccion esterélica en el polen
se han empleado técnicas como la precipitacién con digitonina, separacion
por cromatografia en capa fina y en columna; utilizando como liquidos de
desarrollo disolventes orgidnicos puros o mezclas de ellos. Estos métodos

aparecen recogidos en la AOAC (1984), asi como en las normas UNE.

3.4.3.1.~ Separacién por precipitacién con digitonina
STANDIFER (1966) utiliza la precipitacién con digitonina para
determinar los 3-beta-hidroxiesteroles en la fraccién de esteroles neutros.
BATTAGLINI, BOSI y RICCIARDELLI D’ALBORE (197Q) aislan
la fraccién esterdlica por precipitacién con digitonina, segin el método de
la AOAC (1960).

3.4.3.2.- Separaciéon por cromatografia en capa fina (TLC)
ANDRIKOPOULOS, SIAFAK-KAPADAI, DEMOPOULOS vy

KAPOULAS (1985) aislan la fraccién formada por esteroles libres y

diglicéridos mediante TLC preparativa de los lipidos totales del polen (40
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mg) sobre silicagel G 60 y doble sistema de desarrollo:
I) Eter etilico-4cido férmico (100:6) hasta Rf=0,4.
II) Eter de petréleo-éter etilico-dcido férmico (40:10:3). Los esteroles

libres purificados se cuantifican por gravimetria.

3.4.3.3.- Separaciéon por cromatografia en columna

BARBIER, HUGEL y LEDERER (1960) después de extraer una
serie de veces el polen con éter etilico y etanol, el extracto etandlico se
filtra sobre silicato de magnesio-celita (2:1), se eluye con cloroformo-
metanol (95:5); el eluato se trata con éter, separando la fraccién insoluble
en éter. La fraccion soluble, se separa en parte neutra y en dcida mediante
carbonato sédico. La parte neutra se cromatografia sobre gel de silice. Los
eluatos obtenidos por la mezcla benceno-éter etilico (9:1) se cristalizan en
metanol, obteniendo un esterol bruto (reaccién Liebermann-Burchard azul
verdoso) constituido mayoritariamente por 24-metilen colesterol.

HUGEL, VETTER, AUDIER, BARBIER y LEDERER (1964)
cromatografian la fraccién insaponificable del extracto alcohélico de la
muestra de polen, sobre columna de 4cido silicico segin BARBIER vy
HUGEL y LEDERER (1960). La fraccién eluida por la mezcla benceno-
éter etilico (95:5) (reaccién Liebermann: azul-verdoso) se cristaliza en
metanol.

STANDIFER, DEVYS y BARBIER (1968) separan los esteroles de
la fraccién insaponificable por cromatografia en columna, posterior
purificacién por precipitaciéon con digitonina y por cromatografia en capa
fina (TLC) sobre 4cido silicico, desarrollando con pentano-acetato de etilo
(7:3).
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CERRI, DESIMONE, SENATORE y ZOLLO (1979) fraccionan el
insaponificable en columna sobre silicagel usando como eluyente
cloroformo.

LOPER, STANDIFER, THOMPSON y GILLIAN (1980) rompen el
polen mecdnicamente y se extrae dos veces con una mezcla de solventes
formada por cloroformo-metanol-agua (3:2:2) (7 ml/g de polen). El
extracto se filtra y concentra a vacio hasta sequedad; se diluye con una
solucién de cloruro sédico al 15% y el residuo se extrae de nuevo con
diclorometano. Este se lava con agua y se seca sobre sulfato sédico. El
residuo se cromatografia sobre alimina neutra de grado de actividad II
usando 50 ml de cada uno de los solventes: hexano, hexano-benceno (1:1),
benceno, benceno-éter etilico (3:1) y éter etilico, obteniendo
hidrocarburos, ésteres de esteroles y ceras, triglicéridos, alcoholes y
esteroles, respectivamente. La fraccién de ésteres de esteroles y ceras se
saponifica y los esteroles esterificados se aislan de forma similar.

SVOBODA, HERBERT, LUSBY y THOMPSON (1983) aislan los
esteroles de la fraccién insaponificable por cromatografia en columna
sobre alimina, posteriormente se purifican por cromatografia en capa fina

y precipitaciéon con digitonina.

3.4.4.- Anilisis de la fraccién esterélica

Para la separaciéon e identificacién de los distintos componentes de
la fraccién esterdlica se emplea fundamentalmente la cromatografia de
gases. Las temperaturas de columna oscilan entre 220%C y 2802C; las fases
estacionarias mds utilizadas son silicona SE-30, JXR y OV-17; como
soportes de la fase estacionaria se usan celite, Gas Chrom. P, Supelcoport,

Chromosorb W, etc. lavados a los 4cidos y silanizados; el gas portador mis
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utilizado es nitrégeno y el detector suele ser de ionizacién de llama (FID).
También se utiliza con frecuencia la espectrometria de masas, asi
como métodos de comprobacién por espectrofotometria de IR, UV y
resonancia magnética nuclear (RMN).
Los esteroles se pueden analizar como tales, en forma libre o previa

formaciéon de derivados.

3.4.4.1.- Analisis por cromatografia de gases (GLC)

KNIGHTS (1968) estudia los esteroles en el polen de Brassica
napus usando cromatrografia gas-liquido.

BATTAGLINI, BOSI y RICCIARDELLI D’ALBORE (1970)
caracterizan los esteroles individuales mediante cromatografia de gases,
después de obtener los trimetilsilil ésteres, preparados a partir del
digitonido, seguin la técnica de SWEELY, BENTLEY, MAXITA y WELL
(1963). La fase estacionaria es SE-30 al 2% sobre Chromosorb W-A/W
silanizado. Cromatégrafo de gases con detector de ionizacién de llama
(FID). Temperatura de la columna 260%2C. Temperatura del inyector y
detector 2902C. Gas portador: Nitrégeno.

CERRI, DESIMONE, SENATORE y ZOLLO (1979) acetilan la
fraccion esterdlica con anhidrido acético y piridina durante 12 horas a
temperatura ambiente. Se purifica en columna sobre silicagel eluyendo con
éter de petr6leo 40-702C y benceno (7:3). Los acetatos de esteroles se
fraccionan en columna sobre nitrato de plata-gel de silice (1:4), eluyendo
con éter de petr6leo 40-702C con cantidades crecientes de benceno. Las
fracciones obtenidas se analizan por GLC con un cromatégrafo Perkin-
Elmer 3920 B equipado con columna de 2m x 3mm de didmetro interno,
rellena de OV-17 al 3%. Temperatura de la columna 250°C, Gas portador:
Nitrégeno (50 ml/min).
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LOPER, STANDIFER, THOMPSON y GILLIAN (1980) obtienen
los acetatos de esteroles que cuantifican por GLC en columna rellena con
SE-30.

FARAG, AHMED, RASHAD y EWIES (1980) aplican 1la
cromatografia de gases para la identificacién y anilisis cuantitativo de los
esteroles.

ANDRIKOPOULOS, SIAFAK-KAPADAI, DEMOPOULOS vy
KAPOULAS (1985) analizan los esteroles sin derivatizar, usando una
columna de vidrio de 1,8 m x 2 mm de didmetro interno, rellena de SP-
2250 al 3% sobre Supelcoport. Temperatura de la columna 260°C;
temperatura del inyector y detector 2702C. Gas portador: Nitrégeno
(60ml/min), detector de ionizacién de llama (FID).

3.4.4.2.- Anilisis por cromatograffa de gases asociada a otras técnicas

BARBIER, HUGEL y LEDERER (1960) identifican el 24-metilen-
colesterol, empleando una serie de técnicas entre las que no figura la
cromatografia de gases; determinan el punto de fusién de la fraccién
obtenida y por anilisis elemental comprueban que se corresponde a la
férmula C28H460' El espectro de IR muestra dos bandas caracteristicas
del grupo metilen. Determinan ademadis los valores de rotacién Optica. El
esterol se somete ademds a ozondlisis mediante acido acético y la 2,4-
dinitro-fenil hidrazona del formaldehido. Se identifica el formaldehido por
el punto de fusién caracteristico y el R de su 2,4-dinitro-fenilhidrazona
en cromatografia radial sobre papel impregnado de dimetil-formamida,
desarrollando con decalina.

HUGEL, VETTER, AUDIER, BARBIER, LEDERER (1964)
estudian la fraccién ester6lica mediante espectrofotometria UV vy

resonancia magnética nuclear. Los resultados son confirmados por
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espectrometria de masas que permite obtener con precision los pesos
moleculares, grados de saturacién y estructura de las cadenas laterales, de
los esteroles presentes. Para la espectrometria de masas se utilizan
derivados acetatos hidrogenados. Para completar el estudio de las medidas
fisicas se efectia una ozonélisis y una oxidacién de Oppenauer. La
espectrometria de masas se realiza con un aparato Atlas CH4; temperatura
de la fuente de iones 260°C; tensién de ionizacién: 70 ev y 10 ev;
temperatura de inyeccién 2202C. La cromatografia gaseosa se realiza en
columna rellena de silicona SE-30 al 3% sobre Chromosorb P. Temperatura
programada entre 175-2252C (con diferentes programas).

STANDIFER, DEVYS y BARBIER (1968) acetilan la mezcla
esterolica con anhidrido acético en piridina. Los acetatos de esteroles se
recristalizan sobre metanol. El espectro de masas de los acetatos de
esteroles se obtuvo con un Atlas CHy. La temperatura cuando la muestra
se introduce es de 1802C. La composicién relativa de la mezcla de esteroles
analizada se calcula sobre la base de los picos M-60 (valores +/- 10%). La
presencia de colesterol se verifico6 por la preparacién de los
trimetilsililderivados y andlisis por cromatografia de gases a 2002C y flujo
de 120 ml/min sobre columna de 2 m x 4 mm de didmetro interno, rellena
con celite-HMDS impregnado con QF-1 (flurosilicona al 10%). La
presencia del 24-metilen colesterol se verifica por espectrometria de masas
(intensidad de pico a m/e 296); espectrofotometria de IR (bandas 1639
cm'l y 885 cm'l); por preparacién del 24-cetocolesterol por ozonélisis
(BARBIER, HUGEL y LEDERER, 1960); saponificacién del acetato y
comparacion directa por cromatografia en capa fina.

SVODOBA, HERBERT, LUSBY y THOMPSON (1983) analizan los
esteroles cuali y cuantitativamente por GLC con tres sistemas: OV-17 al
2% sobre Gas Chrom P (100-120 mallas) en columna de 1,8 m x 2 mm de
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didmetro interno a 2492C; columna capilar de silice fundida J & W DB-1,
15 m x 0,25 micrometros a 219%C, gas portador helio a 25 cm/seg de
velocidad lineal, relacion de split 23:1; SE-30 al 2% sobre Gas Chrom P
(100-120 mallas) en columna de 1,8 m x 4 mm de didmetro interno a
2302C. Las dos primeras columnas en cromatégrafo Varian mod 3700 y la
tercera en un Hewlett-Packard mod 7610 A. La identificacién de los
esteroles por GLC se basa en la comparacién de los tiempos de retencién
relativos con el colesterol como "stindar interno". La identificacién de
todas las muestras de esteroles se establece por cromatografia de gases y
espectrometria de masas con un Finningan mod 4510 GC-MS equipado
con una columna capilar de silice fundida T & W DB-1, de 15 m x 0,32
mm. El espectro de resonancia magnética proténica se realiza con un Jeol
FX-60-Q Transformador de Fourier RMN equipado con sonda capilar de
1,7 mm. El espectro de IR se obtiene con un espectofotémetro de
infrarrojos Perkin-Elmer mod 221. Las muestras de esteroles son acetiladas
(en piridina-anhidrido acético 2:1, a temperatura ambiente) y los acetatos
se examinan por GLC y GC-MS. Los acetatos adem4s, se fraccionan por
cromatografia en columna con 20% de nitrato de plata impregnando
Unisil, y las fracciones obtenidas se purifican sobre cromatoplacas de

silicagel H impregnadas con nitrato de plata.

3.4.5.- Determinacion de carotenoides

Al no hallarse referencias sobre la determinacién de carotenoides
en el polen apicola, se han de mencionar las aplicadas a otro tipo de
muestras, que se recogen ampliamente en el trabajo de LOPEZ, SIMAL y
VARELA (1987). Por lo que solamente citaremos la existencia de métodos
espectrofotométricos y cromatograficos que engloban la cromatografia en
papel y capa fina, cromatografia gaseosa, cromatografia liquida de alta

resolucion...
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4.- Parte experimental






4.1.- MUESTRAS

Las muestras de polen apicola para la realizacién de este trabajo
fueron adquiridas en el comercio en nimero de 35 marcas diferentes. En
su mayoria se presentan en grdanulos de distintos colores y tamaifios mds o
menos homogéneos aunque existen marcas que ofrecen el polen apicola
pulverizado.

En el mapa de la Figura 10 se indica la situacién geogrifica de los
domicilios sociales de las casas comerciales envasadoras de las muestras
analizadas.

El estudio del origen botdnico se ha efectuado en 32 muestras de
polen granulado de las 35 totales, rechazando las que se presentan en el
mercado pulverizadas, ya que los grdnulos de polen individuales, se
encuentran rotos total o parcialmente, perdiendo precisiéon el analisis. Los

restantes estudios se han realizado en las 35 muestras.
4.2.- TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Con el fin de facilitar las determinaciones de los distintos
componentes, es necesario pulverizar las muestras; por lo que para evitar
modificaciones debidas a la gran higroscopicidad del polen y a su
naturaleza hidrocarbonada, se recomendable realizar la fragmentacién en
"caja seca" que proporciona una atmosfera inerte exenta de humedad,
mediante el uso de pentoxido de fosforo (P205). Se realiza en un tiempo
minimo de uno a dos minutos, suficiente para lograr un polvo fino y

evitar alteraciones en la muestra.
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FIGURA 10.- Localizacion de los domicilios sociales de las casas

envasadoras de las muestras de polen apicola comercial analizadas
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4.3.- COLOR

El color en el polen apicola, ha sido objeto de estudio por nuestra
parte en un trabajo de Licenciatura realizado por HUIDOBRO, SIMAL,
MUNIATEGUI y GARCIA, 1986 (pendiente de publicacién).

En dicho trabajo se aplica el método de la "Comisién Internacional
de I'Eclairage” (CIE), mediante lectura directa por reflectancia difusa y
cdlculo de las coordenadas triestimulares, al color de la muestra global de
polen apicola en granulo. Comprobdndose que en el polen pulverizado no
se manifiestan apenas diferencias en el color de las muestras.

Con objeto de completar el trabajo anterior, relacionindolo con el
origen botdnico y corroborar asi otros ya existentes en este campo
(SERRA, GOMEZ y GONELL, 1985, PEREZ, GOMEZ y MOLINS,
1987...), se realiza una separacion de los grianulos segin su coloracion
exterior y posteriormente, se obtienen los taxones implicados en dicha

coloracion.

4.4.- DETERMINACION DEL ORIGEN BOTANICO MEDIANTE
MICROSCOPIA OPTICA

4.4.1.- Fundamento

Se basa en disgregar los granos de polen apicola en solucién acuosa,
tratandolos previamente con éter etilico para eliminar las sustancias
lipidicas de la superficie exinica de los granos; posteriormente se somete a
la accién del hidrato de cloral y éter etilico con objeto de aumentar y
mejorar su refrigencia y nitidez en la observaciéon con el microscopio
optico, tras su tincién con verde de metilo (segin la técnica de
TERRADILLOS, SIMAL y HUIDOBRO, 1986a).
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4.4.2.- Reactivos

- Eter etilico pa Panreac.

~ Solucion hidroalcohdlica de hidrato de cloral: Se pesan 50 g de hidrato
de cloral pa Analema y se disuelven en 50 ml de etanol absoluto pa Probus
y 2 ml de agua destilada.

- Solucién hidroalcohdlica de verde de metilo glicerinada: Se toman 3
partes de etanol absoluto y se saturan con verde de metilo Merck Art 1314
a continuacién se afaden 0,5 partes de agua destilada y 5 partes de
glicerina Analema 302 Bé, pura anhidra. (TERRADILLOS, SIMAL vy
HUIDOBRO, 1986a).

- Parafina Merck Art 7152,

4.4.3.- Material y aparatos
- Tubos de centrifuga de 50 ml de capacidad.

- Centrifuga capaz de alcanzar las 3000 rpm.

- Placa calefactora graduable.

- Microscopio 6ptico binocular de 120, 400 y 800-1000 aumentos.

- Otro material de uso corriente: Balanza, portas y cubreobjetos, pipetas,
etc.

4.4.4.- Procedimiento
10 g de polen apicola en gridnulo se someten a sucesivos lavados
con volimenes de éter etilico hasta la obtencién de liquido incoloro, con el
fin de eliminar las sustancias lipidicas de los granos de polen que
dificultan notablemente la observacion de las estructuras exinicas.
Posteriormente se disgregan en 250 ml de agua destilada con
agitacién constante y en caso necesario, calentamiento suave, con objeto de

obtener una dispersion lo m4s perfecta y homogénea posible. De ésta, se
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toma 1 ml y se centrifuga a 3.000 rpm durante 10 minutos.

Se decanta la fase liquida y sobre el sedimento se afiaden 4 ml de
solucién hidroalcohédlica de hidrato de cloral y 1 ml de éter etilico,
eliminando asi restos de sustancias lipidicas que pudieran quedar en la
exina de los granos y aumentando su refringencia. Se homogeniza durante
unos 10 minutos y posteriormente se centrifuga a 3.000 rpm durante 5
minutos.

Una vez decantada la fase liquida, sobre el sedimento se aplican
unas gotas de solucion hidroalcohélica de verde de metilo glicerinada
(TERRADILLOS, SIMAL y HUIDOBRO, 1986a) y se homogeniza
perfectamente.

Se toman alicuotas sobre un porta y se parafina sobre una placa
calefactora.

4.4.5.- Identificacién

Para la identificacién de los granos de polen se utiliza como
material de referencia una colecciéon de preparaciones microscépicas de los
pélenes florales (recogidos a mano directamente de las plantas) mds
frecuentes, tratados segin el método anterior. Ademds se han consultado
las siguientes claves polinicass PLA DALMAU (1961), FAEGRI ¢
IVERSEN (1966) y la modificaciéon de éstas por TORRAS (1982), y la de
BELMONTE, PEREZ-OBIOL y ROURE (1984) de las principales especies
meliferas de la peninsula ibérica; asi como obras de descriptiva entre las
que destacan: ZANDER (1950), HYDE y ADAMS (1958), KREMP (1968),
LOUVEAUX (1970), IZCO y SAENZ (1976 a y b) y MOORE y WEBB
(1983). La identificacion de las distintas especies de Cistus se realiza en
base a las caracteristicas y fotografias de GOMEZ (1984).
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En las Figuras 11 a 22, ambas inclusive, se recogen fotografiados,
algunos de los pélenes identificados en las muestras de polen apicola
analizadas.

La parte fotogrifica se ha realizado sobre las preparaciones
microscopicas empleadas en el andlsis polinico, utilizando un microscopio

binocular Nikon HFX-II, provisto de cdmara fotografica Nikon fx-35 A.

4.4.6.- Contaje v expresién de resultados

En cada una de las muestras analizadas se ha efectuado la lectura o
contaje de 200 granos de polen examinados completamente linea por linea,
expresandose los resultados en tanto por ciento (%) para cada especie
botanica identificada.
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4.5.- DETERMINACION DE AGUA, HIDRATOS DE CARBONO Y
PROTEINAS

Estos parametros han sido objeto de publicaciones previas, por lo

que nos limitaremos a mencionar su fundamento y referencia.

4.5.1.- Agua

El contenido en agua del polen apicola se calcula mediante
desecacién de la muestra mezclada con arena en estufa a vacio y
temperatura de 60°C, en pesafiltros con tapa (HUIDOBRO, SIMAL vy
MUNIATEGUI, 1986 a y b).

4.5.2.- Hidratos de carbono

Para la cuantificacion global de aziicares reductores se realiza la
modificacién del método de Lane-Eynon donde la valoracién se efectia a
volumen constante de 25,0 ml. La glucosa y fructosa son determinadas
mediante métodos enzimaticos especificos, con las enzimas hexoquinasa,
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y fosfoglucosa isomerasa. El cdlculo de la
"maltosa aparente" se establece por diferencia entre el poder reductor total
y el correspondiente a la glucosa y fructosa, expresados ambos en azicar
invertido. La sacarosa aparente es determinada por el aumento del poder
reductor tras la inversién 4cida de la solucién y posterior conversién de
este aumento en sacarosa. Los polisaciridos son separados y cuantificados
mediante la hidrélisis producida por la amiloglucosidasa y posterior
evaluacién de la glucosa generada, expresindose en ésta. (HUIDOBRO,
SIMAL y MUNIATEGUI, 1986b y 1987).

/
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4.5.3.- Proteinas

El estudio de las proteinas en el polen apicola ha sido objeto de un
trabajo de Licenciatura (HUIDOBRO, SIMAL y SANCHO 1986) que esta
pendiente de publicacién, a pesar de ello, citaremos el fundamento de los
pardmetros evaluados: La determinacién del nitrégeno total y proteina
bruta se realiza por microKjeldahl, multiplicando el nitrégeno total por
6,25 para obtener la proteina bruta. En el caso de la prolina libre, se
realiza la extracciéon con alcohol etilico al 80% (v/v) y posteriormente se
determina mediante lectura espectrofotométrica a 520 nm, semejante a la
que utiliza la AOAC (1984) para la medida de este parimetro en la miel.
Por otra parte, para determinar la prolina total es necesaria una hidroélisis
clorhidrica, evaluidndose a continuacion este parimetro de forma analoga al
caso anterior. En relacién a la determinacion del icido glutimico total, se
somete el polen a hidrélisis clorhidrica (semejante a la anterior),
evaluandose el 4acido glutdmico total mediante lectura a 490 nm del
croméforo formado en presencia de hidroxilamina, nitrito sédico y cloruro

férrico.
4.6.- DETERMINACION DE LA GRASA TOTAL

Se utiliza el método de andlisis de la grasa total para chocolates
seguin la norma UNE 34-082-76.

En el desarrollo del método se distinguen tres etapas:
- Desecaciéon de la muestra.
- Hidrélisis de la muestra.

- Extraccién de la grasa.
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4.6.1.- Desecacién de la muestra

4.6.1.1.- Objeto
La desecacién ha de efectuarse con objeto de facilitar la extraccion

de la grasa y poder expresar los resultados en materia seca.

4.6.1.2.- Material v aparatos
- Balanza electrénica Salter electroscale AB 180.

- Pesafiltros de vidrio con tapa de 55 mm de didmetro y 40 mm de altura.
- Estufa Heraeus mod KR 170.

- Desecador provisto de Silicagel como agente deshidratante.

4.6.1.3.- Procedimiento

Se pesan 10 g de polen apicola en un pesafiltros con tapa, que
previamente ha sido desecado y tarado. Se lleva a estufa a temperatura de
602C durante 12 horas, al cabo de las cuales, tras enfriar en desecador, se
pesa. La diferencia de peso del conjunto con la muestra inicial y el del
peso una vez realizada la desecaciéon, se corresponde con el valor del

contenido en agua del polen sometido a ensayo.

4.6.2.- Hidrélisis de la muestra

4.6.2.1.- Objeto
La hidrélisis se efectia con objeto de liberar aquellos dcidos grasos
y otras fracciones lipidicas que pudieran estar unidas a las paredes u otros

componentes existentes en el polen.
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4.6.2.2.- Reactivos

- Acido clorhidrico 25% (d=1,12); se mezclan 560 ml de 4dcido clorhidrico
del 37,5% (d=1,19) con 333 ml de agua.

- Solucién de nitrato de plata 0,1 N.

4.6.2.3.- Material v aparatos

- Refrigerante.

- Matraz de boca esmerilada con fondo plano que se adapte al
refrigerante.

- Perlas de vidrio.

- Nutcha y kitasato de 500 ml.

- Bafio de arena y de agua.

- Platina calefactora.

- Estufa.

- Papel de filtro Whatman n? 1 de diametro 15,0 cm.

4.6.2.4.- Procedimiento

Se pasa la muestra desecada a un matraz, en €l que se afaden
agitando continuamente 45 ml de agua destilada y después 55 ml de 4cido
clorhidrico al 25%. Se adicionan perlas de vidrio desengrasadas para evitar
la ebullicién violenta. ‘

Se acopla el refrigerante al matraz y se deja hervir suavemente
durante 15 minutos. Se lava el refrigerante con 100 ml de agua destilada
hirviendo que se recoge en el matraz. Se filtra a vacio, lavando el filtrado
hasta que cese de dar reacciéon con la solucion de nitrato de plata 0,1N. Se
lleva el papel de filtro con el filtrado, a un cartucho de extraccion libre de

grasa y se seca durante 6 a 18 horas a 100-1012C.
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4.6.3.- Extracciéon de la grasa

4.6.3.1.- Fundamento

Se realiza una extraccién continua con éter de petréleo (40-60°C)
en un extractor Soxhlet, de las muestras pulverizadas (para aumentar su
superficie) y desecadas previamente, pues la humedad impide la correcta

extraccion.

4.6.3.2.- Reactivos, material v aparatos
Ademids de los empleados en el apartado 4.6.2.3:
- Extractor Soxhlet.
- Cartuchos de celulosa Whatman de 118 mm de longitud y 33 mm de
didmetro interno.

- Eter de petréleo anhidro (40-602C) Panreac.

4.6.3.3.- Procedimiento

Se deseca durante una hora a 1002C un matraz redondo de fondo
plano de 250 ml, se enfria, se pesa con precisién y se conecta al extractor
Soxhlet. Con ayuda de una espdtula se lleva la muestra desecada desde el
pesafiltros al cartucho de celulosa. Se afiaden, una vez colocado el cartucho
de celulosa en el Soxhlet, unos 150 ml de éter de petrdleo. Se extrae a
reflujo durante 4 horas.

Posteriormente se destila el disolvente en bafio de agua y se seca a
1002C hasta peso constante. Se eliminan los ultimos restos de éter de

petréleo por medio de una corriente de nitrégeno y se pesa.
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4.6.3.4.- Célculos

% de extracto etéreo=100 x F (en materia seca)
w

(Obtenido directamente de la muestra desecada)

Siendo:

F= Peso ‘de la grasa extraida en gramos (peso del matraz con grasa
después de desecado menos peso del matraz seco).

W= Peso de la muestra desecada en gramos.

Partiendo de la muestra sin desecar, este % de extracto etéreo en

materia seca serd: 100 x F
100 - H

Siendo:

H= % de humedad de la muestra
4.7- ALGUNOS PARAMETROS FISICOQUIMICOS DE LA GRASA

En la determinacién del indice de refraccién se sigue la Norma
UNE 55-015. Para el indice de acidez se aplica la Norma UNE 55-011,
con ciertas modificaciones en 1o que respecta a la cantidad de muestra
empleada y utilizacién de microbureta en la valoracién. En el indice de
saponificacién se emplea la Norma UNE 55-012 con modificacion de la
cantidad de muestra utilizada. Finalmente, el indice de yodo se determina

utilizando el método de Hanus segin la Norma UNE 55-013.
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4.8.- SEPARACION DE LIPIDOS NEUTROS POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION

4.8.1.- Qbjeto

Este método tiene por objeto determinar la fraccién de lipidos
neutros del polen apicola con un anilisis rapido mediante cromatografia
liquida de alta resolucién en condiciones isocraticas e inyeccion directa de

la muestra, con deteccioén a baja longitud de onda (206 nm).

4.8.2.- Reactivos

- n-Hexano Lichrosolv Merck Art 4391.

- 2-Propanol pa Merck Art 9634,

- Acido acético pa Merck Art 63.

- Acetona pa Merck Art 14.

- Metanol Lichrosolv Merck Art 6007.

- Patrones de lipidos Sigma Art 178-1. Mezcla de colesterol, oleato de
colesterol, éster metilico del dcido oleico y trioleina; en cantidades del 20%

de cada uno de los componentes.

4.8.3.- Material v aparatos
- Cromatégrafo de liquidos Spectra-Physics compuesto por:
- Bomba Spectra-Physics 8700 XR para tres gradientes.
- Inyector de 10 microlitros Rheodyne.
- Detector UV/VIS Spectra-Physics 8440 XR con seleccion de
longitud de onda variable.
- Integrador Spectra-Physics 4290,

- Columna Lichrosorb Si 60 de 7 micras y 25 x 0,46 cm.
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4.8.4.- Condiciones cromatograficas

Como fase mévil se emplea la mezcla n-hexano-2-propanol-dcido
acético (100:0,5:0,1).

La detecciébn se realiza a baja longitud de onda (206 nm),

temperatura ambiente y haciendo uso del siguiente gradiente de elucién:

Tiempo (min) Flujo (ml/min)
L1o12 aiiieeereecrnierereeeerreeeeanes 1,0
13 ieeeiiiccieereetceseeeeereaannae 1,2
16 ceeeriecriciecniennteteeireeeeenes 1,5
20-30...iieceerrecirnreereesaeaaens 1,7

En estas condiciones el tiempo total de la determinacién es de unos
26 minutos.

Después de cada inyeccion se procede al lavado de la columna, con
un gradiente de varios solventes de polaridad creciente: hexano, acetona y
metanol (20-25 ml de cada disolvente); cada cierto tiempo se realiza una
reactivacion del material soporte de la columna, con gradiente de solventes
de polaridad decreciente: Metanol, acetona y hexano (30-40 ml de cada

uno de los disolventes).

4.8.5.- Procedimiento

De la grasa obtenida segin 4.6 se realiza la dilucién en la fase
mévil necesaria hasta lograr una concentracién de 10 microgramos de
muestra/10 microlitros de disolucién.

Esta disolucién se inyecta directamente en el cromatégrafo,

realizandose la inyeccién por duplicado.
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4.8.6.- Identificacién y comprobacion de las fraciones por cromatografia
en capa fina (TLC)

La identificacion de los componentes lipidicos se realiza por
comparacién y coincidencia con los tiempos de retencién de una mezcla de
patrones disueltos en la fase mévil.

Ademas, como comprobacién se procede a la recolecciéon de las
distintas fracciones separadas y se desarrollan en una cromatografia en
capa fina, en cromatoplacas de silicagel 60 de 0,25 mm de espesor sobre
aluminio ; previamente activados durante 1 hora a 1102C.

Como liquidos de desarrollo se utilizan las siguientes mezclas en un
doble desarrollo unidimensional:

a) Eter etilico-dcido acético (50:1) hasta Rg: 0,4 (4 cm).
b) Eter de petrdleo-éter etilico-dcido acético (80:20:3) (hasta 10 cm).

4.8.7.- Cuantificacién de los picos

La valoracion cuantitativa de los distintos componentes se realiza a
través de la medida del 4rea relativa de cada pico y se expresa en
porcentaje de drea de ésteres de esteroles, triglicéridos y dcidos grasos
totales presentes, sin tener en cuenta el factor de respuesta, por no
coincidir la composicién de los componentes de la mezcla patrén y de las

muestras estudiadas.

4.8.8.- Precisién

La precision de los porcentajes de drea para cada uno de los
componentes lipidicos separados, ha sido estudiada efectuando 8 medidas
diferentes sobre el mismo patrén. Los coeficientes de variacién se recogen
en la Tabla XIV.
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TABLA XIV
PRECISION DE LOS PORCENTAJES DE AREAS OBTENIDOS EN LA DETERMINACION
DE LOS LIPIDOS NEUTROS

Nimero de Esteres de Esteres de Triglicéridos Acidos Colesterol

medidas i esteroles dcidos grasos grasos
1 43.5 3.2 7.9 8,0 32,5
2 45,0 9,4 7.8 170 30,5
3 45,9 8,0 7,9 6.6 24,8
4 45,8 10,8 8.2 6.6 25,5
5 50,9 9.3 8.1 6,4 25.1
6 51,0 8.6 8,1 6,7 24,8
7 47,5 9,1 8.8 7,2 25,2
8 46,6 8,9 8,2 6,9 29,1
X 47,0 9,0 8,1 6,9 27,2
S,-1 2,69 0,37 3,82 0,50 3,06
Cv% 5,71 9,6 3,82 7,27 1,2

4.9.- DETERMINACION DE LOS ACIDOS GRASOS POR
CROMATOGRAFIA GASEOSA

Se sigue la norma UNE 55.037, basada enla separaciéon y
determinacién por cromatografia gaseosa de los ésteres metilicos de los
dcidos grasos, obtenidos a partir del extracto graso del polen apicola y
consta de dos fases:

- Preparacién de los ésteres metilicos: Por interesterificacion directa de la
grasa con disoluciéon de metilato sédico 0,2N.

- Procedimiento cromatogrifico: Se emplea un cromatégrafo de gases
Perkin-Elmer mod Sigma 300, equipado con dos detectores de ionizaciéon
de llama de hidrogeno y microprocesador ademads de integrador Spectra-

Physics con dos canales mod 4270. Columna de vidrio de 2 m x 2 mm de
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didmetro interno, rellena de DEGS al 15% sobre Chromosorb W-HP (80-
100 mallas). Las condiciones de trabajo son: Temperatura de la columna,
programada desde 140 a 2002C, con incremento gradual de 1,42C/min.
Temperatura del inyector y del detector, 2502C. Caudal del nitrégeno 2,5
ml/min. En estas condiciones se produce la elucién del linoleato de metilo
en un tiempo minimo de 25 minutos (MUNIATEGUI, SIMAL,
HUIDOBRO y GARCIA, 1988).

4.10.- DETERMINACION DE LA FRACCION DE ESTEROLES POR
CROMATOGRAFIA GASEOSA (GLC)

4.10.1.- Fundamento

Se aplica la norma UNE 55.019, para el aislamiento de la fraccién
de esteroles de la materia grasa del polen apicola y separacién en sus
distintos componentes.

El procedimiento consta de tres fases:
- Saponificacién de la grasa y extraccién de la materia insaponificable.
- Aislamiento de la fracci6én de esteroles por cromatografia en capa fina
(TLC).
- Separacién de los componentes de la fraccion de esteroles por

cromatografia gaseosa.

4.10.2.- Saponificaciéon de la grasa y extraccion de la materia

insaponificable

4.10.2.1.- Reactivos

- Disolucién alcohélica de hidroxido potidsico 2N.
- Agua destilada.

- Eter de petréleo (40-602C) pa Panreac.
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- Alcohol etilico al 50% (v/v) preparado a partir de alcohol etilico
absoluto pa Analema.

4.10.2.2 - Material v aparatos

- Matraz de 250 ml con boca esmerilada.

- Refrigerante a reflujo.

- Placa calefactora.

- Ampollas de decantacién de 250 ml de capacidad.
- Evaporador rotatorio de vacio Buchi R 7653.

- Otro material de vidrio de uso corriente en el laboratorio.

4.10.2.3- Procedimiento

Se pesan con exactitud unos 0,5 g de grasa de polen apicola
obtenida segin 4.6 en un matraz de 250 ml con boca esmerilada, provisto
de un refrigerante a reflujo, se afiaden 50 ml de solucién alcohélica de
hidréxido potdsico 2N. Se deja hervir durante una hora. Se afiaden por la
parte superior del refrigerante 50 ml de agua destilada y se agita.

Tras enfriar, se trasvasa el contenido del matraz a una ampolla de
separacion, donde se vierten 50 ml de éter de petréleo (40-602C). Se agita
enérgicamente durante unos minutos para asegurar un contacto intimo
entre las fases y se deja sedimentar. Cuando las dos fases esten
completamente separadas, se trasvasa la disolucién jabonosa (capa inferior)
a una segunda ampolla de separacidon, donde se trata de nuevo con 50 ml
de éter de petroleo. Se decanta, separa y se extrae por tercera vez en
idénticas condiciones.

Las tres porciones de éter de petréleo se reunen en una misma
ampolla, .se lavan tres veces seguidas con volumenes de 50 ml de alcohol
etilico al 50% (v/v).
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La fracciébn etérea se pasa a un pequefio matraz y se elimina el

disolvente en evaporador rotatorio a vacio y se deseca.

4.10.2.4.- CAlculos

% de insaponificable = 100 x
G

Siendo:
I= Peso del insaponificable obtenido

G= Peso de la grasa sometida a ensayo

4.10.3.- Aislamiento de la fraccién de esteroles por cromatografia en capa
fina (TLC)

4.10.3.1- Reactivos

- Cloroformo pa Panreaé.

- Eter etilico pa Panreac.

- Hexano pa Panreac.

- Solucién de colesterol al 10% (p/v) en cloroformo, a partir de patrén

cromatografico Analema.

4.10.3.2.- Material vy aparatos

- Cubeta de vidrio con tapa, para el desarrollo de las placas.

- Lampara de UV Uvaton 70 (254 y 360 nm ) Atom.

- Cromatoplacas de silicagel 60 F254 sobre aluminio (20 x 20 cm y 0,25
mm de espesor) Merck Art 5554.

- Microjeringa Hamilton de 50 microlitros de capacidad Ref 701 N.

- Matraz Erlenmeyer de 50 ml.

- Embudo de vidrio.

- Papel de filtro Whatman 541.

- Evaporador rotatorio de vacio Buchi R 7653.
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4.10.3.3.- Procedimiento

El insaponificable obtenido segun el procedimiento anterior, se
disuelve en diez veces su peso de cloroformo.

Sobre la placa cromatogrdfica, previamente activada durante una
hora a 110%C y conservada en desecador, se deposita el insaponificable con
la ayuda de la microjeringa a unos 2 cm del borde inferior y 2,5 cm de los
laterales, de forma que se obtenga una linea continua de origen lo mads
fina posible. Al mismo tiempo se deposita como referencia unas gotas de
colesterol a una distancia de 1 cm de los extremos laterales, con el fin de
establecer con precision el R de la fraccion esterolica.

La atmoésfera de la cdmara cromatografica se satura con el liquido
de desarrollo, constituido por una mezcla de hexano-éter etilico 2:1 (v/v),
que se afiade hasta una altura de 1 cm de la base de la cdmara. Se
introduce un papel de filtro y se cierra herméticamente. Antes de realizar
el proceso cromatografico se agita la cdmara para impregnar el papel y se
espera como minimo tres horas con el fin de lograr el equilibrio liquido-
vapor.

Se introduce la placa preparada en la cidmara cromatografica y se
espera el desarrollo de la misma hasta que el frente del disolvente se haya
situado a una distancia de 1 cm del limite superior de la placa.

Con el fin de facilitar la separacion nitida de la banda esterdlica y
evitar interacciones con otras fracciones del insaponificable, es
recomendable efectuar un desarrollo multiple unidimensional (VILLAR,
SIMAL y VILA; 1986) situdndose el frente de disolvente a la misma altura
que en el primer desarrollo, realizando el secado de la placa antes del
nuevo desarrollo.

Las cromatoplacas se visualizan en la oscuridad con la lampara UV
a 254 nm, localizando la banda de esteroles segin el alineamiento con la

mancha de referencia del colesterol.
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Se marca la banda y se rasca el silicagel con espdtula metdlica,
teniendo cuidado de no incluir componente alguno de otra fraccién del
insaponificable. El silicagel separado, conteniendo la fraccién esterélica, se
introduce en un matraz Erlenmeyer, se afaden 20 ml de cloroformo y se
hierve en bafio de agua. Se filtra, transfiriendo cuantitativamente el
silicagel al filtro. Se repite este tratamiento tres veces.

El cloroformo de los tres extractos reunidos se elimina en
evaporador rotatorio a vacio. El residuo sélido se disuelve en cloroformo,

siendo esta disolucién la que se inyecta en el cromatégrafo.

4.10.4.- Separacién de los componentes de la fraccién de esteroles por

cromatografia gaseosa (GLC)

4.10.4.1.- Reactivos

- Silicona OV-17 al 6% (p/p).

- Chromosorb W-HP, 80-100 mallas. Lavado a los 4cidos y silanizado.

- Acetona pa Panreac.

- Disoluciéon de colesterol al 2% en cloroformo, a partir de patrén
cromatogrifico Analema.

4.10.4.2.- Material v aparatos

- Cromatégrafo de gases Perkin-Elmer, mod Sigma 300, equipado con dos
detectores de ionizacién de llama de hidrégeno (FID) y microprocesador.

- Integrador Spectra-Physics con dos canales mod SP 4270 (programable
en lenguaje Basic) con médulo de memoria Spectra-Physics (256 K bytes
RAM).

- Columna de vidrio revestida de acero de 2 m de longitud y 2 mm de
didmetro interno, rellena de silicona OV-17 al 6% sobre Chromosorb W-
HP, 80-100 mallas.
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- Equipo tamiz de bolsillo Endecots.
- Microjeringa Hamilton de 10 microlitros de capacidad. Ref 710 N.
- Gases:

- Nitrégeno N-47 (SEO).

- Hidrégeno N-39 (SEO).

- Aire comprimido (Compresor Ingersol Rand mod A ).

4.10.4.3.- Procedimiento

Preparacién de la columna cromatogréfica:

Se pesa la cantidad deseada de soporte Chromosorb W-HP (80-100
mallas). Por otra parte, en un matraz de 200 ml se pesa la cantidad de
silicona OV-17 (fase estacionaria) correspondiente al 6% del peso del
soporte utilizado y se le afiade el volumen necesario de acetona para lograr
una disolucién completa, agitando suavemente. A esta disolucién se le
aflade el soporte pesado, dejiandolo en reposo de 10 a 12 horas.
Transcurrido este tiempo se elimina el disolvente en evaporador rotatorio a
vacio. Una vez seco el relleno se mantiene en estufa durante 6 horas a
110=C.

Para conseguir un comportamiento O6ptimo de la columna es
importante que el relleno tenga la mayor homogeneidad posible, siendo
necesario para ello su tamizacion. Se recoge unicamente la porcién que
pasa por el tamiz de 80 y es retenida por el de 100 mallas, desechando los
gruesos y finos.

Se introduce el relleno en la columna, haciendo vacio por un
extremo tapado con algodéon de vidrio y vibrando suavemente por
percusion hasta su llenado total. Es preciso que el material rellene la
. columna homogéneamente evitando un empaquetamiento uniforme que
provocaria una pérdida de eficacia, finalmente se obtura el otro extremo

también con algodén de vidrio.
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Antes de emplear la columna debe ser acondicionada manteniéndola
en el cromatégrafo desconectada del detector a unos 270°C (102C por
encima de la temperatura de trabajo), haciendo pasar una corriente de

nitrégeno durante 24 horas.

4.10.4.4.- Condiciones cromatograficas
Las condiciones de trabajo son las siguientes: .
- Temperatura de 1a columna: 2602C.
~ Temperatura del inyector: 2952C.
- Temperatura del detector: 295°C.
- Gas portador: Nitrégeno con un caudal de 18 ml/min.
- Hidrégeno: 30 psig (52 ml/min).
- Aire: 28 psig (400 ml/min).

En tales condiciones, el colesterol eluye aproximadamente a los 20

minutos de la inyeccion.

4.10.4.5.- Identificaciéon v cuantificacién de los picos

En la identificacién gas-cromatogriafica de los esteroles se tomod
como referencia una disolucién de colesterol cromatogriaficamente puro. Se
determinan los tiempos de retencidén referidos al beta-sitosterol,
considerado como unidad. Los esteroles presentes en las muestras se
identifican por comparacién y coincidencia de sus tiempos de retencién
relativos (TRR) con los de las referencias bibliogrificas consultadas, donde
se analiza la fraccién esterélica de aceites de diversos origenes (ITOH,
TAMURA y MATSUMOTO, 1973; FEDELI y MARIANI, 1974
TISCORNA y BERTINIL1974; WOLFF,1980 y LERCKER, CONTE,
CAPELLA y FREGA, 1983).
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La valoracién cuantitativa de los esteroles individuales se realiza a
través de la medida del 4rea relativa de cada pico y se expresa en

porcentaje de esteroles totales presentes.

4.10.4.6.- Precision

La precision del método de determinacion de esteroles presentes en
las muestras de polen apicola analizadas, ha sido estudiada efectuando 10
medidas diferentes sobre la misma muestra de polen, expresindose en

porcentajes en drea referidos al beta-sitosterol, segin se recoge en la Tabla
XYV.

4.11.- DETERMINACION DE CAROTENOIDES

4.11.1.- Objeto

Este método tiene por objeto determinar los carotenoides del polen
apicola en un tiempo breve, aplicando la cromatografia liquida de alta
resolucion, en condiciones isocriticas, mediante deteccién a 453 nm e

inyeccion directa de la muestra.

4.11.2.- Reactivos
- Patrén trans-beta-caroteno Aldrich Art 85,555-3.

- Disolventes igual que en 4.8.2.

4.11.3.- Material v aparatos
Los mismos que en 4.8.3.
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TABLA XY
PRECISION DE LOS PORCENTAJES DE AREAS ODTENIDOS EN LA DETERMINACION DE ESTEROLES EN EL POLEN
APICOLA COMERCIAL

Némero de |  COLESTEROL ESTEROL 24-KETILEN- 8-S170STEROL 8% _avenasTEROL o’ -avewastERoL

al
medidas I TAR « 0,61 TR = 0,7% COLESTEROL

TRR= 0, 83 TRA « 1,00 JAR = 1,12 iRR - 1,33




4.11.4.- Condiciones cromatograficas

Se emplea la misma fase mé6vil que en la determinacién de los
lipidos neutros (4.8.4).

Se trabaja en condiciones isocraticas a flujo de 1 ml/min y
temperatura ambiente. _

La detecciéon se realiza en la regién visible a 453 nm (mdximo de
absorbancia del trans-beta-caroteno).

El tiempo de elucién es de 2,53 minutos.

4.11.5.- Procedimiento
Se inyecta la muestra disuelta en la fase movil, en cantidad

aproximada de 60 microgramos/10 microlitros.

4.11.6.- Identificacién v __comprobacién mediante cromatografia en
columna.

La identificacion de los carotenoides se efectia por la comparacién
con los tiempos de retencién de un patrén de trans-beta caroteno disuelto
en la fase mévil.

Por otra parte, se realiza una comprobaciéon del tipo de estructura
(carotenos o xantofilas: Mono y dihidroxipigmentos) que poseen los
carotenoides aislados en la fraccién lipidica del polen apicola. Para lo cual,
se emplea un método rdpido y sencillo descrito por la AOAC (1984) y
aplicado posteriormente a piensos por LOPEZ, SIMAL y YARELA (1987),
basado en la utilizaciéon de columnas cromatograficas tras la extraccién con
disolventes orginicos.

La columna de vidrio es de 300 x 12,5 mm con soporte de lana de
vidrio y rellena de fase estacionaria compuesta por: Silicagel 60 - tierra de

diatomeas (1:1). Empleando como eluyentes para cada fraccién:
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a) Carotenos: Hexano-acetona (96:4).
b) Monohidroxipigmentos (MHP): Hexano- acetona (90:10).
¢) Dihidroxipigmentos (DHP): Hexano- acetona (80:20).

L.a muestra se disuelve en hexano y se pasa a través de la columna
con los liquidos de elucién anteriores. Se realiza el mismo procedimiento
con una mezcla patrén.

Las fracciones separadas se inyectan en el cromat6grafo.

4.11.7.- Cuantificacién

Se inyecta un patrén de (rans-beta-caroteno de concentracién
conocida y por la relacién 4rea/concentracidén se calcula la proporcién en
la muestra. Expresindose el resultado en mg de beta-caroteno/100 g de
grasa.

Asi:

Siendo:
Cp= Concentracién del patrén en mg/100 g.
Ap= Area del patrén.

C= Concentracién de los carotenos en la muestra en mg/100 g de grasa.
A= Area de la muestra.

4.11.8.- Precisién
Se ha establecido la precisién del método efectuando la medida 10
veces consecutivas del mismo patron

El coeficiente de variacion por ciento se recoge en la Tabla XVI.
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TABLA XVI

PRECISION DE LA DETERMINACION DE CAROTENOIDES (mg/100 g)

Nimero de medidas Beta-caroteno

223,4
218,7
211,7
217,0
219,6
220,8
220,2
223,8
2242
220,8

O 00 ~1] O W & W DN -

o
(=)

X 220,0
Sp-1 3,72
Cv% 1,69
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5.- Resultados y discusion






El estudio se efectda en muestras que se presentan comercialmente
en grinulos, rechazando las pulverizadas (muestras numeros 9, 25 y 28), ya
que el andlisis no seria representativo al aparecer numerosos pélenes
fragmentados o rotos.

En la Figura 24 se representa la frecuencia de aparicién de cada
tax6n en las muestras estudiadas. Resalta el Cistus ladaniferus L. que
aparece en las 32 muestras analizadas, seguido de la Rosaceae Tipo frutal
y del Quercus sp. en 26 muestras y la Compuestae Tipo T (Taraxacum sp.)
en 25. El Echuim sp. en 23 muestras, la Compuestae Tipo S (Serratula sp.)
y Campanula sp. en 22 y la Papilonaceae Tipo Genista en 21. El Cistus
clusii Dunal y Rubus sp. en 20 muestras, Cistus laurifolius L. en 17 y la
Ericaceae en 16. Por el contrario, los demds taxones identificados aparecen

en menos de la mitad de las muestras estudiadas.

La familia claramente predominante es la Cistaceae y dentro de
ésta, como especie mayoritaria, se encuentra el Cistus ladaniferus L. con
un promedio del 39,5%.

Los taxones presentes con valores promedios superiores al 1% son

los que se citan a continuacién:

Cistus ladaniferus L. --—==-=~--cceecmcecn 39,5%
Echium sp. ——-—=—=~—cccmm e 10,3%
QUErcUS Sp.————==—==—= e 6,8%
Campanula sp. ~---~--===~—===mmcmmmm e 4,8%
Compositae Tipo T (Taraxacum sp.) ---------=-== 4,4%
Rosaceae Tipo frutal---------=--=-—-—ceeeee— 3,3%
Papilonaceae Tipo Genista -----~----=—--—-c--oo- 3,0%
Cruciferae Tipo Brasica-------~----=--=m~o-no—- 2,6%
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Cistus laurifolius L. --=~-—-—-—~~—cmomm e~ 2,2%

Compositae Tipo S (Serratula sp.) --~----------—-- 2,2%
Rubus sp. —=-————m——c oo 2,0%
Compositae Tipo H (Helianthus sp.) ----~-------- 1,8%
Ericaceae ---~--=-=-—-—c—mmmmmm e - 1,8%
Castanea sativa L -----~--—-—--ccommmmmmmee 1,8%
Cistus clusii Dunal —--~=—c—cmmcememm 1,6%
Papaver Sp.--=--—=—==—- oo 1,4%
Oleq Sp.——-==—=—== e 1,1%

Por otra parte, los taxones que aparecen en una @nica muestra
del total y en orden del 0,5%, son:

Buxus sp.
Drosera sp.
Erodium sp.
Ligustrum sp.
Parietaria sp.
Pinus sp.

Secale cereale L.
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TABLA XVII (Continoa)

MUESTRA N? ). OS DE BALAGUER-LERIDA

Taxones (%)

- ARALIACEAE

1.= Hedera sp.
- AQUIFOLIACEAE

2.- Hex sp.
- BORRAGINACEAE

3.- Echium sp. 19,5
- BUXACEAE

4.- Buxus sp.
- CAMPANULACEAE

5.- Campanula sp. 1,5
- CARYOPHYLLACEAE

6.- Lychnis sp.

7.~ Saponaria sp.

8.- Familia
- CISTACEAE

9.- Cistus clusii Dunal
10.- Cistus crispus L.
1t.- Cistus ladaniferus L. 505
12.- Cistus laurifolius L.
13.- Familia, 50,5
- COMPOSITAE
14.- Tipo C (Centaurea cvanus L.)
15.- Tipo H (Helianthus annus L.)
16.- Tipo J (Centaurea jccea L.)

17.- Tipo S (Serratula sp.)________ 05
18.~ Tipo T (Taraxacum dens-leonis Desf.)___9.0
19.- Familia 9,5

- CRUCIFERAE

20.- Tipo Brassica

21.- Tipo Diplotaxis

22.- Tipo Sinapis

23.- Familia

- DROSERACEAE

24.- Drosera sp.

25.- ERICACEAE

- FAGACEAE

26.- Castanea sativa L. 2.0
27.- Quercus sp.

28.- Familia 2,0
- GERANIACEAE

29.- Erodium sp.

- GRAMINEAE

30.- Graminea sp. (< 40 micras)

31.- Sccale cereale L.

32.- Tipo Cereal (40-60 micras) 1.0
33.- Zea mays L.

34.- Familia 1,0
- GUTTIFERAE
" 35.- Hypericum sp. 5,0

- LABIATAE

36.- Lavandula sp.

37.- Rosmarinus officinalis L.
38.- Familia
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axon %,

- LILIACEAE
39.- Allium sp.

- MYRTACEAE
40.- Eucaliptus sp.
- OLEACEAE
41.- Fraxinus sp.
42.~ Ligustrum sp.
43.~ Olea sp.

44.- Familia

= PAPAVERACEAE
45.- Hypecoum sp.
46.~ Papaver sp.
47.- Familia

0.5

- PAPILONACEAE
48.- Latus sp.

49.- Tipo Genista

50.- Tipo Onobrychis
51.- Tipo Trifolium
32.- Tipo Vicia

35.- Familia

- PINACEAE

54.- Pinus sp.

- PLANTAGINACEAE
55.- Plamago sp.

- POLYGONACEAE
56.- Rumex sp.

2.0

- RANUNCULACEAE
57.- Ranunculus sp.

- RESEDACEAE

58.- Reseda sp.

- ROSACEAE
59.- Rubus sp.

15

60.- Sanguisorba officinalis L.

61.- Tipo Frutal

6.5

62.- Tipo Potentilla
63.- Tipo Rosa
64.- Familia

8,0

- RUTACEAE
65.~ Citrus sp.
- SALICACEAE
66.- Populus sp.
67.- Salix sp.

05

68.- Familia

0,5

- SCROPHULARIACEAE
69.- Verbascum sp.

- ULMACEAE

70.~ Ulmus sp.

71.- UMBELLIFERAE

- URTICACEAE

72.- Parietaria sp.



TABLA XVII (Continiia)

MUESTRA N2 2. CALDES DE MONTBUY-BARCELONA
Taxones (%) Taxones (™)
- ARALIACEAE = LILIACEAE
1.- Hedera sp. 39.- Allium sp.
- AQUIFOLIACEAE - MYRTACEAE
2.- lex sp. 40.- Eucaliptus sp.

- BORRAGINACEAE
3.- Echium sp.

- OLEACEAE
20,0 41.- Fraxinus sp.

- BUXACEAE
4.- Buxus sp.

42.- Ligustrum sp.
0,5 43.- Olea sp.

- CAMPANULACEAE
5.- Campanula sp.

44.- Familia
0.5 ~ PAPAVERACEAE

~ CARYOPHYLLACEAE
6.- Lychnis sp.
7.- Saponaria sp.
8.- Familia
- CISTACEAE
9.- Cistus clusii Dunal

45.- Hypecoum sp.

46.- Papaver sp.

47.- Familia

- PAPILONACEAE
48.- Lotus sp.
9.5 49.- Tipo Genisia,

10.- Cistus crispus L.

45

3.5 50.- Tipo Onobrychis

11.- Cistus ladeniferus L.
12.~ Cistus laurifolius L.
13.- Familia

23.0 51.- Tipo Trifolium
1.0 52.- Tipo Vicia

1.0

37,0 53.- Familia

- COMPOSITAE

14.- Tipo C (Centaurea cyanus L.)
15.- Tipo H (Helianthus annus L.)
16.- Tipo J (Centaurea jacea L.)
17.- Tipo S (Serratula sp.),

18.- Tipo T (Taraxacum dens-leonis Desf.)___ 4,0

19.- Familia

5.5

- PINACEAE
54.- Pinus sp.
- PLANTAGINACEAE
0.5 55.- Plentago sp.
1.0 - POLYGONACEAE
56.- Rumex sp.
55 - RANUNCULACEAE

- CRUCIFERAE
20.- Tipo Brassica

57.- Ranunculus sp.
12,5 - RESEDACEAE

21.- Tipo Diplotaxis.

3.0 58.- Reseda sp.

22.- Tipo Sinapis,

1.0 - ROSACEAE

23.- Familia

16,5 59.- Rubus sp.

- DROSERACEAE
24.- Drosera sp.

25.- ERICACEAE

- FAGACEAE

26.- Casianea sativa L.
27.-Quercus sp.

60.- Sanguisorba officinalis L.
61.- Tipo Frutal,

2.0

62.~ Tipo Potentilla
63.- Tipo Rosa
64.- Familia

9.0 - RUTACEAE

28.- Familia

9,0 65.- Citrus sp.

- GERANIACEAE

29.- Erodium sp.

- GRAMINEAE

30.- Graminea sp. (< 40 micras)
31.- Secale cereale L.

= SALICACEAE
66.- Populus sp.
67.- Salix sp.

1.0

68.- Familia

1,0

0.5 - SCROPHULARIACEAE

32.- Tipo Cereal (40-60 micras)
33.- Zea mays L.
34.- Familia

69.- Verbascum sp.
- ULMACEAE

- GUTTIFERAE
35.- Hypericum sp.

0,5 70.- Ulmus sp.
71.- UMBELLIFERAE
0,5 = URTICACEAE

- LABIATAE

36.- Lavandula sp.

37.- Rosmarinus officinalis L.
38.- Familia

72.- Parietaria sp.
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TABLA XVII (Continaa)

MUESTRA N® 3. MONTORNES DEL YALLES-BARCELONA

xones (Yo

- ARALIACEAE

1.- Hedera sp.

- AQUIFOLIACEAE

2.- lex sp.
~ BORRAGINACEAE
3.~ Echium sp. 1,5
- BUXACEAE

d.- Buxus sp.

- CAMPANULACEAE
5.- Campanula sp.

- CARYOPHYLLACEAE
§.- Lychnis sp.

7.~ Saponaria sp.

8.- Familia

- CISTACEAE

9.~ Cistus clusii Dunal 1.5
10.- Cistus crispus L. 0.5

11.- Cistus ladaniferus L.__ 105

12.- Cistus laurifolius L.

13.- Familia 12,5
~ COMPOSITAE

14.- Tipo C {Centaurea cyanus L.) 2.0

15.- Tipo H {Helianthus annus L.)

16.- Tipo J (Centaurea jacea L.)

¥7.- Tipo S {Serratula sp.) 315

18.- Tipo T (Taraxacum dens-leonis Desf.)__3.5

19.- Familia 37,0
- CRUCIFERAE

20.- Tipo Brassica, 16,0
21.- Tipo Diplotaxis 1.0
22.- Tipo Sinapis X

23.- Familia 17,0
- DROSERACEAE

24.- Drosera sp.

25.- ERICACEAE

- FAGACEAE

26.- Castanea sativa L. 15
27.- Quercus sp. 5.0
28.- Familia 6,5

- GERANIACEAE

29.- Erodium sp.

- GRAMINEAE

30.- Graminea sp. (< 40 micras)
31.- Secale cereale L.

32.- Tipo Cereal (40-60 micras)
33.- Zea mays L. '
34.- Familia

- GUTTIFERAE

35.- Hypericum sp.

- LABIATAE

36.- Lavandula sp.

37.- Rosmarinus officinalis L.
38.- Familia
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xones (%

- LILIACEAE
39.- Allium sp.
- MYRTACEAE
40.- Euccliptus sp.
- OLEACEAE

4l.- Fraxinus sp.
42.- Ligustrum sp.
43.- Olea sp.

44.- Familia

- PAPAYERACEAE
45.- Hypecoum sp.
46.- Papaver sp.

47.- Familia,

- PAPILONACEAE
48.- Lotus sp.

49.- Tipo Genista
50.~ Tipo Onobrychis
51.- Tipo Trifolium

52.- Tipo Vicia
53.- Famili

- PINACEAE
54.- Pinus sp.
< PLANTAGINACEAE
55.- Plantago sp.

- POLYGONACEAE
56.- Rumex sp.

- RANUNCULACEAE
57.- Ranunculus sp.

~ RESEDACEAE

58.- Reseda sp.

« ROSACEAE
59.- Rubus sp.

=
i

60.- Sanguisorba officinalis L.
61.- Tipo Frutal

62.~ Tipo Putentilla
63.- Tipo Rosa
64.- Familia

3,5

- RUTACEAE

65.- Citrus sp.

~ SALICACEAE

66.- Populus sp.

67.- Salix sp.

68.- Familia

- SCROPHULARIACEAE
69.- Verbascum sp.

- ULMACEAE

70.~ Ulmus sp.

71.- UMBELLIFERAE
- URTICACEAE

72.- Parietaria sp.



axones (%

- ARALIACEAE

t.- Hedera sp.

-~ AQUIFOLIACEAE
2.- lex sp.

- BORRAGINACEAE
3.- Echium sp.

TABLA XVII (Continaa)

MUESTRA N? 4 BARCELONA

nes (%

- LILIACEAE
39.- Allium sp.
- MYRTACEAE
40.- Eucaliptus sp.
~ OLEACEAE

9,5 41.- Fraxinus sp.

- BUXACEAE
4.- Buxus sp.
- CAMPANULACEAE
5.- Campanula sp.

42.- Ligustrumsp.
43.- Olea sp.
44.- Familia

3 - PAPAVERACEAE

I d

- CARYOPHYLLACEAE
6.- Lychnis sp.

7.- Saponaria sp.

8.- Familia

- CISTACEAE

9.~ Cistus clusii Dunal

45.- Hypecoum sp.
46.- Papcver sp.,

>
uta

47.- Familia

1,0

~ PAPILONACEAE
48.- Lotus sp.
1.0 49.- Tipo Genista

10.- Cistus crispus L.

11.- Cistus ladaniferus L.
12.- Cistus laurifolius L.
13.- Familia

1.0 50.- Tipo Onobrychis
54.0 51.- Tipo Trifolium
2.0 52.- Tipo Vicia

58,0 53.- Familia

- COMPOSITAE

14.- Tipo C (Centaurea cyanus L.)
15.- Tipo H (Helianthus annus L.)
16.- Tipo J (Centaurea jacea L.)
7.- Tipo S (Serratula sp.)

18.- Tipo T (Taraxacum dens-leonis Desf.)___ 6.5

19.- Familia

-~ PINACEAE
54.- Pinus sp.
= PLANTAGINACEAE
55.- Plantago sp.

1.0 ~ POLYGONACEAE
56.- Rumex sp.

7,5 = RANUNCULACEAE

- CRUCIFERAE
20.- Tipo Brassica
21.- Tipo Diplotaxis

57.- Ranunculus sp.
- RESEDACEAE

22.- Tipo Sinapis,

2,0 58.- Reseda sp..

0.5 - ROSACEAE

23.- Familia

2,5 59.- Rubus sp.

- DROSERACEAE
* 24.- Drosera sp.
25.- ERICACEAE
- FAGACEAE
26.- Castanea sativa L.

3.0

60.- Sanguisorba officinalis L.

81.~ Tipo Frutal

0.3
3.0

62.- Tipo Potentilla
63.- Tipo Rosa
0.5 64.- Familia

27.- Quercus sp.

6,5

2.0 = RUTACEAE

28.- Familia

- GERANIACEAE

29.- Erodium sp.

- GRAMINEAE

30.- Graminea sp. (< 40 micras)
31.~ Secale cereale L.

32.- Tipo Cereal (40-60 micras)
33.- Zea mays L.

34.- Famllia

- GUTTIFERAE

35.- Hypericum sp.

~ LABIATAE
36.- Lavandula sp.

2,5 65.- Citrus sp.
- SALICACEAE
66.- Populus sp.
67.- Salix sp.

0.5

68.- Familia

- SCROPHULARIACEAE
69.- Verbascum sp.

- ULMACEAE

70.- Ulmus sp.

71.- UMBELLIFERAE

- URTICACEAE
72.- Parieraria sp.
3.5

37.- Rosmarinus of ficinalis L.
38.- Familia

3.5
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Taxones (%)

- ARALIACEAE

1.- Hedera sp.

- AQUIFOLIACEAE
2.- Hex sp.

- BORRAGINACEAE
3.- Echium sp.

TABLA XVII (Continaa)

MU N2 5. BARCELONA

3N b1}

= LILIACEAE
39.- Allium sp.
~ MYRTACEAE
40.~ Eucaliztus sp.
- OLEACEAE

9.0 41.- Fraxinus sp.

- BUXACEAE
4.- Buxus sp.
- CAMPANULACEAE
5.- Campanula sp.

- CARYOPHYLLACEAE
6.- Lycknis sp.

7.- Saponaria sp.

8.- Familia

- CISTACEAE

9.- Cistus clusii Dunal
10.~ Cistus crispus L.

42.~ Ligustrumsp.
43.~ Olea sp.

44.- Familia

- PAPAYERACEAE
45.- Hypecoum sp.
46.~ Papaver sp.
47.- Familia

- PAPILONACEAE
48.- Lotus sp.
49.- Tipo Genista

0.5

50.- Tipo Onobrychis

11.- Cistus ladaniferus L.
12.- Cistus laurifolius L.
13.- Familia

0.5

5.5 51.- Tipo Trifolium

0.3 52.- Tipo Vicia
76,5 53.~ Familia

- COMPOSITAE

14.- Tipo C (Centaurea cyanus L.)

15.- Tipo H (Helienthus annus L.)

16.- Tipo J (Centaurea jacea L.)

17.- Tipo S (Serratula sp.)

18.- Tipo T (Taraxacum dens-leonis Desf.)
19.- Familia

- PINACEAE
54.- Pinus sp.
- PLANTAGINACEAE
55.- Plantago sp.
15 - POLYGONACEAE

__05 56.- Rumex sp.

2,0 = RANUNCULACEAE

- CRUCIFERAE
20.- Tipo Brassica
21.- Tipo Diplotaxis
22.- Tipo Sinapis
23.- Familia

- DROSERACEAE
24.- Drosera sp.
25.- ERICACEAE

57.- Ranunculus sp.
- RESEDACEAE
58.- Reseda sp.
~ ROSACEAE

* 59.- Rubus sp.

60.- Sanguisorba officinalis L.

61.- Tipo Frutal

2,0

1,5 62.- Tipo Potentilla

- FAGACEAE
26.- Castanea sativa L.
27.- Quercus sp.

63.- Tipo Rosa
64.- Familia

5.5 = RUTACEAE

28.- Familia

55 65.- Citrus sp.

~ GERANIACEAE
29.- Erodium sp.
-GRAMINEAE
30.- Graminea sp. (< 40 micras)
31.- Secale cereale L.

32.- Tipo Cereal (40-60 micras)
33.- Zea mays L.

34.- Familia

- GUTTIFERAE

35.- Hypericum sp.

- LABIATAE
36.- Lavandula sp.

- SALICACEAE
66.- Populus sp.
67.- Salix sp.

15

68.- Familia

1,5

- SCROPHULARIACEAE
69.- Verbascum sp.

- ULMACEAE

70.- Ulmus sp.

71.- UMBELIAFERAE
- URTICACEAE

72.- Parietaria sp.
1.0

37.- Rosmarinus officinalis L.
38.- Familia
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TABLA XYVII (Continva)

MUESTRA N* 6. BARCELONA

Taxones (%)

= ARALIACEAE

1.- Hedera sp.

- AQUIFOLIACEAE
2.- llex sp.

- BORRAGINACEAE

3.- Echium sp. _ 35

- BUXACEAE

4.- Buxus sp.

- CAMPANULACEAE

5.- Campanula sp. 0,5
- CARYOPHYLLACEAE

6.- Lychnis sp.

7.- Saponaria sp.

8.- Familia

- CISTACEAE

9.- Cistus clusii Dunal 3.0

10.- Cistus crispus L.

11.- Cistus ladaniferus L._________ 440

12.- Cistus leurifolius L. 6.0

13.- Familia 53.0

- COMPOSITAE

14.- Tipo C (Centaurea cyanus L.)

15.- Tipo H (Helianthus annus L.)

16.- Tipo J (Centaurea jacea L.)

17.« Tipo S (Serratula sp.)

18.- Tipo T (Taraxacum dens-leonis Desf.)___ 0.5

19.- Familia 0,8
- CRUCIFERAE

20.- Tipo Brassica

21.- Tipo Diplotaxis, 3.0
22.- Tipo Sinapis

23.- Familia 3,0
- DROSERACEAE

24.- Drosera sp.

25.- ERICACEAE 1,5
- FAGACEAE

26.- Castanea sativa L.

27.- Quercus sp. 6.5
28.- Familia, 6,5

- GERANIACEAE

29.- Erodium sp.

-GRAMINEAE

30.- Graminea sp. (< 40 micras)

31.- Secale cereale L.

32.- Tipo Cereal (40-60 micras)

33.- Zea mays L.

34.- Familia

- GUTTIFERAE

35.- Hypericum sp.

= LABIATAE :

36.- Lavandula sp. 0.5
37.- Rosmarinus officinalis L.

38.~ Familia 9,5

133

axomn: h

- LILIACEAE
39.- Allium sp.
- MYRTACEAE
40.- Eucaliptus sp.
- OLEACEAE

41.- Fraxinus sp.
42.- Ligustrumsp.
43.- Olca sp.

44.- Familia

- PAPAVERACEAE
45.- Hypecoum sp.
46.- Papaver sp.
47.- Familia

« PAPILONACEAE
43.- Lotus sp.
49.~ Tipo Genista

50.- Tipo Onobrychis
51.- Tipo Trifolium
52.- Tipo Vicia

53.- Familia

- PINACEAE

54.- Pinus sp.

= PLANTAGINACEAE
55.- Plamago sp.

- POLYGONACEAE
56.- Rumex sp.

= RANUNCULACEAE
57.- Ranunculus sp.

~ RESEDACEAE

58.~ Reseda sp.

- ROSACEAE

59.- Rubus sp.

60.- Sanguisorba officinalis L.

61.- Tipo Frutal

05

62.- Tipo Potentilla
63.- Tipo Rosa
64.- Famili

0,5

= RUTACEAE

65.- Citrus sp.

= SALICACEAE

66.~ Populus sp.

67.- Salix sp.

68.~ Familia

- SCROPHULARIACEAE
69.- Verbascum sp.

= ULMACEAE

70.- Ulmus sp.

71.- UMBELLIFERAE
= URTICACEAE

72.- Parietaria sp.



axones (%

- ARALIACEAE

TABLA XVII (Continna)
MUESTRA N? 7.  BARCELONA
xones (%

- LILTACEAE

1.- Hedera sp. 39.- Allium sp.

- AQUIFOLIACEAE - MYRTACEAE

2.- lex sp. 40.- Eucaliptus sp.

- BORRAGINACEAE ~ OLEACEAE

3.- Echium sp. 10,0 41.- Fraxinus sp.

- BUXACEAE 42.- Ligustrumsp.

4.~ Buxus sp. 43.- Olea sp.

« CAMPANULACEAE 44.- Familia

5.- Campanula sp. 12,5 - PAPAVERACEAE

- CARYOPHYLLACEAE 45.- Hypecoum sp. 0.3

6.~ Lyehnis sp. 0.5 46.- Papaver sp. 8.0

7.~ Saponaria sp. 2.0 47.- Familia 6.5
8.~ Familia 2.5 - PAPILONACEAE

- CISTACEAE 48.- Lotus sp. 10

9.~ Cistus clusii Dunal 0.5 49.- Tipo Genisia 1.0
10.- Cistus crispus L. 30.- Tipo Onobryckis

11.- Cistus ladaniferus L. 355 51.- Tipo Trifolium 10

12.- Cistus laurifolius L. 2.5 52.- Tipo Vicia 0.3
13.- Familia 38,5 53.- Familia 3,5
- COMPOSITAE = PINACEAE

14.- Tipo C (Centaurea cyvcnus L.) 54.- Pinus sp.

15.- Tipo H (Helianthus annus L.) = PLANTAGINACEAE

16.- Tipo J (Centaurea jacea L.) 0.5 35.- Plamago sp.

17.- Tipo S (Serratula sp.)________ 20 - POLYGONACEAE

18.- Tipo T {Taraxacum dens-leonis Desf.)___3.0 56.- Rumex sp.

19.- Familiz 5,5 = RANUNCULACEAE

- CRUCIFERAE 57.- Ranunculus sp.

20.- Tipo Brassica 1.0 = RESEDACEAE
21.- Tipo Diplotaxis 58.- Reseda sp. 9,5
22.- Tipo Sinapis - ROSACEAE
23.- Familia 1,0 59.~ Rubus sp. L5

- DROSERACEAE 60.- Sanguisorba officinalis L. 0.5
24.- Drosera sp. 61.- Tipo Frutal 3.5
25.- ERICACEAE 62.- Tipo Potentilla

- FAGACEAE 63.- Tipo Rosa

26.- Castanea sativa L. 15 64.- Familia 7.5
27.- Quercus sp. 8.0 - RUTACEAE

28.- Familia 9.5 65.- Citrus sp.

- GERANIACEAE = SALICACEAE

29.~ Erodium sp. 66.~ Populus sp.

~GRAMINEAE 67.- Salix sp. 2.0
30.- Graminea sp. (<« 40 micras) 68.- Familia 2,0

31.- Secale cereale L.

32.- Tipo Cereal (40-60 micras)
33.- Zea mays L.

34.- Familia

- GUTTIFERAE

35.- Hypericum sp.

- LABIATAE
36.- L dula sp.

- SCROPHULARIACEAE
69.- Verbascum sp.

~ ULMACEAE

70.~ Ulmus sp.

71.- UMBELLIFERAE

= URTICACEAE

72.- Parietaria sp.

37.- Rosmarinus officinalis L.
38.~ Familia
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TABLA XVII (Coantinia)

MUESTRA N2 8 BARCELONA

Taxones (%)

- ARALIACEAE

1.- Hedera sp.

- AQUIFOLIACEAE
2.~ llex sp.

- BORRAGINACEAE
3.- Echium sp.

Taxones (%)

~ LILIACEAE
3%.- Allium sp.

~ MYRTACEAE
40.- Eucaliptus sp.

= OLEACEAE
10,0 41.- Fraxinus sp.

- BUXACEAE
4.« Buxus sp.
- CAMPANULACEAE
5.~ Campanula sp.

42.- Ligustrumsp.
43.- Olea sp.
44.- Familia

5,0 = PAPAVERACEAE

- CARYOPHYLLACEAE

6.~ Lychnis sp.

7.- Saponaria sp.
Familia

- CISTACEAE

9.~ Cistus clusii Dunal

45.- Hypecoum sp.
46.- Pcpaver sp.
47.- Familia
= PAPILONACEAL
48.- Lotus sp.

1.0 49.- Tipo Genisia,

10.- Cistus crispus L.

a
"

3.0 50.- Tipo Onobrychis

11.~ Cistus ladaniferus L.
12.- Cistus laurifolius L.
13.- Familia

36.5 51.- Tipo Trifolium
105 52.- Tipo Vicia
51,0 53.- Familia

- COMPOSITAE

14.- Tipo C (Centaurca cyanus L.)
15.- Tipo H (Helianthus annus L.)
16.- Tipo J (Centaurea jacea L.)
17.- Tipo S (Serratula sp.)

18.~ Tipo T (Taraxacum dens-leonis Desf.)__.

19.- Familia

= PINACEAE
54.- Pinus sp.
= PLANTAGINACEAE
55.- Plamago sp.

3.0 - POLYGONACEAE
20.5 56.- Rumex sp.

- CRUCIFERAE

20.- Tipo Brassica
21.- Tipo Diplotaxis
22.- Tipo Sinapis

23.- Familia

- DROSERACEAE
24.- Drosera sp.

25.- ERICACEAE

- FAGACEAE

26.- Castanea sativa L.

23,5 = RANUNCULACEAE
57.- Ranunculus sp.
= RESEDACEAE
58.- Reseda sp.
- ROSACEAE
55.- Rubus sp.

60.- Sanguisorba officinalis L.

61.- Tipo Frutal
62.- Tipo Potentilla
63.- Tipo Rosa

0.5 64.- Familia

27.- Quercus sp.

1.5 - RUTACEAE

28.- Familia

2,0 65.- Citrus sp.

- GERANIACEAE
29.- Erodium sp.
~GRAMINEAE
30.- Graminea sp. (< 40 micras)
31.- Secale cereale L.

32.- Tipo Cereal (40-60 micras)
33.- Zea mays L.

34.- Familia

~ GUTTIFERAE

35.- Hypericum sp.

- LABIATAE
36.- Lavandula sp.

~ SALICACEAE
66.- Populus sp.
67.~ Salix sp.

68.- Familia

~ SCROPHULARIACEAE
69.- Verbascum sp.
« ULMACEAE
70.- Ulmus sp.
71.- UMBELLIFERAE
= URTICACEAE
72.- Parietaria sp.
0.5

37.- Rosmarinus of ficinalis L.
38.- Familia
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TABLA  XVII (Continia)

MUESTRA N 10. BARCELONA

Taxones (%) Taxonesx (%)

- ARALIACEAE - LILIACEAE

1.~ Hedera sp. . 39.- Allium sp.

- AQUIFOLIACEAE - MYRTACEAE

2.~ Hlex sp. 40.- Eucaliptus sp.

- BORRAGINACEAE - OLEACEAE

3.- Echium sp. 42,5 41.- Fraxinus sp. 15

~ BUXACEAE 42.- Ligustrumsp.

4.- Buxus sp. 43.- Olea sp.

< CAMPANULACEAE 44, Familia 1.5
5.- Campanula sp. 1,0 « PAPAVERACEAE

-~ CARYOPHYLLACEAE 45.- Hypecoum sp.

6.- Lychnis sp. 0.5 46.- Papaver sp.

71.- Saponaria sp. 47.- Familia

8.- Familia 0,5 - PAPILONACEAE

- CISTACEAE 48.- Lotus sp.

9.- Cistus clusii Dunal 49.- Tipo Genista, 1.0
10.~ Cistus crispus L. 50.- Tipo Onoorychis

11.- Cistus ladaniferus L. 28.5 51.- Tipo Trifolium

12.- Cistus laurifolius L. 52.- Tipo Vicia

13.- Familia 28,5 $3.~ Familia 1,0
- COMPOSITAE - PINACEAE

14.- Tipo C (Centaurea cyanus L.) 0.5 54.- Pinus sp.

15.- Tipo M (Helianthus annus L.) - PLANTAGINACEAE

16.~ Tipo J (Centaurea jacea L.) §5.- Plamago sp. 0,5
17.- Tipo S (Serratula sp.) 1.5 - POLYGONACEAE

18.- Tipo T (Taraxacum dens-leonis Desf.) __2.5 56.- Rumex sp.

19.- Familia 4,5 « RANUNCULACEAE

- CRUCIFERAE 57.- Ranunculus sp.

20.- Tipo Brassica -~ RESEDACEAE

21.- Tipo Diplotaxis 5.5 58.- Reseda sp.

22.- Tipo Sinapis ~ ROSACEAE

23.- Familia 5,5 59.- Rubus sp. 15

- DROSERACEAE 60.- Sanguisorba officinalis L.

24.- Drosera sp. 81.- Tipo Frutal 3.5
25.- ERICACEAE 0,5 62.- Tipo Potentilla 13

- FAGACEAE 63.- Tipo Rosa

26.- Ca sativa L. 1.0 64.- Familia 6,5
27.~ Quercus sp. 4.5 - RUTACEAE

28.- Famllia 5.5 65.~ Citrus sp.

- GERANIACEAE ~ SALICACEAE

29.- Erodium sp. 66.- Populus sp. 0.5
~GRAMINEAE 67.- Salix sp. 1.0

30.- Graminea sp. (< 40 micras) 68.~ Familia 1,5

31.- Secale cereale L.

32.- Tipo Cereal (40-60 micras)
33.- Zea mays L.

34.- Familia

- GUTTIFERAE

35.- Hypericum sp.

- LABIATAE

36.- Lavandula sp.

- SCROPHULARIACEAE
69.~ Verbascum sp.
- ULMACEAE
70.- Ulnmus sp.
71.- UMBELLIFERAE
- URTICACEAE
T12.- Parietaria sp.
0.5

37.- Rosmarinus of ficinalis L.
38.- Familia

0,5
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TABLA XVII (Continia)

MUESTRA N2 11, LA MUNIA DE CASTELLVI-BARCELONA

Taxanes (%) Taxones (%)

- ARALIACEAE = LILIACEAE

1.- Hedera sp. 0,5 39.- Allium sp.

- AQUIFOLIACEAE - MYRTACEAE

2.- llex sp. 2,0 40.- Eucaliptus sp.

- BORRAGINACEAE - OLEACEAE :

3.- Echium sp. 14,0 41.- Fraxinus sp. 1.0

- BUXACEAE 42~ Ligustrumsp.

4.~ Buxus sp. 43.- Olea sp.

- CAMPANULACEAE 44.- Familia 1,0
5.- Campanula sp. - PAPAVERACEAE

- CARYOPHYLLACEAE . 45.- Hypecoum sp.

6.- Lvchnis sp. 46.~ Papaver sp. 1.0

7.~ Saponaria sp. 47.- Familia 1.0
8.- Familia - PAPILONACEAE

- CISTACEAE 48.- Lotus sp.

9.- Cistus clusii Dunal 115 49.- Tipo Genista

10.~ Cistus crispus L. 4.5 50.- Tipo Onobrychis

11.- Cistus ladaniferus L.__________ 95 51.- Tipo Trifolium 30
12.- Cistus laurifolius L._______ ___ 95 52.- Tipo Vicia

13.- Familia 35,0 53.- Familia 3,0
- COMPOSITAE - PINACEAE

14.- Tipo C (Centaurea cyanus L.) 54.- Pinus sp.

15.- Tipo H (Helianthus annus L.) = PLANTAGINACEAE

16.~ Tipo J (Cemtaurea jacea L.)____________ 0.5 §5.- Plamtago sp.

17.- Tipo S (Serratula sp.) 05 - POLYGONACEAE

18.- Tipo T (Taraxacum dens-leonis Desf.) 56.- Rumex sp. 0,5
19.- Familia 1,0 ~ RANUNCULACEAE

- CRUCIFERAE 57.- Ranunculus sp.

20.- Tipo Brassica X 4.0 - RESEDACEAE

21.- Tipo Diplotaxis 58.- Reseda sp.

22.- Tipo Sinapis = ROSACEAE

23.- Familia 4,0 59.- Rubus sp.

- DROSERACEAE 60.- Sanguisorba of ficinalis L.

24.- Drosera sp. 61.- Tipo Frutal 1.0
25.- ERICACEAE 1,5 62.- Tipo Potentilla . 1.0

~ FAGACEAE 63.- Tipo Rosa 1.0
26.- Castanea sativa L. 28.0 64.- Familia - 3,0
27.~ Quercus $p. 4.0 - RUTACEAE

23.- Familia 32,0 65.~ Citrus sp. : 1,0
- GERANIACEAE = SALICACEAE

29.- Erodium sp. 66.- Populus sp.

-GRAMINEAE 67.- Salix sp.

30.- Graminea sp. (< 40 micras) 68.- Familla

31.- Secale cereale L. - SCROPHULARIACEAE

32.- Tipo Cereal (40-60 micras) 69.- Verbascum sp.

33.- Zea mays L. - ULMACEAE

34.- Familia - ’ 70.- Ulmus sp.

- GUTTIFERAE 71.- UMBELLIFERAE

35.- Hypericum sp. - URTICACEAE

- LABIATAE 72.- Parietaria sp.

36.- Lavandula sp.

37.- Rosmarinus officinalis L. 05

18.- Familia 0,5
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Taxones (%)

~ ARALIACEAE

L.- Hedera sp.

- AQUIFOLIACEAE
2.- llex sp.

- BORRAGINACEAE
3.- Echium sp.

- BUXACEAE

d.- Buxus sp.

- CAMPANULACEAE
5.- Campanula sp.

- CARYOPHYLLACEAE
6.- Lychnis sp.

7.~ Saponaria sp.

8.- Familia

- CISTACEAE

9.~ Cistus clusii Dunal

TABLA XV (Continia)

MU 2

0.5

10.- Cistus crispus L.
t1.~ Cistus ladaniferus L.
12.- Cistus laurifolius L.
13.- Familia

38.5

’-

59,0

- COMPOSITAE

13.- Tipo C (Centaurea cyanus L.)
15.- Tipo H (Helianthus annus L.)
16.- Tipo J (Centcurea jacea L.)
17.- Tipo S (Serratula sp.)

18.- Tipo T (Taraxacum dens-leonis Desf.)___2.0

19.- Familia

- CRUCIFERAE
20.- Tipo Brassica
21.- Tipo Diplotaxis
22.~ Tipo Sinapis
23.- Familia

< DROSERACEAE
24.- Drosera sp.
25.- ERICACEAE

- FAGACEAE
26.- Castanea sativa L.
27.- Quercus sp.

28.- Familia,

- GERANIACEAE
29.- Erodium sp.
-GRAMINEAE

31.- Secale cereale L.

33.- Zea mays L.
34.- Familia
- GUTTIFERAE
35.- Hypericum sp.
- LABIATAE
36.- Lavandula sp.

37.- Rosmarinus officinalis L.
38.- Familia

2,0
1,0
21.0
21,0
30.- Graminea sp. (< 40 micras)
32.- Tipo Cereal (40-601 micras
0.5
0,5
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ALMAZORA-CASTELLON

Taxones (%)

= LILIACEAE
39.- Alliwm sp.

- MYRTACEAE
40.- Eucaliptus sp.
- OLEACEAE
41.- Fraxinus sp.
42.- Ligustrumsp.
43.~ Olea sp.

44.~ Familia

- PAPAVERACEAL
45.- Hypecoum sp.
46.- Papaver sp.
47.- Familia

- PAPILONACEAE
48.- Lotus sp.
49.- Tipo Genista,
50.- Tipo Onuvbrychis

51.- Tipo Trifolium

52.- Tipo Vicia 0.5
53.- Familia

- PINACEAE

54.- Pinus sp.

= PLANTAGINACEAE

55.- Planago sp.

- POLYGONACEAE

56.- Rumex sp.

- RANUNCULACEAE

57.- Ranunculus sp.

- RESEDACEAE

538.- Reseda sp.

= ROSACEAE

59.- Rubus sp.

60.- Sanguisorba officinalis L.

61.- Tipo Frutal

62.- Tipo Putentilla

63.- Tipo Rosa

64.- Familia

- RUTACEAE

65.- Citrus sp.

= SALICACEAE

66.- Populus sp.

67.- Salix sp.

63.- Familia

- SCROPHULARIACEAE

69.- VerSascum sp.

- ULMACEAE"

70.~ Ulmus sp.

7).- UMBELLIFERAE

~ URTICACEAE

72.- Parietaria sp.

16,0




TABLA

XVII (Continia)

MUESTRA N% 13, ALMAZORA-CASTELLON

Taxongs (%)

~ ARALIACEAE

1.- Hedera sp.

- AQUIFOLIACEAE

2.~ llex sp.

- BORRAGINACEAE

3.- Echium sp. 5,0
- BUXACEAE

4.- Buxus sp.

= CAMPANULACEAE

5.- Campanula sp. 39,0
- CARYOPHYLLACEAE

6.- Lychnis sp.

7.~ Saponaria sp.

8.- Familia
- CISTACEAE

9.« Cistus clusii Dunal

10.- Cistus crispus L.

11.- Cistus ladaniferus L. 11,0

12.- Cistus laurifolius L.

13.- Familia 11,0
- COMPOSITAE

14.- Tipo C (Cemaurca cyanus L.)

15.- Tipo H (Helianthus annus L.)

16.- Tipo J (Centaurea jacea L.)

17.- Tipo S (Serratula sp.) 0.5

18.- Tipo T (Taraxacum dens-leonis Desf.)__22.5

19.- Familia 23,0
- CRUCIFERAE

20.- Tipo Brassica. 4.5

21.- Tipo Diplotaxis, 0.5
22.- Tipo Sinapis

23.- Familia 5,0

- DROSERACEAE

24.- Drosera sp.

25.- ERICACEAE

- FAGACEAE

26.- Castanea sativa L.

27.- Quercus sp. 3.5
28.- Familia 3,5
- GERANIACEAE

29.- Erodium sp.

- GRAMINEAE

30.- Graminea sp. (< 40 micras)

31.- Secale cereale L.

32.~ Tipo Cereal (40-60 micras)

33.- Zea mays L.

34.- Familia

- GUTTIFERAE

35.- Hypericum sp. 1,5
- LABIATAE

36.- Lavandula sp.

37.- Rosmarinus officinalis L.

38.- Familia

s (¥

- LILIACEAE
539.- Allium sp.

- MYRTACEAE
40.- Eucaliptus sp.

- OLEACEAE
41.- Fraxinus sp.
42.- Ligustrumsp.
43.- Olea sp.
42.- Familia
= PAPAVERACEAE
45.- Hypecoum sp.
46.- Papaver sp.
47.- Familia

- PAPILONACEAE
48.- Lotus sp.
49.- Tipo Genistc

50.- Tipv Onobrychis
51.- Tipo Trifolium
52.- Tipo Vicia

53.- Familia

= PINACEAE
54.- Pinus sp.
= PLANTAGINACEAE
55.- Plamcgo sp.

- POLYGONACEAE
56.- Rumex sp.

- RANUNCULACEAE
57.- Ranunculus sp.

- RESEDACEAE

58.- Reseda sp.

- ROSACEAE
59.- Rubus sp.
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60.- Sanguisorba officinalis L.
61.- Tipo Frutal

62.- Tipo Potentilla
63.~ Tipo Rosa
64.- Familia

4.5

- RUTACEAE
635.~ Citrus sp.
= SALICACEAE
66.- Populus sp.
67.- Salix sp.

68.- Familia,

- SCROPHULARIACEAE
69.- Verbascum sp.

- ULMACEAE

70.- Ulmus sp.

71.- UMBELLIFERAE
- URTICACEAE

72.~ Parietaria sp.
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Taxones (%)

- ARALIACEAE
|.- Hedera sp.

TABLA XVII (Continia)

MUESTRA N? 14, YALENCIA

- AQUIFOLIACEAE
2.- [lex sp.

- BORRAGINACEAE
3.- Echium sp.

- BUXACEAE
4.- Buxus sp.
- CAMPANULACEAE
5.- Campanula sp .

~ CARYOPHYLLACEAE
6.- Lychnis sp.

1.- Saponaria sp.

8.- Familia

- CISTACEAE

9.- Cistus clusii Dunal

10.- Cistus crispus L.
11.- Cistus ladaniferus L.
12.- Cistus laurifolius L.
13.- Familia

- COMPOSITAE

17.- Tipo S (Serratula sp.)

19.- Familia

- CRUCIFERAE
20.- Tipo Brassica

21.- Tipo Diplotaxis
22.- Tipo Sinapis
23.- Familia

~ DROSERACEAE
24.- Drosera sp.
25.- ERICACEAE

= FAGACEAE
26.- Castanca sativa L.
27.- Quercus sp.

28.- Familia

~ GERANIACEAE
29.- Erodium sp.
~GRAMINEAE

31.- Secale cereale L.
33.- Zea mays L.

3d.- Familia
- GUTTIFERAE

0,5
23,0
9,0
2.5
37,5
30
43,0
14.- Tipo C (Centaurea cvanus L.) 0.5
15.- Tipo H (Helianthus annus L.)
16.- Tipo J (Centaurea jacea L.) 0.5
18.- Tipo T (Taraxacum dens-leonis Desf.)___5.0
6,0
2.0
2,0
0,5
7.5
7,5
30.- Graminea sp. (< 40 micras)
32.- Tipo Cereal {(40-60 micras)
1.5

35.- Hypericum sp.

- LABIATAE

36.- Lavandula sp.

37.- Rosmarinus officinalis L.
38.- Familia
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Taxones (%)

- LILIACEAE
39.~ Allium sp.
- MYRTACEAE
40.- Eucaliptus sp.
- OLEACEAE

41.- Fraxinus sp.
42,- Ligustrumsp.
43.- Olea sp.

44.- Familia

= PAPAVERACEAE
45.- Hypecoum sp.
46.~ Pagaver sp.

47.- Familia

-~ PAPILONACEAE
48.- Lotus sp.

49.- Tipo Genista

50.- Tipo Onobrychis
31.- Tipo Trifolium
52.- Tipo Vicia

53.- Familia

= PINACEAE

54.- Pinus sp.

= PLANTAGINACEAE
55.- Plamago sp.

- POLYGONACEAE
56.- Rumex sp.

= RANUNCULACEAE
57.- Ranunculus sp.

- RESEDACEAE

58.- Reseda sp.

- ROSACEAE
59.- Rubus sp.

3.5

60.- Sanguisorba officinalis L.
61.- Tipo Frutal

0.5

62.- Tipo Potentilla
63.- Tipo Rosa
64.- Familia

4,0

- RUTACEAE
65.- Citrus sp.
- SALICACEAE
66.- Populus sp.
67.- Salix sp.

68.- Familia

~ SCROPHULARIACEAE
69.~ Verbascum sp.

- ULMACEAE

70.- Ulmus sp.

71.- UMBELLIFERAE
~ URTICACEAE

72.- Parietaria sp.



n b

- ARALIACEAE

1.- Hedera sp.

- AQUIFOLIACEAE
2.- Ilex sp.

- BORRAGINACEAE
3.- Echium sp.

TABLA XVII (Continia)

MUESTRA N% 15, MONTROY-VALENCIA

- BUXACEAE
4.- Buxus sp.
- CAMPANULACEAE
5.- Campanula sp.

55

- CARYOPHYLLACEAE
6.- Lychnis sp.

7.- Saponaria sp.

8.- Familia

- CISTACEAE

9.- Cistus clusii Dunal
10.- Cistus crispus L.

11.- Cistus ladaniferus L.
12.- Cistus laurifolius L.
13.- Familia

- COMPOSITAE

14.- Tipo C fCentaurea cyanus L.)
15.- Tipo H (Helianthus annus L.)
16.- Tipo J (Centaurea jacea L.)

17.- Tipo S {Serratula sp.)

0.5
0.5

18.- Tipo T (Taraxacum dens-leonis Desf.)___5.5

19.- Familia

6,5

- CRUCIFERAE
20.- Tipo Brassica

2.0

21.- Tipo Diplotaxis
22.- Tipo Sinapis
23.- Familia

2,0

- DROSERACEAE
24.- Drosera sp.
25.- ERICACEAE

6.0

- FAGACEAE
26.- Castanea sativa L.

2
-

27.- Quercus sp.

3.5

28.- Familia

11,0

- GERANIACEAE
29.- Erodium sp.
-GRAMINEAE
30.- Graminea sp. (< 40 micras)
31.- Secale cereale L.

32.- Tipo Cereal (40-60 micras)
33.- Zea mays L.
34.- Familia

- GUTTIFERAE
35.- Hypericum sp.

1.5

= LABIATAE

36.- Lavandula sp.

37.- Rosmarinus officinalis L.
38.- Familia

Jaxones (%)

- LILIACEAE
39.- Allium sp.
- MYRTACEAE
40.- Eucaliptus sp.
- OLEACEAE
41.- Fraxinus sp.

42.- Ligustrumsp.
43.- Olea sp.

44.- Familia

10.0

= PAPAYVERACEAE
45.- Hypecoum sp.
46.- Papaver sp.

47.- Familia

1,0

~ PAPILONACEAE
48.- Lows sp.
49.- Tipo Genista

50.~ Tipo Onoorychis
51.- Tipo Trifolium
52.- Tipo Vicia

53.- Familia

3,0

- PINACEAE
54.- Pinus sp.
- PLANTAGINACEAE
55.- Plantago sp.

~ POLYGONACEAE
56.- Rumex sp.

0,5

- RANUNCULACEAE
57.- Ranunculus sp.

1,0

= RESEDACEAE
58.- Reseda sp.

- ROSACEAE
59.- Rubus sp.

2.5

60.- Sanguisorba officinalis L.

61.- Tipo Frual

0.5
4.5

62.- Tipo Poteniilia
63.~ Tipo Rosa
64.- Familia

1.5

- RUTACEAE
65.- Citrus sp.
= SALICACEAE
66.- Populus sp.
67.- Salix sp,

68.- Familia

4,5

- SCROPHULARIACEAE
69.- Verbascum sp

0.5

- ULMACEAE

70.- Ulmus sp.

71.- UMBELLIFERAE
- URTICACEAE

72.- Parietaria sp.
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TABLA XVII (Continia)

MUESTRA N® 6.

Taxomes (%)

- ARALIACEAE

.- Hedera sp.

- AQUIFOLIACEAE

2.- llex sp.

~ BORRAGINACEAE

3.- Echium sp.

- BUXACEAE

4.- Buxus sp.

- CAMPANULACEAE

5.- Campanula sp. 3,0
- CARYOPHYLLACEAE

6.- Lychnis sp.

71.- Saponaria sp.

8.- Familia

- CISTACEAE

9.- Cistus clusii Dunal 1.0
10.- Cistus crispus L.

11.- Cistus ladaniferus L. 36.0
12.- Cistus laurifolius L.

13.- Familia 37,0
- COMPOSITAE

14.- Tipo C (Centaurea cyanus L.)

15.- Tipo H (Helianthus annus L.)

16.- Tipo J (Cemaurea jatea L.) 0.5

AYORA-VALENCIA

Taxones (%)

- LILIACEAE

39.- Allium sp.

= MYRTACEAE

40.- Eucaliptus sp.

- OLEACEAE

41.- Fraxinus sp.

42.- Ligustrumsp.

43.- Olea sp. 0.3
44.- Familia 0,5
- PAPAVERACEAE

45.- Hypecoum sp.

46.- Papaver sp. 0.5
47.- Familia 0,5
- PAPILONACEAE

48.- Lotus sp.

49,- Tipo Genista, 0.3
50.- Tipo Onabrychis

51.- Tipo Trifolium 25
52.- Tipo Vicia

53.- Familia 3,0
- PINACEAE

34.- Pinus sp.

= PLANTAGINACEAE

17.- Tipo S (Serratula sp.)

18.~ Tipo T (Taraxccum dens-leonis Desf.)__11.0

19.- Familia

55.- Plamago sp.
- POLYGONACEAE
56.- Rumex sp.

0,5

11,5 - RANUNCULACEAE

- CRUCIFERAE
20.- Tipo Brassica
21.- Tipo Diplotaxis
22.- Tipo Sinapis
23.- Familia

- DROSERACEAE
24.- Drosera sp.

57.- Ranunculus sp.
- RESEDACEAE
58.- Reseda sp.

~ ROSACEAE
59.- Rubus sp.

6.0

60.- Sanguisorba officinalis L.
61.- Tipo Frutal

25.- ERICACEAE

1,0 62.- Tipo Potentilla

- FAGACEAE
26.- Castanea saiiva L.
27.- Quercus sp.

63.- Tipo Rosa
64.~ Familia

6,0

315 ~ RUTACEAE

28.- Familia,

31,5 65.~ Citrus sp.

- GERANIACEAE

29.- Erodium sp.
~GRAMINEAE

30.- Graminea sp. (< 40 micras)
31.~ Secale cereale L.

32.- Tipo Cereal (40-60 micras)
33.- Zea mays L.

34.- Familia

= SALICACEAE
66.- Populus sp.
67.- Salix sp.

1.5

0.5 68.- Familia

1,5

- SCROPHULARIACEAE
69.- Verbascum sp.
- ULMACEAE

- GUTTIFERAE
35.- Hypericum sp.

- LABIATAE
36.- Lavandula sp.

37.- Rosmarinus officinalis L.
38.- Familia

0,5 70.- Ulmus sp.
71.- UMBELLIFERAE
2,5 - URTICACEAE
72.- Parietaria sp.
0.5
0,5
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TABLA XVII (Continia)

MUESTRA N® 17. FORMENTERA DEL SEGURA-ALICANTE

axones (%

- ARALIACEAE

1.- Hedera sp.

- AQUIFOLIACEAE

2.- liex sp.

- BORRAGINACEAL .

3.~ Echium sp. 2,5
- BUXACEAE

4.~ Buxus sp.

- CAMPANULACEAE

5.- Campanuia sp. 2,0
- CARYOPHYLLACEAE

6.~ Lychnis sp.

1.- Saponaria sp.

8.~ Familia

- CISTACEAE

9.- Cistus clusii Dunai 0.5

10.~ Cistus crispus L.

11.- Cistus ledaniferus L._______ 485

12.- Cistus faurifolius L. 2.0

13.- Familia 51,0
- COMPOSITAE

14.- Tipo C (Centaurea cyanus L.)

15.- Tipo H (Helianthus annus L.)

16.- Tipo J (Centaurea jacea L.) 6.0

17.- Tipo S (Serratula sp.)

18.- Tipo T (Taraxacum dens-leonis Desf.)__I1.5

19.- Familia 17,5
- CRUCIFERAE

20.- Tipo Brassica

21.- Tipo Diplotaxis

22.- Tipo Sinapis

23.- Familia

- DROSERACEAE
24.- Drosera sp.

25.- ERICACEAE

- FAGACEAE

26.- Castanea sativa L. 11,0

27.- Quercus sp.

28.- Familia 11,0
- GERANIACEAE

29.~- Erodium sp.

~ GRAMINEAE

30.- Graminea sp. (< 40 micras)

31.- Secale cereale L.

32.- Tipo Cereal (40-60 micras)

33.- Zea mays L.

34.- Familia

- GUTIFERAE

35.- Hypericum sp.

~ LABIATAE

36.- Lavandula sp. 0.5
37.- Rosmarinus officinalis L.

38.- Familia 0,5
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Taxones (%)

= LILIACEAE
39.- Allium sp.

= MYRTACEAE
40.~ Eucaliptus sp.

~
v

- OLEACEAE
41.- Fraxinus sp.
42.- Ligusirum sp.
43.- Olea sp.

44.- Familia

- PAPAVERACEAE
45.- Hypecoum sp.
46.- Papaver sp.
47.- Familia

= PAPILONACEAE
48.- Lotus sp.
49.- Tipo Genista

1.0

50.- Tipo Onohrychis
51.- Tipo Trifolium,
52.- Tipo Vicia

53.~ Familia

1.0

2,0

- PINACEAE
54.- Pinus sp.
- PLANTAGINACEAE
55.- Plantego sp.

- POLYGONACEAE
56.- Rumex sp.

= RANUNCULACEAE
57.- Ranunculus sp.

0,5

- RESEDACEAE
58.- Reseda sp.
- ROSACEAE
39.- Rubus sp.

60.- Sanguisorbe officinalis L.

61.- Tipo Frutal,

9.5

62.- Tipo Potentilla
63.- Tipo Rosa

0.3

64.- Familia

10,0

- RUTACEAE
65.- Citrus sp.
= SALICACEAE
66.- Populus sp.

67.- Salix sp.
68.- Familia

~ SCROPHULARIACEAE
69.- Verbascum sp.

= ULMACEAE

70.- Ulmus sp.

71.- UMBELLJIFERAE

- URTICACEAE

72.- Parietaria sp.



TABLA XVII (Continua)

MUESTRA N° 18. SALAMANCA

Taxon bty

- ARALIACEAE

1.- Hedera sp.

- AQUIFOLIACEAE

2.- llex sp.

- BORRAGINACEAE

3.- Echium sp. 23,0
- BUXACEAE

4.- Buxus sp.

- CAMPANULACEAE

5.- Campanula sp.

- CARYOPHYLLACEAE

6.- Lychnis sp.

7.- Saponaria sp.

8.- Familia

- CISTACEAE

9.- Cistus clusii Dunal

10.~ Cistus crispus L.

11.- Cistus ladaniferus L. 37.5
12.~ Cistus laurifolius L.

13.- Familia 37,5
- COMPOSITAE

14.- Tipo C (Centaurea cyanus L.)

15.- Tipo H (Helianthus annus L.)

16.- Tipo J (Centaurea jacea L.)

17.- Tipo § (Scrratula sp.}

18.- Tipo T (Taraxacum dens-leonis Desf.)

19.- Familia

- CRUCIFERAE

20.- Tipo Brassica, 6.5
21.- Tipo Diplotaxis

22.- Tipo Sinapis

23.- Familia 6,5
- DROSERACEAE

24.- Drosera sp.

23.- ERICACEAE 4,0
- FAGACEAE

26.~ Castanea sativa L.

27.~ Quercus sp. 15
28.- Famllia 1,5

- GERANIACEAE

29.- Erodium sp.

- GRAMINEAE

30.- Graminea sp. (< 40 micras)

31.- Secale cereale L.

32.- Tipo Cereal (40-60 micras)

33.- Zea mays L.

34.- Familia

- GUTIFERAE

35.- Hypericum sp.

- LABIATAE

36.- Lavandula sp. 10
537.- Rosmarinus of ficinalis L.

38.- Familia 1,0
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Taxones (%)

-~ LILIACEAE
39.- Allium sp.

- MYRTACEAE
40.- Eucaliptus sp.

- OLEACEAE

41.- Fraxinus sp.
42.- Ligustrum sp.
43.- Olea sp.

44.- Familia

- PAPAVERACEAE
45.- Hypecoum sp.
46.- Papaver sp.
47.- Familia

- PAPILONACEAE
48.- Lotus sp.
49.- Tipo Genista

3.0

50.- Tipo Onobrychis
51.- Tipo Trifolium
52.- Tipo Vicia

53.- Familia

0.5

- PINACEAE
54.- Pinus sp.
- PLANTAGINACEAE
55.- Plamago sp.

1~
w

- POLYGONACEAE
56.- Rumex sp.

= RANUNCULACEAE
57.- Ranunculus sp.

- RESEDACEAE

58.- Reseda sp.

- ROSACEAE
59.- Rubus sp.

60.- Sanguisorba officinalis L.
61.- Tipo Frutal

62.- Tipo Potentilla
63.- Tico Rosa
64.~ Familia

- RUTACEAE
65.~ Citrus sp.

- SALICACEAE

66.- Populus sp.

67.- Salix sp.

68 . ~ Familia

= SCROPHULARIACEAE
69.- Veroascum sp.

« ULMACEAE

70.- Ulmus sp.

71.« UMBELLIFERAE
- URTICACEAE

72.- Parietaria sp.



TABLA  XYII (Continda)

MUESTRA N2 19. SALAMANCA
Taxones (%) Taxones (%)

- ARALIACEAE

1.- Hedera sp.

- AQUIFOLIACEAE
2.- lex sp.

- BORRAGINACEAE
3.- Echium sp.

47,5

- BUXACEAE
4.- Buxus sp.
- CAMPANULACEAE
5.- Campanula sp.

- CARYOPHYLLACEAE
6.- Lychnis sp.

7.~ Saponaria sp.

8.- Familia

- CISTACEAE

9.~ Cistus clusii Dunal
10.- Cistus crispus L.
11.- Cistus ladaniferus L.
12.- Cistus laurifolius L.
153.- Familia

17,0

- COMPOSITAE

14.- Tipo C (Centaurea cyanus L.)
15.- Tipo H (Helienthus annus L.)
16.- Tipo J (Centaurea jacea L.)
17.~ Tipo S (Serratula sp.)

0.5

18.- Tipo T (Taraxacum dens-leonis Desf.)

19.- Familia

- CRUCIFERAE
20.- Tipo Brassica
21.- Tipo Diplotaxis
22.- Tipo Sinapis
23.- Familia

- DROSERACEAE
24.- Drosera sp.
25.- ERICACEAE

0,5

8.5

- FAGACEAE
26.- Castanea sativa L.

0.5

27.- Quercus sp.

3.0

28.- Familia

3.5

- GERANIACEAE
29.- Erodium sp.
- GRAMINEAE
30.- Graminea sp. (< 40 micras)
31.- Secale cereale L.

32.- Tipo Cereal (40-60 micras)
33.- Zea mays L.

34.- Familia

- GUTIFERAE

35.- Hypericum sp.

- LABIATAE

36.- Lavandula sp.

1.0

37.- Rosmarinus ufficinalis L.
38.- Familia

1,0
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- LILIACEAE
39.« Allium sp.

- MYRTACEAE
40.- Eucaliptus sp.

- OLEACEAE

41.- Fraxinus sp.
42.- Ligustrum sp.
43.- Olea sp.

44.- Familia

~ PAPAVERACEAE
45.- Hypecoum sp.
46.- Papaver sp.
47.- Familia

-~ PAPILONACEAE
48.- Lotus sp.

49.- Tipo Genista
50.- Tipo Onokryckis
51.- Tipo Trifolium
52.- Tipo Vicia

53.- Familia
- PINACEAE
54.- Pinus sp.

0,5

= PLANTAGINACEAE
55.- Plantago sp.

- POLYGONACEAE
56.- Rumex sp.

= RANUNCULACEAE
57.- Ranunculus sp.

- RESEDACEAE

58.- Reseda sp.

- ROSACEAE
59.- Rubus sp.

2.0

60.- Sanguisorba officinalis L.

61.- Tipo Frutal,

5.0

62.- Tipo Potentilla
63.- Tipo Rosa

64.- Familia

9,0

- RUTACEAE
65.- Citrus sp.
= SALICACEAE
66.- Populus sp.
67.- Salix sp.

68.~ Familia,

1.5

- SCROPHULARIACEAE
69.- Verbascum sp.

- ULMACEAE

70.- Ulmus sp.

71.- UMBELLIFERAE

- URTICACEAE .

72.- Parietaria sp.

1,5



TABLA XVII (Continia)

MUESTRA N® 20 ALDEATEIADA-SALAMANCA

JTaxones (%)

« ARALIACEAE

1.~ Hedera sp.

- AQUIFOLIACEAE

2.- HNex sp.
- BORRAGINACEAE _

3.~ Echium sp. 1.5
- BUXACEAE

4.- Buxus sp.

= CAMPANULACEAE

5.- Campanula sp. 4,5
~ CARYOPHYLLACEAE

6.~ Lychnis sp.

7.- Saponaria sp.

8.- Familia

- CISTACEAE

9.- Cistus clusii Dunal 25

10.- Cistus crispus L.

11.~ Cistus ladeniferus L. 56.0

12.- Cistus laurifolius L.__ 05

13.- Familia 59,0

- COMPOSITAE

14.~ Tipo C (Centaurea cyanus L.}

15.- Tipo H (Helianthus annus L.}

16.- Tipo J (Centaurea jacea L.)

17.- Tipo S (Serratula sp.) 0.3

18.- Tipo T (Taraxacum dens-leonis Desf.)__16.0
19.- Famiiia 16,5
- CRUCIFERAE

20.- Tipo Brassica

21.- Tipo Diplotaxis 1.5
22.- Tipo Sinapis

23.- Familia 1,5
- DROSERACEAE

24.- Drosera sp.

25.- ERICACEAE

- FAGACEAE

26.- Castanea sativa L.

27.- Quercus sp. 10
28.- Familia 1,0
- GERANIACEAE

29.- Erodium sp. 0,5
- GRAMINEAE

30.- Graminea sp. (< 40 micras)

31.- Secale cereale L.’

32.- Tipo Cereal (40-60 micras)

35.- Zea mays L.

34.- Familia

- GUTIFERAE

35.- Hypericum sp.

- LABIATAE

36.- Lavandula sp. L5

37.- Rosmarinus officinalis L.

38.- Familia 1,5
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xon %

-~ LILIACEAE
39.- Allium sp.

- MYRTACEAE
40.- Eucaliptus sp.
= OLEACEAE
41.- Fraxinus sp.
42.- Ligustrum sp.
43.- Olea sp.

dd4.- Familia

- PAPAVERACEAE
45.- Hypecoum sp.
46.~ Papaver sp.
47.~ Famili

i~
i

—
o

- PAPILONACEAE
43.- Lotus sp.

49.- Tipo Genista

50.- Tipo Onobrychis
51.- Tipo Trifolium
52.- Tipo Vicia

53.- Familia

- PINACEAE

54.- Pinus 3p.

= PLANTAGINACEAE
55.- Plamtago sp.

- POLYGONACEAE
56.- Rumex sp.

= RANUNCULACEAE
57.- Ranunculus sp.

- RESEDACEAE

53.- Reseda sp.

- ROSACEAE
59.- Rubus sp.

05

60.- Sanguisorba officinalis L.

61.- Tipo Frutal

6.0

62.- Tipo Potentilla
63.- Tipo Rosa
64.- Familia

6,5

- RUTACEAE

65.- Citrus sp.

- SALICACEAE

66.~ Populus sp.

67.- Salix sp.

68.~ Familia

- SCROPHULARIACEAE
69.- Verbascum sp.

- ULMACEAE

70.- Ulmus sp.

71.- UMBELLIFERAE
- URTICACEAE

12.- Parietaria sp.



MUESTRA N2 21. VALERO DE LA SIERRA-SALAMANCA

axones (%

- ARALIACEAE
1.- Hedera sp.

TABLA

XVII (Continéa)

- LILIACEAE
39.- Allium sp.

- AQUIFOLIACEAE - MYRTACEAE

2.- llex sp. 40.- Eucaliptus sp. 3,0
- BORRAGINACEAE - OLEACEAE

3.- Echium sp. 12,0 41.~ Fraxinus sp.

- BUXACEAE 42.- Ligustrum sp.

4.- Buxus sp. 43.- Olea sp.

- CAMPANULACEAE 44.- Familia

5.- Campanula sp. - PAPAVERACEAE

- CARYOPHYLLACEAE 45.- Hypecoum sp.

6.- Lycinis sp. 46.- Papaver sp. 1.0
7.- Saponaria sp. 47.- Familia 1,0
8.- Familia - PAPILONACEAE

- CISTACEAE 48.- Lotus sp.

9.- Cistus clusii Dunal 0.5 49.- Tipo Genista 125
10.- Cistus crispus L. 50.- Tipo Onobrychis

11.- Cistus ladaniferus L. 45.0 51.- Tipo Trifolium 1.5
12.- Cistus laurifolius L. 52.- Tipo Vicia

13.- Familia 45,5 53.- Familia 14,0
- COMPOSITAE - PINACEAE

14.- Tipo C (Centaurea cyanus L.) 54.- Pinus sp.

15.- Tipo H (Helianthus annus L.) = PLANTAGINACEAE

16.- Tipo J (Centaurea jacea L.) 55.- Plauago sp.

17.- Tipo S (Serratula sp.) 1.5 - POLYGONACEAE

18.- Tipo T (Taraxacum dens-leonis Desf.)___ 2.5 56.- Rumex sp.

19.- Familia 4,0 - RANUNCULACEAE

- CRUCIFERAE 57.- Ranunculus sp. 1,5
20.- Tipo Brassica 0.5 - RESEDACEAE

21.- Tipo Diplotaxis 58.- Reseda sp.

22.- Tipo Sinapis - ROSACEAE

23.- Familia 0,5 59.- Rubus sp. 1.0
- DROSERACEAE 60.- Sanguisorba officinalis L. 0.5
24.- Drosera sp. 61.- Tipo Frutal 4.5
25.- ERICACEAE 7,0 62.- Tipo Potentilla

- FAGACEAE 63.- Tipo Rosa

26.~ Castanea sativa L. 64.- Familia 6,0
27.- Quercus sp. 45 - RUTACEAE

28.- Familla, 4,5 " 63.- Citrus sp.

- GERANIACEAE = SALICACEAE

29.- Erodium sp. 66.- Populus sp.

- GRAMINEAE 67.- Salix sp.

30.- Graminea sp. (< 40 micras) 68.- Famllia

31.- Secale cereale L. ~ SCROPHULARIACEAE

32.- Tipo Cereal (40-60 micras) 69.- Verbascum sp. :

33.- Zea mays L. - ULMACEAE

34.- Familia 70.- Ulmus sp.

- GUTIFERAE 71.- UMBELLIFERAE

35.- Hypericum sp. = URTICACEAE

- LABIATAE 72.- Parietaria sp.

36.- Lavandula sp.. 1.0

37.- Rosmarinus officinalis L.

38.- Familia . 1,0
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TABLA XV1I (Continua)

MUESTRA N9 22, GUADALAJARA

Taxones (%) Taxones (%)

- ARALIACEAE = LILIACEAE

1.- Hedera sp. 39.- Allium sp. 0,5
- AQUIFOLIACEAE - MYRTACEAE

2.- Ilex sp. 40.- Eucaliptus sp.

- BORRAGINACEAE ~ OLEACEAE

3.~ Echium sp. 7,5 4l.- Fraxinus sp.

~ BUXACEAE 42.- Ligustrum sp.

4.~ Buxus sp. 43.- Olea sp.

- CAMPANULACEAE 44.- Familia

5.- Campanula sp. ~ PAPAYERACEAE

- CARYOPHYLLACEAE 45.- Hypecoum sp. 3.3

6.- Lychnis sp. 46.- Papaver sp. 2.5

7.- Saponaria sp. 47.~ Familia 6,0
8.- Familia ~ PAPILONACEAE

- CISTACEAE 48.- Lotus sp.

9.- Cistus clusii Dunal 49.- Tipo Genista 0.5
10.- Cistus crispus L. 0.5 50.- Tipo Onobrychis

11.- Cistus ladaniferus L. 47.5 51.- Tiro Trifolium

12.- Cistus laurifolius L. 52.- Tipo Vicia

13.- Familia 48,0 53.- Familia 0,5
- COMPOSITAE - PINACEAE

14.~ Tipa C (Centaurea cyanus L.) 54.- Pinus sp.

15.- Tipo H (Helianmthus annus L.} = PLANTAGINACEAE

16.- Tipo J (Centaurea jccea L.) 55.- Plamtago sp.

17.- Tipo S (Serratula sp.) - POLYGONACEAE

18.- Tipo T (Taraxacum dens-leonis Desf.)___1.0 56.- Rumex sp.

19.- Familia 1,0 = RANUNCULACEAE

- CRUCIFERAE 57.- Ranunculus sp. 2,0
20.- Tipo Brassica 12,0 - RESEDACEAE
21.- Tipo Diplotaxis 58.- Reseda sp.

22.- Tipo Sinapis - ROSACEAE

23.-Familia 12,0 59.- Rubus sp. 2.5

- DROSERACEAE 60.- Sanguisorba of ficinalis L.

24.- Drosera sp. 61.- Tipo Frutal 1.5
23.- ERICACEAE 62.- Tipo Potentilla

- FAGACEAE 63.- Tipo Rosa

26.- C sativa L 4.0 64.- Familia 4.0
27.- Quercus sp. 6.0 - RUTACEAE

28.- Familia 10,0 65.~ Citrus sp.

- GERANIACEAE - SALICACEAE

29.- Erodium sp. 66.- Populus sp.

- GRAMINEAE 67.- Salix sp.. 7.5
30.- Graminea sp. (< 40 micras) 68.- Familia 7,5
31.- Secale cereale L. = SCROPHULARIACEAE

32.- Tipo Cereal (40-60 micras) 69.- Verbascum sp.

33.- Zea mays L. - ULMACEAE

34.- Familia 70.- Ulmus sp.

-~ GUTIFERAE 71.- UMBELLIFERAE

35.- Hypericum sp. 0,8 - URTICACEAE

- LABIATAE 72.- Parietaria sp. 0.5

36.- Lavandula sp.
37.- Rosmarinus of ficinalis L.
38.- Familia
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TABLA XVII (Contiana)

MUESTRA N% 23, MILLANA-GUADALAJARA

Taxones (%

- ARALIACEAE

1.- Hedera sp.
- AQUIFOLIACEAE

2.- llex sp.

- BORRAGINACEAE

3.- Echium sp.
- BUXACEAE

4.- Buxus sp.

- CAMPANULACEAE

5.- Campanula sp. 5,0
- CARYOPHYLLACEAE

6.- Lychnis sp.

7.- Saponaria sp.

8.- Familia

- CISTACEAE

9.- Cistus clusii Dunal 1.0
10.~ Cistus crispus L.

11.- Cistus ladaniferus L. 210
12.~ Cistus laurifolius L.

13.~ Familia 22,0
- COMPOSITAE

14.- Tipo C (Centaurea cyanus L.) 10.5
15.- Tipo H (Helianthus annus L.)

16.- Tipo J (Centaurea jccea L.)

17.- Tipo S (Serratula sp.)

18.- Tipo T (Taraxacum dens-leonis Desf.)

19.- Familia 10,5
- CRUCIFERAE
20.- Tipo Brassica 0.5
21.~ Tipo Diplotaxis
22.- Tipo Sinapis )
23.- Familia 0,5
- DROSERACEAE
24.~ Drosera sp.
25.- ERICACEAE
- FAGACEAE
26.- Castanea sativa L.
27.- Quercus sp.
28.- Familia

- GERANIACEAE

29.- Erodium sp.

- GRAMINEAE

30.- Graminea sp. (< 40 micras), 0.5
31.- Secale cereale L.

32.- Tipo Cereal (40-60 micras)

33.- Zea mays L.

34.- Familia 0,5
- GUTIFERAE

35.- Hypericum sp.

- LABIATAE

36.- Lavandula sp.

37.- Rosmarinus officinalis L.

38.~ Familia
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axones (%

- LILIACEAE
39.~ Allium sp.
- MYRTACEAE
40.- Eucciiptus sp.
- OLEACEAE
41.- Fraxinus sp.

>
i

42.- Ligustrum sp.
43.~ Olea sp.
44.- Familia

= PAPAVERACEAE
45.- Hypecoum sp.

46.- Papaver sp.

47.- Familia

- PAPILONACEAE
48.- Lotus sp.
49.- Tipo Genista

50.- Tipo Onobrychis
51.- Tipo Trifolium
52.- Tipo Vicia

00~ O
Qinino

53.- Familia

11,0

- PINACEAE
54.- Pinus sp.
« PLANTAGINACEAE
$3.- Plamago sp.

- POLYGONACEAE
56.- Rumex sp.

~ RANUNCULACEAE
57.- Ranunculus sp.

- RESEDACEAE

58.- Reseda sp.

- ROSACEAE
59.- Rubus sp.

60.- Sanguisorba officinalis L.

61.- Tipo Frutal

62.- Tipo Potentilla
63.- Tipo Rosa

64.- Familia

- RUTACEAE
65.- Citrus sp.

~ SALICACEAE
66.- Populus sp.
67.- Salix sp.
68.- Familia

- SCROPHULARIACEAE
69.- Verbascum sp.

7,0

~ ULMACEAE

70.- Ulmus sp.

71.- UMBELLIFERAE
= URTICACEAE

72.- Parietaria sp.



TABLA XV (Continsa)

MUESTRA N% 24 MADRID

Taxones (")
- ARALIACEAE

1.- Hedera sp.
- AQUIFOLIACEAE
2.- [lex sp.

- BORRAGINACEAE

3.~ Echium sp.

- BUXACEAE

4.- Buxus sp.

- CAMPANULACEAE

5.- Campanula sp. 0,5
- CARYOPHYLLACEAE

6.- Lychnis sp.

7.- Sapounaria sp.

8.- Familia

- CISTACEAE

9.- Cistus clusii Dunal 0.5
10.- Cistus crispus L.

11.- Cistus ladaniferus L. 615
12.- Cistus laurifolius L.

13.- Familia, 62,0
- COMPOSITAE

14.- Tipo C (Centaurea cyanus L.)

15.- Tipo H (Helianthus annus L.)

16.- Tipo J (Centaurea jacea L.)

17.- Tipv S (Serratula sp.)

18.- Tipo T (Taraxacum dens-leonis Desf.)

19.- Familia

- CRUCIFERAE

20.- Tipo Brassica

21.- Tipo Diplotaxis

22.- Tipo Sinapis

23.- Familia

- DROSERACEAE

24.- Drosera sp.

25.- ERICACEAE 17,5
- FAGACEAE

26.- Castanea sativa L.

27.- Quercus sp. 2.5
28.- Familia 2,5
- GERANIACEAE

29.- Erodium sp.

- GRAMINEAE

30.- Graminea sp. (< 40 micras)

31.- Secale cereale L.

32.- Tipo Cereal (40-60 micras)

33.- Zea mays L.

34.- Familia

- GUTIFERAE

35.- Hypericum sp.

= LABIATAE

36.- Lavandula sp.

37.- Rosmarinus officinalis L.___________ 0§
38.- Familia 0,5
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o

- LILIACEAE
39.- Allium sp.
= MYRTACEAE
40.~ Euccliptus sp.

- OLEACEAE

41.- Fraxinus sp.
42.- Ligustrum sp.
43.- Olea sp.

44.- Familia

- PAPAVERACEAE
45.- Hypecoum sp.
46.- Papaver sp.

1,0

47.~ Familia

1,0

~ PAPILONACEAE
48.- Lotus sp.
49.- Tipo Genisia

50.- Tipo Onobrychis
51.- Tipo Trifolium
52.- Tipo Vicia

55.- Familia,

- PINACEAE
54.- Pinus sp.
= PLANTAGINACEAE
55.- Plantago sp..

1,0

- POLYGONACEAE
56.- Rumex sp.

= RANUNCULACEAE
57.- Ranunculus sp.

~ RESEDACEAE

58.- Reseda sp.

- ROSACEAE
59.- Rubus sp.

8.5

60.- Sanguisorba officinalis L.
61.- Tipo Frutal

62.- Tipo Potentilla

63.- Tipo Rosa

1.5

64.- Familia

10,0

- RUTACEAE

65.- Citrus sp.

= SALICACEAE

66.- Populus sp.

67.- Salix sp.

68.- Famllla

- SCROPHULARIACEAE
69.- Verbascum sp.

- ULMACEAE

70.- Ulmus sp.

71.- UMBELLIFERAE
- URTICACEAE

72.- Parietaria sp.



TABLA XVII (Continua)

MUESTRA N2 26. MADRID
axon Yo Taxones (%)

- ARALIACEAE

1.- Hedera sp.
- AQUIFOLIACEAE
2.- Hlex sp.

- BORRAGINACEAE
3.- Echium sp.

~ BUXACEAE

4.- Buxus sp.

- CAMPANULACEAE
5.- Campanula sp.

- CARYOPHYLLACEAE
6.~ Lychnis sp.

7.- Saponaria sp.

8.- Familia

- CISTACEAE

9.- Cistus clusii Dunal
10.- Cistus crispus L.
11.- Cistus ladaniferus L.
12.~ Cistus laurifolius L.
13..~ Familia,
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11,5

- COMPOSITAE

14.- Tipo C (Centaurea cyanus L.)

15.~ Tipo H (Helianthus annus L.)

16.- Tipo J (Centaurea jacea L.)

17.- Tipo S (Serratula sp.) 0.5
18.- Tipo T (Taraxacum dens-levnis Desf.)___ 4.0
19.- Familia

4,5

-~ CRUCIFERAE
20.- Tipo Brassica
21.- Tipo Diplotaxis
22.- Tipo Sinapis
23.- Familia

- DROSERACEAE
24.- Drosera sp.
25.- ERICACEAE

- FAGACEAE

26.- Castanea sativa L. 1.0
27.- Quercus sp. é1.5
Familia

- GERANIACEAE

29.- Erodium sp.

- GRAMINEAE

30.- Graminea sp. (< 40 micras)
31.- Secale cereale L.

32.- Tipo Cereal (40-60 micras)
33.- Zea mays L.

34.- Familia

- GUTIFERAE

35.- Hypericum sp.

- LABIATAE

36.- Lavandula sp.

37.- Rosmarinus officinalis L.
38.~ Familia
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42,5°

~ LILIACEAE
39.~ Allium sp.

- MYRTACEAE
40.- Eucaliptus sp.
~ OLEACEAE
41.- Fraxinus sp.
42.- Ligustrum sp.
43.- Olea sp.

44.- Familia 0,5
- PAPAVERACEAE

45.- Hypecoum sp.

46.- Papaver sp.

47.~ Familia

- PAPILONACEAE

48.- Lotus sp.

49.- Tipo Genista

50.- Tipo Onobrychis

Sl.- Tipo Trifolium

52.- Tipo Vicia

53.- Familia

- PINACEAE

54.- Pinus sp.

- PLANTAGINACEAE

55.- Plantago sp.

- POLYGONACEAE

56.- Rumex sp.

- RANUNCULACEAE

57.- Ranunculus sp.

- RESEDACEAE

58.- Reseda sp.

- ROSACEAE

59.- Rubus sp. 6.5
60.- Sanguisorba officinalis L.

61.- Tipo Frutal 20
62.- Tipo Potentilla

63.- Tipo Rosa

64.- Familia 8.5
- RUTACEAE

65.- Ciirus sp.

]
in

" = SALICACEAE

66.- Populus sp.
67.- Salix sp.

. 68.- Familia

- SCROPHULARIACEAE
69.- Verbascum sp.

- ULMACEAE

70.- Ulmus sp.

71.- UMBELLIFERAE

- URTICACEAE

72.- Parietaria sp.



Taxones (%)

- ARALIACEAE

1.- Hedera sp.

- AQUIFOLIACEAE
2.« llex sp.

- BORRAGINACEAE
3.- Echium sp.

TABLA XVII (Coatinua)

MUESTRA Ne 27,

- BUXACEAE
4.~ Buxus sp.
- CAMPANULACEAE
5.- Campanulia sp.

- CARYOPHYLLACEAE
6.~ Lychnis sp.

1.- Saponaria sp.

8.~ Familia

- CISTACEAE

9.- Cistus clusii Dunal
10.~- Cistus crispus L.
11.- Cistus ladaniferus L.
12.- Cistus laurifolius L.
13.- Familla

- COMPOSITAE

14.~ Tipo C (Centaurea cyanus L.)
15.- Tipo H (Helianthus annus L.)
16.- Tipo J (Cemntaurea jacea L.)
17.- Tipo S (Serratula sp.)

18.- Tipo T (Taraxacum dens-leonis Desf.)

19.- Familia

- CRUCIFERAE
20.- Tipo Brassica
21.- Tipo Diplataxis
22.- Tipo Sinapis
23.- Familia

- DROSERACEAE
24.- Drosera sp.
25.- ERICACEAE

- FAGACEAE
26.- Ca. sativa L

27.- Quercus sp.

28.- Familia

- GERANIACEAE
29.- Erodium sp.
- GRAMINEAE
30.- Graminea sp. (< 40 micras)
31.- Secale cereale L.

32.- Tipo Cereal (40-60 micras)
33.- Zea mays L.

34.- Familia

- GUTIFERAE

35.- Hypericum sp.

- LABIATAE
36.- Lavandula sp.

37.- Rosmarinus officinalis L.
38.- Familia

0,5
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MADRID

%

- LILIACEAE

39.- Allium sp.

- MYRTACEAE

40.- Eucaliptus sp.

- OLEACEAE

41.- Fraxinus sp.

42.- Ligustrum sp.
43.- Olea sp.

44.- Familia

- PAPAVERACEAE
453.- Hypecoum sp.
46.- Papaver sp. 2.0
47.- Familia 2.0
- PAPILONACEAE
48.- Lotus sp.

49.- Tipo Genista

50.- Tico Onobrychis
51.- Tipo Trifolium
52.- Tipo Vicia

53.- Familia

- PINACEAE

54.~ Pinus sp.

- PLANTAGINACEAE
55.- Plamtago sp.

- POLYGONACEAE
56.- Rumex sp.

-~ RANUNCULACEAE
57.- Ranunculus sp.

- RESEDACEAE

58.- Reseda sp.

- ROSACEAE

59.- Rubus sp.

60.- Sanguisorba officinalis L.
61.- Tipo Frutal

62.- Tipo Potentilla
63.- Tipo Rosa

64.- Familia

- RUTACEAE

63.- Citrus sp.

= SALICACEAE

66.- Populus sp.

67.- Salix sp.

68.- Familia

- SCROPHULARIACEAE
69.- Verbascum sp.

- ULMACEAE

70.- Ulmus sp.

71.- UMBELLIFERAE
- URTICACEAE

12.- Parietaria sp.




TABLA XVII (Continua)

MUESTRA N2 29. VELILLA SAN ANTONIO-MADRID

Taxones (%)

- ARALIACEAE
1.- Hedera sp.

- AQUIFOLIACEAE
2.- Hex sp.

- BORRAGINACEAE
3.- Echium sp.

- BUXACEAE
d.- Buxus sp.
CAMPANULACEAE
5.- Campanula sp.

1,0

- CARYOPHYLLACEAE
6.- Lychnis sp.

7.- Saponaria sp.

8.- Familia

- CISTACEAE

9.- Cistus clusii Dunal

(.
[

10.- Cistus crispus L.
11.- Cistus ladaniferus L.
2.~ Cistus laurifolius L.
13.- Familia,

- COMPOSITAE

14.- Tipo C (Centaurea cyanus L.}
15.- Tipo M (Helianthus annus L.)
16.- Tipo J (Centaurea jacea L.)
17.- Tipo S (Serratula sp.)

17.5

18.- Tipo T (Taraxacum dens-leonis Dest.)___1.0

19.- Familia

19,0

- CRUCIFERAE
20.- Tipo Brassica

18.5

21.- Tipo Diplotaxis
22.- Tipo Sinapis
23.- Familia

18,5

- DROSERACEAE
24.- Drosera sp.

25.- ERICACEAE

- FAGACEAE

26.- Castanea saiiva L.
27.- Quercus sp.

10.0

28.- Familia

10,0

- GERANIACEAE

29.- Erodium sp.

- GRAMINEAE

30.- Graminea sp. (< 40 micras)
31.- Secale cereale L.

32.- Tipo Cereal (40-60 micras)
33.- Zea mays L.

34.- Familia

- GUTIFERAE

33.- Hypericum sp.

- LABIATAE

36.- Lavandula sp.

37.- Rosmarinus officinalis L.
38.- Familia
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Taxones (%)

- LILIACEAE
39.- Allium sp.
- MYRTACEAE
40.- Euccliptus sp.
- OLEACEAE

41.- Fraxinus sp.
42,- Ligyustrum sp.
43.- Olea sp.

44.- Familia

- PAPAVERACEAE
45.- Hypecoum sp.

46.- Papaver sp.

Dt

47.- Familia

10,5

- PAPILONACEAE
48.- Lotus sp.
49.- Tipo Genista

6.5

50.- Tipo Onobrychis_
51.- Tipo Trifolium
52.- Tipo Vicia

53.- Familia,

0.5

~3
<

- PINACEAE
54.- Pinus sp.
= PLANTAGINACEAE
55.- Plamago sp.

1,0

~ POLYGCONACEAE
56.- Rumex sp.

- RANUNCULACEAE
57.- Ranunculus sp.

- RESEDACEAE

58.- Reseda sp.

- ROSACEAE
59.- Rubus sp..

1.5

60.- Scnguisorba officinalis L.
61.- Tipo Frutal

3.0

62.- Tipo Potentilla
63.- Tipo Rosa
64.- Familia

4,5

- RUTACEAE

65.- Citrus sp.

=~ SALICACEAE

66.- Populus sp.

67.- Salix sp.

68.- Familia

- SCROPHULARIACEAE
69.- Verbascum sp.

- ULMACEAE

70.- Ulmus sp.

71.- UMBELLIFERAE
- URTICACEAE

72.- Parietaria sp.



TABLA XVII (Continia)

MUESTRA N® 30. PLASENCIA-CACERES

Taxones (%)

= ARALIACEAE

1.- Hedera sp.

« AQUIFOLIACEAE

2.- Hex sp.

- BORRAGINACEAE

3.- Echium sp.

- BUXACEAE

4.- Buxus sp.

- CAMPANULACEAE

5.- Campanula sp.
- CARYOPHYLLACEAE

6.- Lychnis sp.

7.- Saponaria sp.

8.- Familia

- CISTACEAE

9.- Cistus clusii Dunal 0.5
10.- Cistus crispus L.

11.- Cistus ladaniferus L. +7.0
12.- Cistus laurifolius L. 10
13.- Familia

48,3

- COMPOSITAE

14.- Tipo C (Centaurea cyanus L.)

15.- Tipo H (Helianthus annus L.)

16.- Tipo J (Centaurea jacea L.)

17.- Tipo S (Serratula sp.)

18.- Tipo T (Taraxacum dens-leunis Desf.)___1.0
19.- Familia

1,0

- CRUCIFERAE

20.- Tipo Brassica 0.5
21.- Tipo Diplotaxis

22.- Tipo Sinapis

23.- Familia

0,5

- DROSERACEAE
24.- Drosera sp.
25.- ERICACEAE

1,0

- FAGACEAE

26.- Castanea sativa L.

27.- Quercus sp. 17.0
28.- Familia

17,0

- GERANIACEAE

29.- Erodium sp.

- GRAMINEAE

30.- Graminea sp. (< 40 micras)
31.- Secale cereale L.

32.- Tipo Cereal (40-60 micras)
33.- Zea mays L.

34.- Familia

- GUTIFERAE

35.- Hypericum sp.

- LABIATAE

36.- Lavandula sp.

37.- Rosmarinus of ficinalis L.
38.- Familia
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aAxon. %%

= LILIACEAE

39.~ Allium sp.

- MYRTACEAE
40.- Eucaliptus sp.
- OLEACEAE

41.- Fraxinus sp.
42.- Ligustrum sp.
43.- Olea sp.

d44.- Familia

- PAPAVERACEAE
45.- Hypecoum sp.
46.- Papaver sp.
47.- Familia

= PAPILONACEAE
48.- Lotus sp.

49.- Tipo Genista,
50.- Tipo Onobrychis
51.- Tipo Trifolium
52.- Tipo Vicia
53.- Familia

- PINACEAE

54.- Pinus sp.

= PLANTAGINACEAE

§5.- Plantago sp. 9,5
- POLYGONACEAE

56.- Rumex sp.

- RANUNCULACEAE

57.- Ranunculus sp.

- RESEDACEAE

58.- Reseda sp.

- ROSACEAE

59.- Rubus sp. 20
60.- Sanguisorba officinalis L.

61.- Tipo Frutal 1.0
62.- Tipo Potentilla

63.- Tipo Rosa

64.- Familia 3.0
= RUTACEAE

65.- Citrus sp.

~ SALICACEAE

66.- Populus sp.

67.- Salix sp.

68.- Familia

- SCROPHULARIACEAE

69.- Verbascum sp.

- ULMACEAE

70.- Ulmus sp.

7i.- UMBELLIFERAE

- URTICACEAE

72.- Parietaria sp.




TABLA

axones (%

= ARALIACEAE

1.~ Hedera sp.

- AQUIFOLIACEAE
2.- llex sp.

- BORRAGINACEAE
3.~ Echium sp.

- BUXACEAE
4.- Buxus sp.
~ CAMPANULACEAE
5.- Campanula sp.

5,0

- CARYOPHYLLACEAE

6.~ Lycknis sp.

7.- Saponaria sp.

8.- Familia

- CISTACEAE

9.- Cistus clusii Dunal

10.- Cistus crispus L.

11.- Cistus ladaniferus L. 535
12.- Cistus laurifolius L. = 7.5
13.- Familia

61,0

- COMPOSITAE

14.- Tipo C (Centaurea cyanus L.)

15.- Tipo H (Helianthus annus L.)

16.- Tipo J (Centaurea jacea L.) 1.0
17.- Tipo S (Serratula sp.) 0.5
18.- Tipo T (Taraxacum dens-leonis Desf.)_ 1.0
19.- Familia

- CRUCIFERAE

20.- Tipo Brassica 15
21.- Tipo Diplotaxis

22.- Tipo Sinapis

23.- Familia

IS5

- DROSERACEAE
24.- Drosera sp.
25.- ERICACEAE

0.5

= FAGACEAE

26.- Castanea sativa L. 1.0
27.- Quercus sp. 4.0
28.- Familla

5,0

- GERANIACEAE

29.- Erodium sp.

- GRAMINEAE

30.- Graminea sp. (<40 micras)____ = 2.0
31.- Secale cereale L. .

32.- Tipo Cereal (40-60 micras)

33.- Zea mays L.

34.- Familia

- GUTIFERAE
35.- Hypericum sp.

- LABIATAE

36.- Lavandula sp.

37.- Rosmarinus officinalis L.
38.- Familia

XVII (Continiaa)
MUESTRA N2 3]. PLASENCIA-CACERES
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Taxones (%)

- LILIACEAE
39.- Allium sp.

- MYRTACEAE
40.- Eucaliptus sp.
- OLEACEAE
41.- Fraxinus sp.
42.- Ligustrum sp.
43.- Olea sp.

44.- Familia

1,0

= PAPAYERACEAE
45.- Hypecoum sp.
46.~ Papaver sp.
47.- Familia

= PAPILONACEAE
48.- Lotus sp.

49.- Tipo Genista
50.- Tipo Onobrychis
51.- Tipo Trifolium
52.- Tipo Vicia
53.- Familia

1.0

1,0

= PINACEAE
54.- Pinus sp.
= PLANTAGINACEAE
55.- Plamtago sp.

- POLYGONACEAE
56.- Rumex sp.

- RANUNCULACEAE
57.- Ranunculus sp.

- RESEDACEAE

58.- Reseda sp.

-~ ROSACEAE
59.- Rubus sp.

60.- Sanguisorba of ficinalis L.

61.- Tipo Frutal

62.- Tipo Potentilla
63.- Tipo Rosa
64.~ Familia

- RUTACEAE

65.- Citrus sp.

= SALICACEAE

66.- Populus sp.

67.- Salix sp.

68.- Familia

- SCROPHULARIACEAE
69.- Verbascum sp.

- ULMACEAE

70.- Ulmus sp.

71.- UMBELLIFERAE,
= URTICACEAE

12.- Parictaria sp.

1,0



MUESTRA N2 33. CRUCE DE LAS SERRERIAS-CACERES

nes (%

- ARALIACEAE

1.- Hedera sp.

- AQUIFOLIACEAE
2.- liex sp.

- BORRAGINACEAE
3.~ Echium sp.

TABLA XVII (Continua)

- BUXACEAE
4.~ Buxus sp.
- CAMPANULACEAE
5.- Campanula sp.

- CARYOPHYLLACEAE
6.~ Lychnis sp.

7.- Saponcria sp.

8.- Familix
CISTACEAE

9.~ Cistus clusii Dunal

7.5

10.- Cistus crispus L.

1.0

11.+ Cistus ladaniferus L.
12.- Cistus {aurifolius L.
13.- Familia

2.0
0.5
11,0

- COMPOSITAE

14.~ Tipo C (Centaurea cyanus L.)
15.- Tipo H (Helianthus annus L.)
16.- Tipo J (Centaurea jacca L.)
17.- Tipo S (Serratula sp.)

15

18.- Tipo T (Taraxacum dens-leonis Desf.)___3.0

19.- Familia

4.5

~ CRUCIFERAE

20.- Tipo Brassica
21.- Tipo Diplotaxis
22.- Tipo Sinapis

23.~ Familia

- DROSERACEAE
24.- Drosera sp.

25.- ERICACEAE

- FAGACEAE

26.- C sativa L.

27.- Quercus sp.
28.- Familia

- GERANIACEAE

29.- Erodium sp.

- GRAMINEAE

30.- Graminea sp. (< 40 micras)
31.- Secale cereale L.

32.- Tipo Cereal (40-60 micras)
33.- Zea mays L.

34.- Familia

- GUTIFERAE

35.- Hypericum sp.

- LABIATAE

36.- Lavandula sp.

37.- Rosmarinus officinalis L.
38.- Familla
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ones (%

- LILIACEAE
39.- Ailium sp.

- MYRTACEAE
40.- Euceliptus sp.

- OLEACEAE
41.- Fraxinus sp.
42.- Ligustrum sp.
43.- Olea sp.

44.- Familia

- PAPAVERACEAE
45.- Hypecoum sp.
46.- Papaver sp.
47.- Familia

~ PAPILONACEAE
48.- Lotus sp.

49.- Tipo Genista
50.- Tipo Onobrychis
51.- Tipo Trifolium
52.- Tipo Vicia

53.- Familia

~ PINACEAE

54.- Pinus sp.

- PLANTAGINACEAE
55.- Plamtago sp.

- POLYGONACEAE
56.- Rumex sp.

- RANUNCULACEAE
57.- Ranunculus sp.

- RESEDACEAE

58.- Reseda sp.

- ROSACEAE

59.- Rubus sp.

60.- Sanguisorba of ficinalis L.

61.- Tipo Frutal

62.- Tipo Potentilla
63.- Tipo Rosa
64.- Familia

-~ RUTACEAE
65.- Citrus sp.

= SALICACEAE
66.- Populus sp.
67.- Salix sp.
68.- Familia

- SCROPHULARIACEAE
69.- Verbascum sp.

1,0

- ULMACEAE

70.- Ulmus sp.

71.- UMBELLIFERAE
- URTICACEAE

72.- Parietaria sp.



TABLA XVII (Continaa)

MUESTRA N7 33.

s (%

- ARALIACEAE

{.- Hedera sp.

- AQUIFOLIACEAE

2.- llex sp.

- BORRAGINACEAE

3.- Echium sp.

- BUXACEAE

4.~ Buxus sp.

- CAMPANULACEAE

§.- Campanula sp 5,0
- CARYOPHYLLACEAE
6.- Lychnis sp.

7.- Saponaria sp.

8.~ Familia

- CISTACEAE

9.~ Cistus clusii Dunal
10.- Cistus crispus L.
11.~ Cistus lcdaniferus L.
12.- Cistus leurifolius L.________ 140
13.- Familia 82,5
- COMPOSITAE

14.- Tipo C (Centaurea cyanus L.)

15.- Tipo H (Helianthus annus L.)

16.- Tipo J (Centaurea jacea L.). 0.5
17.- Tipo S (Serratula sp.) 2.5
18.- Tipo T (Taraxacum dens-leonis Desf.)____2.0
19.- Familia 5.0
« CRUCIFERAE

20.- Tipo Brassica

21.- Tipo Diplotaxis

22.- Tipo Sinapis

23.- Familia

~ DROSERACEAE

24.- Drosera sp.

25.- ERICACEAE

- FAGACEAE
26.- Castanea sativa L.
27.~- Quercus sp.

28.- Familia

- GERANIACEAE
29.- Erodium sp.

- GRAMINEAE

30.- Graminea sp. (< 40 micras)

31.- Secale cereale L.

32.- Tipo Cereal (40-60 micras)

33.- Zea mays L.

34.- Familia

- GUTIFERAE

35.- Hypericum sp.

- LABIATAE

36.- Lavandula sp. 10
37.- Rosmarinus of ficinalis L.

38.- Familia 1,0
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PILAS-SEVILLA

Taxones (%)

- LILIACEAE
39.- Allium sp.

- MYRTACEAE
40.- Euceliptus sp.,

- OLEACEAE
41.- Fraxinus sp.
42.- Ligustrum sp.
43.- Olea sp.

44,- Familia

~ PAPAYERACEAE
43.- Hypecoum sp.
46.- Papaver sp.
47.~ Familia

-~ PAPILONACEAE
48.- Lotus sp.
49.- Tipo Genista

1,0

50.- Tipo Onobrychis
51.- Tipo Trifolium
$2.- Tipo Vicia

53.- Familia

1,0

-~ PINACEAE
54.- Pinus sp.
= PLANTAGINACEAE
55.- Plantago sp.

- POLYGONACEAE
56.- Rumex sp.

0.5

= RANUNCULACEAE

57.- Ranunculus sp.

- RESEDACEAE

58.- Reseda sp.

- ROSACEAE

59.- Rubus sp.

60.- Sanguisorba officinalis L.
61.- Tipo Frutal

4.0

62.- Tipo Potentilla
63.- Tipo Rosa
64.- Familia

4,0

- RUTACEAE

65.~ Citrus sp.

= SALICACEAE

66.- Populus sp.

67.- Salix sp.

68.- Familia

~ SCROPHULARIACEAE
69.- Verbascum 3p.

- ULMACEAE

20.- Ulmus sp.

71.- UMBELLIFERAE

0,5

~ URTICACEAE
72.- Parietcria sp.



TABLA XVII (Contimia)

MUESTRA N® 34, VILA VICOSA-PORTUGAL

Taxones (%)
- ARALTACEAE

1.- Hedera sp. .
- AQUIFOLIACEAE
2.- llex sp.

- BORRAGINACEAE

3.- Echium sp.

- BUXACEAE

4.- Buxus sp.

= CAMPANULACEAE

5.- Campanula sp. 2.0
- CARYOPHYLLACEAE

6.- Lychnis sp.

7.- Saponaria sp.

8.- Familia

- CISTACEAE

9.- Cistus clusii Dunal 4.5
10.- Cisius crispus L. 0.5
11.- Cistus ladaniferus L. 3.0
12.- Cistus laurifolius L.

13.- Familia 8,0
- COMPOSITAE

14.- Tipo C (Centaurea cyanus L.) 13
15.- Tipo H (Helianthus annus L.) 57.5

16.- Tipo J (Centcurea jacea L.)

17.- Tipo S (Serratula sp.). 15
18.- Tipo T (Taraxacum dens-leonis Desf.)___I.5
19.- Familia 62.0

- CRUCIFERAE

20.- Tipo Brassica

21.- Tipo Diplotaxis

22.- Tipo Sinapis

23.- Familia

- DROSERACEAE

24.- Drosera sp.

25.- ERICACEAE

- FAGACEAE

26.- Castanea sativa L.

27.- Quercus sp.

28.~ Familia

- GERANIACEAE

29.- Erodium sp.

- GRAMINEAE

30.- Graminea sp. (< 40 micras) 0.5
31.- Secale cereale L.

32.- Tipo Cereal (40-60 micras) 0.5
33.- Zea mays L. 15
34.- Familia 2,5
- GUTIFERAE

35.- Hypericum sp.

- LABIATAE

36.- Lavandula sp.

37.- Rosmarinus of ficinalis L.

38.- Familia
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Jaxones (%)

-~ LILIACEAE

39.- Allium sp.

- MYRTACEAE

40.- Euccliptus sp.. 20,5
- OLEACEAE

41.- Fraxinus sp.

42.~ Ligustrum sp.

43.- Olea sp. 1.5
44.- Familia 1.5
- PAPAVERACEAE

45.- Hypecoum sp.

46.- Papaver sp.

47.- Familia

- PAPILONACEAE

48.- Lotus sp.

49.- Tipo Genisia

50.- Tipo Onobrychis

51.- Tipo Trifolium 2.0
52.- Tipo Vicia

53.- Familia 2,0
- PINACEAE

54.- Pinus sp.

« PLANTAGINACEAE

55.- Plantago sp.

- POLYGONACEAE

56.- Rumex sp.

- RANUNCULACEAE

57.- Ranunculus sp.

- RESEDACEAE

58.- Reseda sp.

- ROSACEAE

59.- Rubus sp.

60.- Sanguisorba officinalis L.

61.- Tipo Frutal 0.5
62.- Tipo Potentilla

63.- Tipo Rosa

64.- Familia 0,5
-~ RUTACEAE

65.- Citrus sp.

= SALICACEAE

66.- Populus sp.

67.- Salix sp.

68.- Familia

= SCROPHULARIACEAE

69.~ Verbascum sp.

- ULMACEAE

70.~ Ulmus sp. 1,0
71.- UMBELLIFERAE

- URTICACEAE

72.- Parietaria sp.




TABLA XVII ( Y continuacidn)

MUESTRA No 35. PENAMACOR-PORTUGAL

axones (%

- ARALIACEAE

1.~ Hedera sp.

- AQUIFOLIACEAE
2.~ Hex sp.

- BORRAGINACEAE
3.~ Echium sp.

- BUXACEAE

4.~ Buxus sp.

- CAMPANULACEAE
5. Campanula sp.

- CARYOPHYLLACEAE
6.~ Lychnis sp.

7.- Saponaria sp.

8.- Familia

- CISTACEAE

9.~ Cistus clusii Dunal 1.0

10.- Cistus crispus L.

11.- Cistus ladaniferus L. 915

12.~ Cistus laurifolius L. 5.5
13.- Familia_ 98,0

- COMPOSITAE

14.- Tipo C (Centaurea cyanus L.)
15.- Tipo H (Helianthus annus L.}
16.- Tipo J (Centaurea jacea L.)
17.- Tipo S (Serratula sp.) 0.5
18.- Tipo T (Taraxacum dens-leonis Desf.)
19.- Familia 0,5
- CRUCIFERAE

20.- Tipo Brassica

21.- Tipo Diplotaxis

22.- Tipo Sinapis

23.- Familia

- DROSERACEAE

24.- Drosera sp.

25.- ERICACEAE

- FAGACEAE

26.~ Castanea sativa L.

27.- Quercus sp.

28.~ Familia

- GERANIACEAE

29.- Erodium sp.

~ GRAMINEAE

30.- Graminea sp. (< 40 micras)
31.- Secale cereale L.

32.- Tipo Cereal (40-60 micras)
33.- Zea mays L.

34.- Familia

- GUTIFERAE

35.- Hypericum sp.

- LABIATAE

36.- Lavandula sp.

37.- Rosmarinus of ficinalis L.
38.- Familia
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Taxones (%)

~ LILIACEAE
39.- Allium sp.
- MYRTACEAE
40.- Eucaliptus sp.
- OLEACEAE

41.- Fraxinus sp.
2. Ligusirum sp.
43.- Olea sp.

44.~ Familia

- PAPAVERACEAE
45.- Hypecoum sp.
46.- Papaver sp.
47.- Familia

-~ PAPILONACEAE
48.- Lotus sp.
49.- Tipo Genista

50.- Tipo Onobrychis
51.- Tipo Trifolium
52.- Tipo Vicia

53.- Familia

15

-~ PINACEAE

54.- Pinus sp.

= PLANTAGINACEAE
55.- Plantago sp.

- POLYGONACEAE
56.- Rumex sp.

- RANUNCULACEAE
57.- Ranunculus sp.

- RESEDACEAE

58.- Reseda sp.

- ROSACEAE

59.- Rubus sp.

60.- Sanguisorba officinalis L.
61.- Tipo Frutal

62.- Tipo Potentilla
63.- Tipo Rosa

64.- Familia

- RUTACEAE

65.- Citrus sp.

-~ SALICACEAE

66.- Populus sp.

67.- Salix sp.

68.- Familia

- SCROPHULARIACEAE
69.- Verbascum sp.

- ULMACEAE

70.- Ulmus sp.

71.- UMBELLIFERAE
- URTICACEAE

72.- Parietaria sp.
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FIGURA 23.- Atlas de grificos del origen botianico de las muestras de

polen apicola estudiadas (Continia),
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FIGURA 23 Atlas de grificos del origen botanico de las muestras de

polen apicola estudiadas (Continia),
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FIGURA 23.- Atlas de grificos del origen botanico de las muestras de

polen apicola estudiadas (Continia),
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FIGURA 23.- Atlas de graficos del origen botinico de las muestras de

polen apicola estudiadas (Continiia).

163



100,

MUESTRA 10
80._!
.1
60_]
4
w -
5
o 404
»
20
.
] 1o 11 N » [} 3. Uk PU
T T T T T T P T [ T T T [ [ T T T e T ey T T
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 &0 65 70
N* DE TAXON
100
MUESTRA 1
80_
60_]
z -
w
o
0_40_
n
20
Ol.l vy 1 " 1 K 1 — FYS 3R W
T T T T T T I e T I Ty T e R T T T T
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 S5 60 65 70
N2 DE TAXON

FIGURA 23.- Atlas de graficos del origen botdanico de las muestras de

polen apicola estudiadas (Continida).
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FIGURA 23.- Atlas de graficos del oi-igen botanico de las muestras de

polen apicola estudiadas (Continia),
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FIGURA 23.- Atlas de graficos del origen botinico de las muestras de

polen apicola estudiadas (Continia).
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FIGURA 23.- Atlas de graficos del origen botinico de las muestras de

polen apicola estudiadas (Continiia),
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FIGURA 23.- Atlas de grificos del origen botinico de las muestras de

polen apicola estudiadas (Continita).
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FIGURA 23.- Atlas de graficos del ori.gén botinico de las muestras de

polen apicola estudiadas (Continia),
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FIGURA 23.- Atlas de graficos del origen botinico de las muestras de

polen apicola estudiadas (Continia) .
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FIGURA 23.- Atlas de graficos del origen botinico de Ias muestras de

polen apicola estudiadas (Continiia).
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FIGURA 23.- Atlas de gréficos del origen botinico de las muestras de

polen apicola estudiadas (Continda).
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FIGURA 23.- Atlas de grificos del origen botinico de las muestras de

polen apicola estudiadas (Continiia),

173



100

MUESTRA 22
80
€0
z
5 4
3
a 40]
»
204
0 Ll, o 1. 1 . | .
ITl_nll[llll’]IlII]IFT‘ITIIIT]’I'II]IITF“HI|ITH||II‘IIH'HICITI][TIIITT
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
N* DE TAXON
100
MUESTRA33
80
60_
z =
s
]
[}
O 40
»
20}
0 Al 3 — (W 2 2
LRRLRE RAY Ilrrflll[)lll[lll[[llll[llTT[TI_IT(frl—l[lirllIiﬂ[lrfl[llli[ll
5 10 15 20 25 30 35 40 45 S50 585 60 65 70
N2 DE TAXON

FIGURA 23.- Atlas de grificos del origen botinico de las muestras de

polen apicola estudiadas (Continaa) .
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polen apfcola estudiadas (Y continuacién) .
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FIGURA 24.- Frecuencia de aparicién de los taxones identificados en las
32 muestras de polen apicola estudiadas. EI valor global de las familias no
aparece representado (Taxones n% 8, 13, 19, 23, 34, 38, 44, 47, 54,
64 y 58).

5.3.- FRACCION LIPIDICA

5.3.1.- Extracto etéreo y fraccién insaponificable

Los resultados hallados para el extracto etéreo y la fraccién
insaponificable, de las 35 muestras comerciales de polen apicola analizadas,
se recogen en la Tabla XVIIL

Asi mismo, con los datos obtenidos y al objeto de facilitar su

comprensién y discusidn, se han realizado las Figuras 25 y 26.
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TABLA XVIII

RESULTADOS EN PORCENTAJE EN PESO DEL EXTRACTO ETEREO E INSAPONIFICABLE DE LAS MUESTRAS DE
POLEN APICOLA COMERCIAL ANALIZADAS

. Contenido en  EXtracto E"”S“ Insaponifi-
:rdi: Donsicilis Social Agua (P/P) SEiTT\'i:ré- gg::g{gré :::::ia
) lisis H;geria seca
Maceria seca
seca
1 0S DE BALAGUER - LERIDA 6,2 S,1 6,9 FEY
2 CALDES DE MONTBUY - BARCELONA 6,9 b9 5,3 32,2
k) MOUTCRNES DEL YALLES - BARCELONA 6,3 6,6 1,7 25,4
& BARCELGRA 4,2 &,9 6,0 23.5
5 BaRCELOUA 4,2 5,0 5,8 35,9
6 BARCILONA 4,0 4,9 S,.8 1,9
7 BARCELENA 3,8 4.8 6.1 30.3
8 BARCZLONA °,3 S,3 5,2 35,8
] BARCELONA 6.9 4,3 6.5 38,3
10 BARCELONA £,0 S,1 6,1 30,1
11 LA NURIA OE CASTELLYI - BARCELONA 5,7 L6 6,0 22,3
12 ALMAZORA CASTELLON 6,9 s, 5,3 3c.8
13 ALMAZOLA CASTELLON b,1 6,5 7.6 33,9
14 VALEUCIA 4,2 5,2 6,3 .3
15 MONTROY - YALENCIA s,S 5,6 s,7 9.7
16 AYORA - VALENCIA 3.5 5,3 5,7 3,6
17 FORMEHTERA DEL SEGURA - ALICANTE 6,0 5,0 7.1 .0
18 SALANANCA 5,0 5,0 §,5 28,3
19 SALAMANCA 8,3 1,8 6,0 3.3
20 ALDEATEJADA - SALANANCA 3,5 8,2 7,8 30,3
21 VALERQ DE LA SIERRA - SALANANCA 4,6 5.2 6,7 29,8
22 GUADALAJARA y &4 S,6 6,7 30,4
23 MILLANA - GUADALAJARA 3,1 b, b S.7 27,6
-2 MADRIO 4,2 4,2 5,6 33,8
5 MADRID 4,1 S,S 5,6 31,3
26 MADR10 S,1 o,7 6,0 32,4
27 MAORID 4,0 4,1 5,8 35,4
28 MADRID 4,9 5,2 6,1 32,0
29 VELILLA SAN ATONIO - MADRID 3.6 1.5 8.5 29,1
30 PLASENCIA - CACZAES S, b 4,5 S.5 35,¢
3t PLASENCIA - CACERES oS ,8 5,5 8,4
32 CRUCE DE SERRERI[AS - CACERES 3.9 5,9 5.9 30,2
33 PILAS - SEVILLA 6,0 s,1 5,5 23,2
k1 VILA VICOSA - PORTUGAL 5.5 5.0 6.5 30,2
35 PENAHACOR - PORTUGAL 3,0 2,8 5.8 23,9
X 4,6 4,9 8,2 31,0
L 1,63 0,89 0,61 3,19
Yalor ainias 3.0 1.8 $.3 2.6
Valor siximo 8,3 .S 7.8 35,8

* Segin datas obtenidas por HUIDOBRO, SIMAL y MUNIATEGUI (1986)
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FIGURA 25.- Distribucién del porcentaje de extracto etéreo (ms).
A) Sin hidrélisis clorhidrica previa. B) Con hidrélisis clorhidrica previa.

La flecha indica el valor promedio.
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FIGURA 26.- Distribucién del porcentaje de insaponificable (ms).

La flecha indica el valor promedio
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A la vista de los resultados obtenidos en dicha Tabla, el extracto
etéreo presenta un valor promedio del 4,9% en peso seco, oscilando entre
el 1,8 y el 6,5%. Cabe destacar, que a excepcién de dos muestras con
valores muy bajos de extracto etéreo (1,8 y 2,8%) el resto oscila
ligeramente entre el valor promedio, con una dispersién del 18,24%.
También indicar, que estos valores son mas altos, como era de esperar al
realizar la separacion de los lipidos tras la hidrélisis clorhidrica de la
muestra.

Con relacién a la fraccién insaponificable, el valor promedio de las
muestras es del 31,0% de los lipidos totales, oscilando entre el 22,6 y el
36,8%, siendo la variacion relativa del 10,30% (Véase el grifico de barras
de la Figura 26).

5.3.2.- Lipidos neutros

Para la separaciéon de las distintas clases de lipidos del polen
apicola, en una primera etapa, se utiliz6 la cromatografia en capa fina,
aislandose distintas fracciones tales como: Fosfolipidos (localizados en el
origen), esteroles, 4cidos grasos, triglicéridos, ésteres de esteroles y ceras.

Al realizar la cuantitativa de las muestras, se observan
inconvenientes en la precision de la medida y en la repetitividad de los R¢
ocasionados, sin duda, por la dificultad de lograr unas condiciones
idénticas en todos los casos (saturacion de la cubeta...). Aunque
ciertamente la cromatografia en capa fina tiene innumerables ventajas y
posibilidades, se ha preferido para la cuantificacién de las clases de
lipidos, la cromatografia liquida de alta resolucién, por su mayor precisién
y rapidez.
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Mediante el empleo de esta técnica (HPLC) se han conseguido
separar las principales clases de lipidos neutros del polen apicola.

Como se observa en el cromatograma de la Figura 27, se aislan 4
fracciones: La primera de componentes poco polares o apolares
representada fundamentalmente por los ésteres de esteroles, asi como
hidrocarburos, ceras y carotenoides; la segunda la constituyen los
triglicéridos y por ultimo, los 4cidos grasos aparecen separados en dos
fracciones.

Al comparar la muestra con una mezcla patrén (Figura 28) formada
por éster de colesterol, éster metilico del acido oleico, trioleina, 4acido
oleico y colesterol, se observa claramente que los ésteres de 4cidos grasos y
esteroles se presentan en cantidad no detectable en la muestra. Es de
destacar la aparicién de dos picos correspondientes a los 4dcidos grasos
(separados posiblemente en funcién del grado de insaturacién o del peso
molecular de los mismos).

En relacién con la primera fracciéon (TR=2,61), se ha comprobado
que se corresponde con ésteres de esteroles, hidrocarburos, ceras y

carotenoides.

Por otra parte y con objeto de corroborar la identificacién de las
distintas fracciones separadas por HPLC se desarrolla una cromatografia en
capa fina, cuyos valores de Ry se recogen en la Tabla XIX donde se
representan los componentes de la mezcla patr6n asi como también las
fracciones colectadas de la muestra.

De esta forma, al colectar la primera fracciébn y realizar un
desarrollo por cromatografia en capa fina, se observa en primer lugar, la
apariciéon de una coloracién amarilla al concentrar la fraccién en la

cromatoplaca, debido a la presencia de carotenoides.
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3.717
71.42

FIGURA 27.- Cromatograma de las distintas clases de lipidos neutros,
separados mediante HPLC: Esteres de esteroles, hidrocarburos, ceras y
carotenoides; triglicéridos; dcidos grasos TR= 7,42; Acidos grasos TR=7,69.
Columna Lichrosorb Si 60 de 7 micras y 25 x 0,46 c¢cm. Deteccién 206 nm.
Fase mévil: n-hexano 2-propanol icido acético (100:0,5:0,1).

Gradiente segin 4.8.4.
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FIGURA 28.- Cromatograma de patrones de lipidos neutros aislados por
HPLC: Ester de colesterol, éster de acido oleico, trioleina, acido oleico y

colesterol.
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TABLA XIX
VALORES DE Ry DE LAS FRACCIONES DE LIPIDOS NEUTROS SEPARADAS POR HPLC
Y DESARROLLADOS POR TLC

Patrén Muestra
R¢ R¢
ColeSterol......ccveremriirrecreeeernennnccssessesanns 0,30 e -
X3 o (o Jo) (=3 T o 0,40 ...couvveerennnnnn. 0,38 (3" fraccién)
TIHOIING ..cervenrercrecearicenienseeaeraesenaneas 0,54 ceoceurenrrcenes 0,52 (29 fraccion)
Ester metilico del dcido oleico............ 0,57 oo, -
Ester de COleSterol.....uuuuuriireniiierencnnenin 0,66 ...cunennrennnnenn 0,6440,68 (1™ fraccisn)

Por otra parte, al revelar la cromatoplaca con vapores de yodo, se
obtienen dos componentes para esta fraccion, uno de los cuales coincide
con el Rf de los ésteres de esteroles patrén y el otro corresponde a las

ceras.

En relacion a los triglicéridos se observa una clara coincidencia con
el Re del patrén.

Con respecto a los dos picos que se separan a tiempos de retencion
de 7,42 y 7,69 mediante HPLC, corresponden como se comprueba por
TLC a una unica fraccién debida a los 4cidos grasos, aunque no se ha

determinado la razén de la separaciéon de los mismos.
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También por TLC se comprueba la ausencia de ésteres de dcidos
grasos en cantidad apreciable.

En el método empleado no se realiza la separaciéon previa de los
componentes polares, sino que se utiliza la propia columna para este fin,
observindose que con lavados y reactivaciones frecuentes no se modifica la

eficacia de la columna.

En la Tabla XX se recogen los resultados del porcentaje en drea de
cada uno de los componentes aislados cuya representacién grafica aparece
en la Figura 29.

El componente mayoritario corresponde a la fraccién de ésteres de
esteroles y otros componentes apolares con un 40,6% de valor promedio,
oscilando entre el 23,9 y el 66,0%.

La proporcién de 4acidos grasos y triglicéridos en las muestras es
muy similar, donde los primeros presentan un promedio total de 29,5%
(11,0 + 18,5%), oscilando entre el 8,5 (1,8 + 6,7%) y el 53,9% (19,3 +
34,6%). Por su parte los triglicéridos, tienen un valor promedio del 29,2%,

cuyos valores extremos son 9,9 y 41,6% respectivamente.

5.3.3.- Fraccién esterélica

En relacién a la fraccidn esterdlica estudiada se representa en la
Figura 30 el cromatograma obtenido de una de las muestras analizadas,
donde se han aislado 8 componentes (22-dehidrocolesterol, colesterol,
esterol no identificado, 24-metilencolesterol, beta-sitosterol, deltas'
avenasterol, delta7-estigmasterol y delta7—avenasterol), de los cuales 5

estan claramente identificados por sus tiempos de retencion relativos.
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TABLA XX

RESULTADOS EN PORCENTAJE EN AREA DE LOS LIPIDOS NEUTROS AISLADOS EN LAS MUESTRAS DE POLEN
APICOLA COMERCIAL ANALIZADAS MEDIANTE HPLC

- Esteres de es- Tri

teroles, Hidro r;::i‘i Acidas grasas
¢arsuros,
Ceras,
M de  geaicitio Socisl Carotenoides : . .
grdan  0031¢1%10 Socid 7 . 2.5t 15+3,77 Re7, 02 TA=7.%)
1 05 DE BALAGUER - LIRISA €5,23 22,31 9.23 11,38
2 CALDZS OE MOHTBUY - BARCELONA 38,32 23,75 14,12 23,24
3 MONTORMES BZL YALLES - BAACELNA 54,83 21,51 2,38 23,71
o BARCEZLOHA 18,53 13,33 15,3 3c.23
S BARCELON 5,28 35,08 1,2 £.72
[ BARCELONA S1.67 23,63 2,61 12,33
7 BARCELONA 46,93 3z.¢% 9,7 9,25
8 BARCELOMA 66,06 9,27 11,57 12,37
$ BARCELONA Ll,37 32,22 7,19 13713
10 8ARCELCIA 7,93 32.3¢ 16,21 12,33
11 LA MUNIA DE CASTELLYI - BARCELCHA 31,82 22,89 14,9 23,11
12 ALMAZORA CASTELLOM L1.35 31,37 11,53 13,13
13 ALMAZOLA CASTELLON 52,17 %,13 3.07 17.73
) VALENCTA 44,53 2.4 11,23 21,73
15 NONTROY - VALENCIA 35,31 33,40 11,23 17,8+
16 AYORA - VALENCIA 339,45 - 11,23 17,33
17 FORMENTERA OEL SEGURA - ALICANTE 39,99 38,27 9,10 14,37
18 SALANANCA 26,46 41,59 12,30 2,38
19 SALA¥ANCA 23,92 29,63 14,18 31,92
20 ALDEATEJADA - SALAMANCA 38,48 38,22 8,36 16,12
21 VALERC DE LA SIERAA - SALANANCA 23,85 37,62 13,47 24,76
22 GUADALAJARA 52,38 28,59 9,33 13,41
23 MILLANA - GUADALAJARA 35,29 28,15 9,53 2%.58
2% KADRIC 38,40 21,85 19,27 13,72
25 RAGRID S4,36 21,83 10,27 12,713
28 NADRIO 43,07 35.92 11,33 8,83
27 KADRIOD 27,52 39,51 12,77 18,54
28 KADRID 44,82 23,¢ 14,51 15,48
23 VELILLA SAN ANTONIO - MACRIO 45,30 20,05 5,48 27,29
30 PLASENCIA - CACZRES 38,3 29,35 11,81 17,59
31 PLASENCIA - CACERES 32,37 i, n 16,23 18,59
2 CRUCE OE SERREAIAS - CACERES 17,8 25,08 12,48 23,06
3 PILAS - SEVILLA 35,28 37,82 14,25 13,17
3 VILA VIGOSA - PORTUGAL 40,69 22,85 1,75 15,53
35 PENAMACOR - PORTUGAL 37,38 41,03 10,25 11,13
X 40,80 % 23,215 10,95% 13,63 %
S pa1 9,38 7,61 3,58 £,79
Valor minizo 2,853 9.87% 1,15 8,711%
Valor mixine 66,06 % 61,59 % 19,27% 3,633
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FIGURA 29.- Distribucién del porcentaje en drea de las clases de lipidos

neutros aislados por HPLC en las muestras de polen apicola estudiadas.

La flecha indica el valor promedio.
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De la observaciéon de los resultados obtenidos en el examen de la
fraccion ester6lica de las 35 muestras analizadas (Tabla XXI y Figura 31),

podemos considerar que el delta5

-avenasterol y el 24-metilencolesterol
estin presentes en la fraccién ester6lica de todas las muestras y constituyen
el porcentaje mas elevado.

El 22-dehidro colesterol (TRR=0,54), con un valor promedio de
0,05%, es un esterol minoritario presente en varias muestras, alcanzando
tan solo un 0,34% de valor maximo.

En el caso del colesterol (TRR=0,60), presente en todas las
muestras, el valor promedio es de 3,97%, oscilando su contenido entre 0,33
y 18,13%.

El esterol de TRR=0,71 probablemente sea el polinastanol,
identificado entre otros por BATTAGLINI, BOSI y RICCIARDELLI
D’ALBORE, 1970. Estd ausente en 6 de las 35 muestras analizadas con
valores promedio y maximo de 1,70 y 11,39% respectivamente.

En cuanto al 24-metilen colesterol (TRR=0,83) es uno de los
esteroles mayoritarios, como lo demuestra su valor promedio de 29,80%
oscilando entre 14,85 y 45,51%. Estos datos concuerdan perfectamente con
los de otros autores ya mencionados.

El beta-sitosterol (TRR=1,00) muestra un 16,71% de valor
promedio pudiendo variar entre 9,01 y 36,61%. Es en consecuencia un
esterol importante dentro de esta fraccién en las muestras analizadas,
aunque presenta en general valores inferiores a los mencionados en la
bibliografia.

Sin duda el esterol mayoritario en todas las muestras, a excepcién

de cuatro, es el delta5

-avenasterol (TRR=1,12), cuyo valor promedio es de
46,44% con valores maximos y minimos de 62,60 y 19,25%

respectivamente.
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FIGURA 30.- Cromatograma de la fraccién esterélica, separada mediante
GLC de una muestra de polen apicola: Colesterol, esterol ni (TRR= 0,72);
24-metilencolesterol, beta-sitosterol, deltas-avenasterol y delta7-avenas-
terol. Columna 2 m x 2 mm dizmetro interno, relleno de OV-17 al 6%
sobre Chromosorb W-HP (80-100 mallas). Temperatura de la columna:
260* C. Gas portador: Nitrégeno.
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TABLA XXI (Continda)

RESULTADOS EN PORCENTAJE EN AREA DE LOS ESTEROLES PRESENTES EN LAS MUESTRAS DE POLEN APICOLA
COMERCIAL ANALIZADAS MEDIANTE GLC

Himero Dosicilio Socisl 22-Dehidro- Colesterol  Esterol -Netilen- B-Sitosterol A% -Avenasterol A7-Estiyasterol a-Avenasterol
de orden Colesterol ni Colesterol
IR - 0,5 ___ TAR=0,6) TRR-O,71 __ T1AR=0,03 TRR=1,00 YRR« 1|2 AR = 1,17 RR = 1,31

0S DE BALAGUER - LERTDA - 8,28 - 29,07 11,60 $1,03 - -



TABLA XXTI (Y continuacién)

RESULTADOS EN PORCENTAJE EN AREA DE LOS ESTEROLES PRESENTES EN LAS MUESTRAS DE POLEN APICOLA
COMERCIAL ANALIZADAS MEDIANTE GLC

22-Dehidro-  golegterol Esterol , 24-Netilen B -Sitosterol AsAunashrnl A’[sﬂgnsterol A7-‘Vb\nt

fidaero ’
Domicilio Secial Colesteral =
de orden TRR« 6,61 ni Colesterol - TRR = 1.1
) 1RR « 0,54 L fRe0,7; TR . 0,83 TRR = {.00 ? TRR & 1,17 -1
19 SALAKANCA 0,23 0,49 1,39 36,66 18,7 42,26 - trazas
traras - 0.13 0 5% 29 92 201§ 4.3 - 1.54

16 CAY AKANCA



[’}
P
-—
[
-3
n

22-DEHIDROCOLESTEROL | COLESTEROL
« 20 @ 20
= &
-3
E ] . &
= ]
Z 10 = 10 1 '
Q F" —l;- S save |
0,204 2 4 6 8 10 12 1”18 20
PORCENTAIJE EN AREA . PORCENTAJE EN AREA
ROL DE TRRa0,72 - -
20 ESTEROL DE TRRa0, 20] 24-METILIEN-COLESTEROL
2] 0
- -
[-3 -3 1
g g, !
g g 1o,
z =

Lol

1234 356789100112 17 21 24 27 30 33 36 39 42 45 43
PORCENTAJE EN AREA PORCENTAJE EN AREA
. beta-STTOSTEROL dein’-AVENASTEROL
20 20 *

«0 ]

< ] = 4

g g :

g 10 l 5 10

= =

o —m =1
10 2 4 18 18 20 22 24 36 38 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 63
PORCENTAJE EN AREA PORCENTAJE EN AREA

fd

deltaT-AVENASTEROL

8
1

MUESTRAS
o
il

A

!

1T 1= P
Qs 08 12 16 2,0 2968300
PORCENTAIJE EN AREA

o

FIGURA 31.- Distribucién del porcentaje en drea de los distintos
componentes de la fraccién esterélica aislados en las muestras de polen

apicola estudiadas. La flecha indica el valor promedio.
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Hay que destacar que este dato difiere de los encontrados en la
bibliografia, que no lo obtienen en tan elevada proporciéon. Posiblemente
esta diferencia sea ocasionada porque la mayoria de los analisis de esteroles
en el polen, se han realizado con fases sin selectividad, pricticamente
apolares como la SE-30. De forma que en el valor mas elevado que

obtienen para el betg-sitosterol se incorpora el delta 3

-avenasterol, ya que
no se separan perfectamente ambos componentes, como lo confirman en
estudios realizados en aceites de semillas entre otros autores: KNIGHT,
1965, ITHO, TAMURA y MATSUMOTO, 1973 y TISCORNA vy
BERTINI, 1974,

Se ha determinado en s6lo una muestra en cantidad significativa el

,.delta7—estigmasterol (TRR=1,17) (Figura 32). No se descarta la posibilidad
de que esté presente en otras muestras en menor cantidad sumado al
delta’-avenasterol.

Finalmente, el delta7-avenasterol (TRR=1,33) esta presente
dnicamente en 16 muestras en cantidad perfectamente determinable con un
promedio de 1,19%, mientras que en otras se encuentra en trazas {menos
del 0,20%). Es de destacar que en una de las muestras es el esterol
mayoritario con un 29, 65%, cantidad ciertamente elevada.

En general se puede decir que las muestras analizadas presentan
una distribucion donde destacan fundamentaimente tres esteroles
principales, cuya suma se corresponde con mis del 90% del total. Un

esterol mayoritario en muy alto porcentaje es el delta5

-avenasterol (hasta
el 62%); otro también importante, el 24-metilen colesterol, aunque algo
mds bajo (hasta el 45,5%) es mayoritario en tres muestras y por altimo el
beta-sitosterol que no llega a ser mayoritario en ninguna muestra, aunque

en un caso alcance el valor del 36,61%.
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FIGURA 32.- Cromatograma de la fraccién esterélica de la muestra de
polen apicola n? 22, donde se observa el delta7-estigmasterol TRR= 1,17

(TR= 40,72). * Alcohol triterpénico= Eritrodiol.
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5.3.4.- Carotenoides

Con relacién a los carotenoides, al efectuar la comprobaciéon de su
estructura (carotenos o xantofilas mono o dihidroxipigmentos) se observa
que predominan casi exclusivamente los carotenos, aislindose en
cromatografia en columna de manera efectiva, mientras que las xantofilas
mono y dihidroxipigmentos se hallan en cantidades practicamente no
detectables.

En la Figura 33 se recoge el cromatograma de una de las muestras
estudiadas. Asi mismo, los valores de carotenoides obtenidos para cada una
de las muestras se recogen en la Tabla XXII y su representacién grafica en
la Figura 34, expresindolos como beta-caroteno en mg/100 g de grasa.

Se obtiene un valor promedio de 46,7 mg/100 de grasa con una
fuerte oscilacién desde 0,8 hasta 315 mg/100 g de grasa, destacando 6

muestras con valores superiores a 90 mg/100 g de grasa.

5.4.- VALOR CALORICO

En la Tabla XXIII se recoge el valor caldrico (expresado en
Kcal/100 g de polen) para cada una de las muestras de polen apicola
analizadas, calculado a partir de los contenidos en hidratos de carbono
(expresados en glucosa), proteinas y grasas (en % ms), y transformados en
Kcal con los factores de conversién de 4,1 para los hidratos de carbono y -
proteinas y 9,3 para las grasas.

Se obtiene, un valor calérico promedio de 377 Kcal, oscilando entre
313 y 431 Kcal, aportadas por el 58,1% de hidratos de carbono (250 Kcal),
16,0% proteinas (69 Kcal) y 6,4% de grasas (58 Kcal).
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FIGURA 33.- Cromatograma de los carotenoides del polen apicola
aislados mediante HPLC. Columna Lichrosorb Si 60 de 7 micras y 25 x
0,46 cm. Detecci6én a 453 nm. Fase mé6vil: n-hexano, 2-propanol, 4cido

acético (100:0,5:0,1). Flujo: 1 ml/min.
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TABLA XXII

RESULTADOS DEL CONTENIDO EN CAROTENOIDES {expresados en 8-caroteno) (mg/100 g de grasa) DE LAS
MUESTRAS DE POLEN APICOLA COMERCIAL ANALIZADAS MEDIANTE HPLC

CAROTENQIDES
N2 de Oomicilio social ( expresados en B-carateno)
Orden #g/ 100 g de grasa
1 0S OE BALAGUER - LERIDA 20,0
2 CALDES DE NONTBUY - BARCELONA 85.5
3 MOMTORNES DEL VALLES - BARCELOMA 315,1
& BARCELONA 8,4
5 BARCELONA 14,0
6 BARCELONA 12,2
7 BARCELONA 5.3
8 BARCELONA 12,3
9 BARCELONA 4,3
10 BARCELONA 0,8
11 LA MUNIA DE CASTELLVI - BARCELONA 40,9
12 ALMAZORA CASTELLON 3,9
13 ALMAZOLA CASTELLON 132,7
1 YALENCIA 5.0
15 HOHTROY -~ VALEXCIA [ 3
16 AYORA - VALENCIA 31,3
17 FORMENTERA OEL SEGURA - ALICANTE 85,1
18 SALANANCA . 1,6
19 SALANMANCA / 1,3
20 ALDEATEJADA - SALAMANCA 139,46
21 VALERO OF LA SIERRA - SALANANCA 2.5
22 GUADALAJARA 22,0
23 MILLANA - GUADALAJARA 37,0
2 MADRID 2.6
25 HADRID 76.1
25 HADRID 6.5
27 MADRIOD 3.9
28 MADRID 53,2
29 VELILLA SAN ANTONIO - MADRIOD 129,3
30 PLASENCIA - CACERES 1,8
31 PLASENCIA - CACERES 15,5
2 CRUCE OE SERMERIAS - CACERES 76,1
3 PILAS - SEVILLA 93,7
34 VILA VIGOSA - PORTUGAL 198,5
35 PENANACOR - PORTUGAL 12,7
i 48,7
Sh-1 67,8
Valor ainiasc 0.8
Valor miximo 31s,1

196



204
CAROTENOIDES
15_}
)
<
P>,
= 10
n
&
-
=
5.0
o | —sr—
| ! ] 11 L

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200300 320
mg/100 g de grasa -

FIGURA 34.- Distribucién del contenido en carotenoides en el polen
apicola expresados en mg/100 g de grasa.

La flecha indica el valor promedio.

Al establecer una comparacién con otros tipos de alimentos se
observa una gran semejanza con el grupo de los cereales, en cuanto a valor

calorico y distribucién de la proporcion de los principios inmediatos.
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TABLA XXIII
CALORIAS APORTADAS POR LOS HIDRATOS DE GARBONO (expresadas en glucosa), PROTEINAS Y GRASA, ASI
COMO SU VALOR TOTAL REFERIDO A 100 ¢ (Ms) HALLADOS EN LAS MUESTRAS DE POLEN APICOLA COMERCIAL
ANALIZADAS

Calorias soortadas por

Hidratos de

) Valar
ne de o - Carbono (1) Proteinas Grasa Calori-
arden Doaicilio Socia (expresadas en glucosa) (2) co (2)

1 0S DT BALAGUER - LERIDA 255 87 <6 378
2 CALDES DE MONTBUY - BARCELONA 29 78 59 431
3 MNONTORNES OEL VALLES - BARCELQMA 214 15 72 351
3 BARCELORA 253 69 $3 k123
S 8ARCELOAA 282 13 St 333
[} BARCELONA 248 88 54 370
7 BARCELONA 280 7 57 337
8 BARCELONA 250 67 S8 354
9 BARCELOXNA 231 67 60 353
10 BARCELONA 2.2 72 57 n
11 LA MUNIA OF CASTELLVI - BARCELCNA 241 75 S5 372
12 ALNAZORA CASTELLCH 6% 9 49 E1-18
13 ALMAZOLA CASTELLOX 227 78 69 374
14 VALENCIA 253 83 S9 1713
15 MONTROY - VALENCIA 250 85 2 &3
18 AYORA - VALENCIA 253 85 82 360
17 FORMENTERA DEL SEGURA - ALICANTE 268 - 80 85 s
18 SALANANCA 256 89 81 334
19 SALANATICA 215 88 S¢ 139
20 ALDEATEJADA - SALAMANCA 256 S3 73 337
21 VALERQ DE LA SIERRA - S2ALANANCA 265 85 52 37z
22 GUADALAJARA 257 73 62 392
3) NILLANA - GUADALAJARA 268 (] s3 3e3
26 MADRID 274 76 S0 398
25 #ADRIO 260 (1] L] 386
25 MADRID 218 70 L1 37
27 MAORID 253 86 Sb n
28 MADRID 256 66 §7 n
29 VELILLA SAN ANTONIO - MADRID 222 78 80 350
30 PLASENCIA - CACERES 251 70 51 n
31 PLASENCIA ~ CACERES 282 68 $1 381
32 CRUCE DE SERRERIAS - CACERES 21 79 §5 395
33 PILAS - SEVILLA - 254 84 51 83
3 YILA YICOSA - PORTUGAL 188 85 - 51 313
35 PENAMACOR - PQRTUGAL 282 64 53 3sQ
X 250 [} 58 77
Sn-1 19,03 $,09 s, 77 18,29
Valor ainimo 138 §9 &9 313
Valor miximo 29 9 n 631

{1) Segin datos obtenidos por Simal, Huidobro y Munistegui (1987)
(2) Segin datos obtenidos por Huidobro, Sisal y Sancho  (1986).
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5.5.- TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS. "ANALISIS
CLUSTER"

Con la finalidad de hacer patente la similitud y agrupacién entre
las muestras analizadas, hemos aplicado en este estudio el "analisis cluster”,
Dicho anilisis se caracteriza por el uso de semejanzas (llamadas también
similitudes y distancias) entre los objetos a estudiar.

Dentro de este método estadistico, el jerarquico aglomerativo, es el
mas ampliamente conocido y utilizado (CANCELA,1986; JACOBSEN vy
GUNDERSON, 1986...).

En la obra de JACOBSEN y GUNDERSON (1986) se recogen
numerosos ejemplos de estudios donde el andlisis "cluster" es aplicado a
distintos campos de la ciencia de los alimentos (identificacion de
microorganismos contaminantes, tratamiento y seleccién de zumos, anélisis
quimicos en el control de calidad de distintos alimentos, etc.).

Para realizar este analisis se utiliz6 el programa P2M del paquete
BMDP, versién de Abril de 1985, con el ordenador MV/20000 DATA
GENERAL del Centro de Ciélculo de la Universidad de Santiago de
Compostela.

Un ejemplo de las caracteristicas de entrada para la ejecucion del
programa figura en la Tabla XXIV.

El BMDP2M forma "clusters" o grupos de casos, basado en la
medida de la asociacién o similitud entre las muestras 0 mas concretamente
en la medida de la distancia de separacién de los casos. Inicialmente cada
"cluster” contiene una variable unicamente. A cada paso los dos "clusters"
mds similares se van uniendo para formar uno nuevo, hasta que todas las

variables estén en un Gnico "cluster".
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TABLA XXIV

CARACTERISTICAS DE ENTRADA PARA LA EJECUCION DEL PROGRAMA BMDP2M

PROGRAM CONTROL INFORMATION

/PROBLEM TITLE IS "LIPIDOS NEUTROS DEL POLEN APICOLA".
/INPUT VARIABLES ARE 4.

FORMAT IS "(F4.2,3F5.2)".

FILE="DATSOLIP".

/VARIABLE NAMES ARE ESTEREST, TRIGL, ACGRASOA,ACGRASOB.
USE= ALL.

/PROCEDURE NO STANDARDIZE.
LINK IS CENTROID.

/PRINT DIST.
HIST.

JEND.

Como distancia de medida de similitud entre las muestras, hemos
empleado el método m4is popular y frecuentemente aplicado que es la
"distancia euclidea", que se define como la raiz cuadrada de la suma de los
cuadrados de las diferencias entre valores de variables para dos casos (j y
k):

dj o= (Eilx; - 09"/

Donde: dj K esla distancia euclidea; X;j es el valor de la variable i

en el caso j; de igual forma Xk
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Con estos datos se forma la matriz de similitud sobre la cual se
realiza el proceso de agrupacién,

De otra parte y como métodos de enlace se emplean en este caso, el
sencillo o single y el centroide, aunque también existe el del vecino mis
lejano ("furthest neighbor").

En el enlace sencillo, también llamado del vecino mds prdéximo
("nearest neighbor"), en cada etapa un Wnico "cluster" se une con el mis
cercano, entendiendo la distancia entre dos “clusters” como el minimo de
las distancias entre dos elementos, uno de cada "cluster” (d; en la Figura
35).

Por su parte, el método del vecino mds lejano se define como la
maxima distancia entre pares de datos, uno de cada "cluster" (d2 en la
Figura 35).

En el enlace centroide por su parte, definido en términos
geométricos, cada "cluster" tiene su centro y la similitud entre grupos se

define por la menor distancia entre centros (d3 en la Figura 35).

FIGURA 35.- Distancias entre "clusters" segiin el método de enlace: dl
("single", sencillo o vecino mas préximo); d, ( vecino mis lejano) y ds
(centroide o vecino promedio) (JACOBSEN y GUNDERSON ,1986).
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En ocasiones, los resultados del anilisis "cluster" aplicando el
método de enlace sencillo, pueden no ser satisfactorios debido a la
propensién del método al encadenamiento, produciendo "clusters”" largos en
los cuales muchos miembros tienen poco en comiin, pero son unidos por
una cadena de unidades intermedias. Cuando esto ocurre, es conveniente la
utilizacion de otros procedimientos de enlace como es el centroide o bien
el del vecino mds lejano o enlace completo.

Tras realizar el procedimiento de agrupacién y al objeto de facilitar
su comprensién, se construye el "dendrograma o drbol" que describe
grificamente el resultado de la agrupacién realizada. A la izquierda se
representa el valor de la distancia de aglomeracién a la que surgen los
"clusters" formados y en la parte inferior el nimero de las muestras
agrupadas.

5.5.1.- Analisis "cluster" del origen botdnico

Al aplicar el andlisis "cluster" al origen botianico del polen apicola
se excluyen los taxones que representan el valor global de las familias por
lo que se consideran 60 variables. De este modo se obtienen los
"dendrogramas" de las Figura 36 a y b. En el primer caso, al utilizar como
procedimiento el enlace sencillo se produce un encadenamiento de las
muestras muy poco diferenciadas entre si, a excepcién de la 34,

Por esto, parece recomendable el uso del método centroide,
resultando asi el "dendrograma”_de la Figura 36b donde se evidencia algo
mejor la agrupacién de las muestras. Tomando la distancia 32 como fin de
la aglomeracién se obtienen las muestras agrupadas en los siguientes grupos

o "clusters™
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FIGURA 36a.- "Dendrograma"” del origen botinico de las muestras de

polen analizadas. "Enlace sencillo”.
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FIGURA 36b.- "Dendrograma” del origen botinico de las muestras de

polen analizadas. "Enlace centroide".
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-1, 20, 4, 17, 31, 22, 18, 21, 14, 7, 15, 8, 6, 2, 30, 12, 35, 24, 27,33 y §.
- 26 y l6.

- 10y 19.

- 32,

- 11,

- 23,

-29y 3.

- 13,

- 34,

- Observando esta distribucién, se puede decir que en el primer
"cluster"” formado se agrupan las muestras donde el Cistus es claramente la
especie predominante, con un valor promedio de 50,5% y una desviacién
estindar de 15,8. Las muestras restantes presentan como mayoritarias otras
especies distintas al Cistus (Echium sp., Compositae Tipo S (Serratula sp.);
Campanula sp.; Compositae Tipo H; Quercus sp.; Rosaceae...) o bien, como
ocurre en las muestras 16, 11 y 29, la proporcién de Cistus y otras especies
es sumamente similar e igualmente elevada. Este caso se manifiesta en la
agrupacién de las muestras 26 y 16, donde en la primera predominan el
Quercus sp. (42,5%) seguido de la familia Cistaceae (41,5%) y en la
segunda, la Cistaceae 37,0% y la Fagaceae 31,5%. Igualmente algo similar
ocurre en la agrupacién de las muestras 29 y 3.

En las muestras 10, 19 y 32 es el Echium sp. la especie
mayoritaria, que estd en proporcién similar en la 10 y 19, pero algo
diferente en la 32 debido a la presencia en porcentajes importantes de
especies de Compositae y Olea sp.

Por otra parte, la muestra 34 presenta gran diferencia con las
restantes al tener como especie mayoritaria la Compositae Tipo H (62,0%)

muy poco representada en las demis muestras y el Eucaliptus sp. en gran
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proporciéon (20,5%).

Finalmente, con objeto de resaltar la agrupaciéon se eliminan las
variables que presenten valores maximos inferiores al 10%. Con este
procedimiento se obtienen "dendrogramas” donde se confirma la separacién

anterior, sin aportar ventaja alguna sobre éste.

5.5.2.- AnAlisis "cluster” del extracto graso total

Con la aplicaci6én del analisis "cluster® al extracto graso total del
polen apicola, se obtiene el "dendrograma" de la Figura 37a, al utilizar el
enlace sencillo como método de uniéon. En dicha Figura se observa con
claridad el encadenamiento que se produce entre las muestras. Se hace por
tanto necesario utilizar el método del centroide, resultando la agrupacién
que se recoge en el "dendrograma" de la Figura 37b. Tomando la distancia
de 0,6 como fin de la similitud, aparecen las muestras agrupadas en 3

"clusters" o grupos:

-1, 4, 11, 19, 26, 32, 8, 28, 10, 7, 15, 23, 27, 6, 5, 30, 31, 33, 24 y 12,
Promedio 5,8% y desviacién 0,26.

- 16, 21, 22, 35, 9, 29, 34, 18, 25, 14 y 2. Promedio 6,5% y desviacién
0,17.

- 13, 17, 20 y 3. Promedio 7,5% y desviacion 0,32.

Considerando los valores de la desviacién estindar se comprueba
que los grupos son muy homogéneos, con escasa dispersion.

Es de sedalar por ultimo, la gran semejanza que existe entre
algunas de las muestras presentando valores de distancia de similitud de 0
y 0,1.
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FIGURA 37a.- "Dendrograma" del extracto etéreo de las muestras de

polen apicola analizadas. "Enlace sencillo".
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polen apicola analizadas.” Enlace centroide”.
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5.5.3.- Analisis "cluster" de la fraccién insaponificable

De la aplicacién del anslisis "cluster" a los valores obtenidos para la
fraccion insaponificable de las muestras de polen apicola, resultan los
"dendrogramas" de la Figura 38 a y b. Al emplear el enlace sencillo
(Figura 38a) se produce un encadenamiento de las muestras que no
permite precisar la agrupacién de las mismas, destacando unicamente el
grupo formado por las muestras 11, 35 y 3.

De otra parte, con el método del centroide (Figura 38b), no se
produce ese encadenamiento y Se puede considerar como distancia de
aglomeracion 3,5; apareciendo las muestras agrupadas en 3 "clusters"
bastante homogéneos como se deduce de sus valores de desviacion

estandar:

-1, 24, 17, 13, 27, 30, 31, 9 y 8. Promedio 34,9% y desviacién 1,37.

- 4, 18, 33, 29, 23, 7, 20, 22, 32, 34, 10, 21,15, 5, 6, 12, 25, 16, 14, 28,
26 y 2. Promedio 30,4% y desviacién 1,27.

- 11,35 y 3. promedio 24,0% y desviacién 1,40.

5.5.4.- Anadlisis "cluster" de los lipidos neutros

Al aplicar el andlisis "cluster" a los lipidos neutros del polen apicola
se obtienen los "dendrogramas" de las Figuras 39 a y b, segin que el
procedimiento de medida empleado sea el enlace sencillo o el centroide
respectivamente.

Asi, en la Figura 39a empleando el método sencillo se observa un
encadenamiento de las muestras, donde s6lo resalta, con notoria diferencia
del resto, la muestra numero 8 como "agrupada artificialmente”, al

contrario del "agrupamiento natural" de las restantes.
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Por otra parte, al aplicar el método del centroide y como se observa
en el "dendrograma” de la Figura 39b, aparecen las muestras agrupadas en
7 ‘“clusters" o grupos, tomando la distancia de 12 como fin de 1la
aglomeracion:

-1,25,6,13 y 3.
- 8.
- 29y 34,
18, 27 y 21.
- 19,
5, 26, 7, 33, 35, 10, 16, 15, 30, 12, 22, 17, 20 y 9.
11, 31, 32, 23, 24,28, 14,4 y 2.
Los promedios y desviaciones para cada grupo estin recogidos en la
Tabla XXV.

El primer grupo presenta como componentes mayoritarios los

1

ésteres de esteroles, hidrocarburos, ceras y carotenoides y en menor
proporcién los triglicéridos. El segundo, con un marcado predominio de los
ésteres de esteroles, hidrocarburos, ceras y carotenoides y muy baja
cantidad de triglicéridos. Un tercer grupo, donde la primera fraccién de
4cidos grasos se encuentra en un porcentaje realmente bajo, con cantidad
importante de ésteres de esteroles, hidrocarburos, ceras y carotenoides y
segunda fraccién de 4cidos grasos . En el cuarto grupo, predominan
claramente los triglicéridos. En el quinto, los 4cidos grasos de la segunda
fraccién seguidos de los triglicéridos en cantidad importante. En el sexto
grupo, los ésteres de esteroles, hidrocarburos, ceras y carotenoides se
encuentran en proporcién parecida a los triglicéridos. En el tdltimo grupo
predominan los ésteres de esteroles, hidrocarburos, ceras y carotenoides
con cantidades menores pero similares entre si de triglicéridos y de la

segunda fraccién de 4cidos grasos.
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TABLA XXV
PROMEDIOS Y DESVIACIONES ESTANDAR DE LOS "CLUSTERS" FORMADOS CON LOS
LIPIDOS NEUTROS DE LAS MUESTRAS DE POLEN APICOLA

"Cluster" n? Fracciones (*)
1 1I 111 1v
Promedios (% en 4rea) y

desviaciones estdandar

1 54,00 23,46 7,49 15,03

3.48 5.05 11,49 16,08

2 66,04 9,87 11,57 12,07

3 43,25 21,35 4,12 10,92
13,06 3.35 11,18 27,6

4 25,31 39,54 13,18 21,54

4,10 4,35 0,60 9,64

5 23,92 29,45 14,18 31,92

6 39,80 33,83 10,58 14,54

11,07 23,29 4,65 28,64

7 37,37 24,74 14,18 23,08

21,48 18,08 8,02 19,15

FRACCIONES(*):

1.- Esteres de esteroles, hidrocarburos, ceras y carotenoides.
I1.- Triglicéridos.

II1.- Acidos grasos de TR=7,42.

IV.- Acidos grasos de TR=7,69.

{ 215



5.5.5.- Anilisis "cluster" de la fraccién esterélica

En relacién con los esteroles de las muestras analizadas, al aplicar
el método de enlace sencillo del analisis "cluster", se observa una gran
homogeneidad entre ellas produciéndose un evidente encadenamiento de
las mismas tal como se recoge en el "dendrograma" de la Figura 40a, con
muy clara diferencia de las muestras 22 y 35 del resto del conjunto, poco
diferenciado entre si.

Al aplicar el método del centroide se obtiene el "dendrograma"
representado en la Figura 40b, donde se encuentran las muestras agrupadas
en 6 "clusters" o grupos, tomando 14 como fin de la aglomeracién:

-1, 14, 7, 8, 33, 34, 6, 5, 24, 15, 26, 19, 27, 10, 31, 20, 21, 30, 9, 28, 4,
17, 25, 16, 32 y 18.

-23,29,12y 11

- 13.

-3y2.

- 35.

- 22,

La mayor parte de las muestras aparecen agrupadas en un "cluster”
con gran similitud entre si; sin embargo, surgen una serie de muestras que
se diferencian de las anteriores, a las que se encuentran débilmente
ligadas; asi, en el “"cluster" formado por las muestras 23, 29, 12 y 11 se
puede decir que presentan una agrupacién débil. Por el contrario, las
muestras 2 y 3, presentan mayor similitud entre si, apareciendo débilmente
ligadas al resto.

Las muestras 13 y sobre todo la 35 y 22 se consideran claramente
como "extraias", muy diferentes a las demds. Esto es debido a que la
muestra 35 posee cantidades muy semejantes de 24-metilencolesterol, beta-

5

sitosterol, delta” -avenasterol y delta7-avenasterol.
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FIGURA 40a.- "Dendrograma" de la fraccion esterélica de las muestras

de polen apicola analizadas. "Enlace sencillo".

217



S0

43,

404

asd

B

»
13
h

DISTANCIA DE SINSLETUD

N
o
{

10]

1
[ 1
] ‘
1 147 83334 6 5 241326 1927 1031 202130 § 28 4 17325 1632 182729 12 11 13 3 2 35 22
Nt DE MUESTRA

FIGURA 40b.- "Dendrograma” de la fraccién esterélica de las muestras

de polen apicola analizadas. "Enlace centroide”.

218



Por su parte, la 22 presenta el valor maximo para el 24-
metilencolesterol y beta-sitosterol y el minimo para el delta5avenasterol,
ademds es la unica que presenta en cantidad cuantificable el delta7—
estigmasterol.

En la Tabla XXVI se recogen los promedios y las desviaciones
estdndar de cada uno de los componentes de la fraccidn esterélica, de las

muestras de polen apicola, agrupadas en los distintos "clusters".

Con el fin de mejorar en lo posible la agrupacion de las muestras,
se pensé excluir la variable 22-dehidrocolesterol por presentarse en
proporcién realmente insignificante en todas las muestras; sin embargo al
aplicar de esta forma el apdlisis "cluster” no se observé cambio alguno en

los resultados.

5.5.6.- Anilisis "cluster" de los carotenoides
Con la aplicacion del anslisis "cluster” a los carotenoides del polen
apicola se obtiene una distribucién de grupos notoriamente diferente a la
hallada con los distintos pardmetros analizados anteriormente.
Considerando en el "dendrograma" de la Figura 4la, en primer
lugar la similitud 7,5 como fin de la aglomeracién, se distinguen 10 grupos
o "clusters” integrados por las muestras de promedios y desviaciones
estdndar siguientes:
-1,22,5, 35,8, 6, 31, 7, 14, 12, 27, 9, 26, 15, 21, 24, 18, 30, 19, 10y 4
(promedio 7,46 mg/100 g de grasa y desviaciéon 39,4).
- 16, 23 y 11 (promedio 36,4 mg/100 g de grasa y desviacién 23,3).
- 28 (53,2 mg/100 g de grasa).
- 17 (85,1 mg/100 g de grasa).
- 32 y 25 (promedio 76,1 mg/100 g de grasa y desviacién 0).
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TABLA XXVI
PROMEDIOS Y DESVIACIONES ESTANDAR DE LOS "CLUSTERS" FORMADOS CON LA
FRACCION ESTEROLICA DE LAS MUESTRAS DE POLEN APICOLA

Componentes de la fraccion esterdlica (*)

"Cluster" 1 2 3 4 5 6 7 8
n® Promedios (% en area) y desviaciones estdndar
1 tr. 3,58 0,79 30,41 19,86 48,32 tr

3.23 1,14 339 17,02 3,74

2 0,23 3,44 3,53 19,73 15,18 57,62
0,00 4,52 530 4,00 3,13 4,28

3 tr 18,13 2,60 23,57 16,11 38,43 1,20
4 tr 3,81 8,46 40,94 12,52 33,04 1,22

0.36 1,53 1,10 1,53 3,15 0.86
5 tr 2,48 0,20 22,66 21,11 23,89 29,65
6 tr. 3,96 3,58 45,51 36,61 10,25 1,04

Componentes de la fraccién esterélica (*):

1.- 22-dehidrocolesterol; 2.- Colesterol; 3.- Esterol ni; 4.- 24-
metilencolesterol; 5.- Beta-sitosterol; 6.- Deltas-avenasterol; 7.~ Delta7-
estigmasterol; 8.- Delta7-avenasterol .
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- 2 (65,5 mg/100 g grasa).

- 33 (98,7 mg/100 g grasa).

- 20, 29 y 13 (promedio 130,8 mg/100 g de grasa y desviacion 3).
- 34 (198,5 mg/100 g de grasa).

- 3 (315,1 mg/100 g de grasa).

El primer "cluster” formado presenta una gran dispersién de las
muestras, como se refleja en el valor de la desviacién estindar. De forma
que, si se observa el "dendrograma" con detenimiento podemos subdividir
este grupo en dos subgrupos diferenciados, lo que se observa con mas
claridad cuando se utiliza como procedimiento de enlace el método del
centroide (Figura 41b), asi las muestras estarian distribuidas en grupos mads

homogéneos tomando como fin de similitud la distancia de 10:

-1, 22,6, 8, 35, 31 y 5 (promedio 15,5 mg/100 g de grasa y desviacién
15,6).

- 17, 14, 26, 15, 12, 27, 9, 21, 24, 18, 30, 19, 10 y 4 (promedio 3,5 mg/100
g de grasa y desviacién 3,75).

Ademds se agrupa la muestra 17 a la 32 y 25, resultando un
promedio de 79,1 mg/100 g de grasa y una desviaciéon del 27,0.

Destaca ademads, el agrupamiento de las muestras 20, 29 y 13 que
aunque con clara similitud entre ellas su afinidad es muy débil con las

demads por lo que se puede considerar un agrupamiento artificial.
Finalmente es de resaltar, la exagerada desproporcién que presenta

la muestra 34 y sobretodo la 3 con respecto al conjunto de las muestras

objeto de esta discusién.
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5.5.7.- Anilisis "cluster" de todos los pardimetros que hacen referencia a
la grasa

Cuando se aplica el "analisis cluster” conjuntamente a los
parimetros anteriores (extracto graso, fraccién insaponificable, lipidos
neutros, esteroles y carotenoides) se observa, con el enlace sencillo (Figura
42a), que las muestras estdn poco diferenciadas entre si, salvo la nimero
34 y sobretodo la ntimero 3.

Con objeto de resaltar mds la agrupacién se aplica el método del
centroide (Figura 42b), donde si tomamos 70 como distancia de fin de

similitud obtenemos las muestras distribuidas en 4 "clusters” o grupos:

-1, 8, 18, 21, 27, 19, 5, 7, 6, 12, 26, 10, 15, 30, 9, 31, 14, 24, 4, 28, 16,
23, 11, 35 y 22.

- 13, 29, 20, 17, 33, 25, 32 y 2.

- 34.

- 3.

Destacan, como ya se ha mencionado, las muestras nimeros 34 y 3
muy distantes de las restantes, debido al elevado valor que presentan para
los carotenoides; lo mismo ocurre en la agrupacién de las muestras 13, 29,
20, 17, 33, 25,32 y 2. _

Esto se corrobora excluyendo el valor de los carotenoides del
estudio "cluster" de los pardmetros referentes a la grasa y como se
representa en la Figura 43, utilizando el método del centroide Ia
agrupacién de las muestras en este caso es totalmente diferente. Las
muestras son bastante homogéneas separindose del conjunto la 35 y 22 en

razon al valor de la fraccion esterdlica.
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Por ultimo y con objeto de lograr una idea general de la distribu-
cion de las muestras para cada uno de los parametros estudiados se recogen
los histogramas de las Figuras 44 al 51.

Se comprueba claramente que el origen botinico de las muestras
analizadas presenta gran homogeneidad y dispersion, al igual que el
extracto graso, fraccién insaponificable y lipidos neutros. En cuanto a los
esteroles la mayoria de las muestras se encuentran agrupadas en un
conjunto bastante homogéneo, con excepcién de unas cuantas muestras que
se separan del resto. Los carotenoides, por el contrario, se diferencian
notoriamente de los parimetros anteriores, ya que la mayoria de las
muestras aparecen agrupadas con gran similitud entre si, presentando
valores bajos para este pariametro; ademds de un grupo de valores

intermedios y otro sumamente diferente y alejado de los anteriores.
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FIGURA 47.- Histograma de distancias entre casos de los lipidos neutros
de las muestras de polen apicola analizadas. Los valores de la izquierda
representan el valor mas alto y la frecuéncia para cada intervalo,

respectivamente.
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FIGURA 48.- Histograma de distancias entre casos de la fraccién
esterdlica de las muestras de polen apicola analizadas. Los valores de la
izquierda representan el valor mas alto y la frecuencia para cada

intervalo, respectivamente.
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FIGURA 49.- Histograma de distancias entre casos de los carotenoides de
las muestras de polen apicola analizadas. Los valores de la izquierda
representan el valor mas alto y la frecuencia para cada intervalo,

respectivamente.
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FIGURA 51.- Histograma de distancias entre casos de todos los
parimetros referentes a la grasa con excepcion de los carotenoides de las
muestras de polen apicola analizadas. Los valores de la izquierda

representan el valor mas alto y la frecuencia para cada intervalo.
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5.6. CORRELACION DEL ORIGEN BOTANICO CON EL COLOR Y
CAROTENOIDES DEL POLEN APICOLA

Con objeto de hallar una posible correlacion del origen botanico
con el color y los carotenoides del polen apicola, se utiliza el programa de
correlacién multiple paso a paso, P2R perteneciente al paquete estadistico
BMDP.

5.6.1.- Correlacion entre origen botanico y color

Tras su aplicacion al origen botdnico y color (sobre los datos de
longitudes de onda dominantes, obtenidos en el trabajo de HUIDOBRO,
SIMAL, MUNIATEGUI y GARCIA, 1986), se observa que existe
ciertamente una correlacién entre ambos parametros en el polen apicola,
presentando un coeficiente de correlacién de 0,9496. El1 color por tanto,

esta relacionado con los siguientes taxones:

n? Variable Coeficiente de correlacién
40 Eucaliptus sp. 0,5679
25 Ericaceae 0,6566
57 Ranunculus sp. 0,7115
43 Olea sp. 0,7658
18 Compuesta Tipo T (Taraxacum sp.) 0,8047
45 Hypecoum sp. 0,8446
12 Cistus ladaniferus L. 0,8927
73 Parietaria sp. 0,9109
29 Erodium sp. 0,9242
9 Cistus clusii Dunal 0,9387
54 Pinus sp. 0,9496
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Siendo la ecuacién que los relaciona:

n* Variable Coeficientes de regresién
40 Eucaliptus sp. 0,332
25 Ericaceae 0,228
57 Ranunculus sp. -2,075
43 Olea sp. 0,161
18 Compositae Tipo T(Taraxacum sp.) 0,117
45 Hypecoum sp. 0,305
12 Cistus ladaniferus L. 0,032
73 Parietaria sp. 4,952
29 Erodium sp. -4,254
9 Cistus clusii Dunal 0,131
54 Pinus sp. 3,232
Término independiente 577,07

Es de destacar la inclusiéon de 4 taxones, que Se encuentran e€n un

nimero muy reducido de muestras y en una proporciéon del 0,5%; de

forma que, eliminando aquellos taxones cuyo valor mdximo sea inferior al

5%, se obtiene una relacién con los siguientes taxones implicados con un

coeficiente de correlacién de 0,8396, algo inferior al obtenido con la

totalidad de los taxones:
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n? Variable Coeficiente de correlaciéon

40 Eucaliptus sp. 0,5679
25 Ericaceae 4 0,6566
5 Campanula sp. 0,7114
17 Compositae Tipo S (Serratula sp.) 0,7553
12 Cistus ladaniferus L 0,7936
9 Cistus clusii Dunal 0,8396

Donde la ecuacién que los une es la siguiente:

n* Variable Coeficiente de regresién
40 Eucaliptus sp. 0,302
25 Ericaceae 0,184
5 Campanula sp. 0,079
17 Compositae Tipo S (Serratula sp.) 0,098
12 Cistus ladaniferus L. 0,026
9 Cistus clusii Dunal 0,182
Término independiente 577,37

5.6.2.- Correlacién entre origen botdnico y carotenoides.

Igualmente, al aplicar el programa de correlacién multiple paso a
paso BMDP2R, al origen botinico y carotenoides del polen apicola, se
obtiene una clara correlaciéon entre ambos con un coeficiente de 0,9144 en

la que intervienen los siguientes taxones:
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ne

VYariable

Coeficiente de correlacién

17 Compositae Tipo S (Serratula sp.) 0,7230
40 Eucaliptus sp. 0,8385
29 Erodium sp. 0,8805
5 Campanula sp. 0,8992
60 Sanguisorba officinalis L. 0,9144
Dichas variables estdn relacionadas por la siguiente ecuacion:
n* Variable Coeficiente de regresion
17 Compuesta Tipo S (Serratula sp.) 0,868
40 Eucaliptus sp. 0,831
29 Erodium sp. 20,703
5 Campanula sp. 0,161
60 Sanguisorba officinalis L -6,996
Término independiente 1,491

encuentran representados con un 0,5%, se aplica la correlacién eliminando
las variables cuyo valor mdximo sea inferior al 5%, siendo en este caso el

coeficiente de correlacion de 0,8698; de esta forma los taxones

Dado que entre los taxones relacionados existen 2 que

relacionados son:

240



n Variable Coeficiente de correlacién
17 Compositae Tipo S (Serratula sp.) 0,7230
40 Eucaliptus sp. 0,8385
18 Compositae Tipo T (Taraxacum sp.) 0,8698
Siendo la ecuacién que los relaciona:
n® Variable Coeficiente de regresién
17 Compositae Tipo S (Serratula sp.) 0,852
40 Eucaliptus sp. 0,829
18 Compositae Tipo T (Taraxacum sp.) 0,270
Término independiente 1,042
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6.- Conclusiones






1.- Se sefiala que este producto estdi ausente del Coédigo Alimentario
Espaiiol (1967) y solamente se cita dentro de la Reglamentacién Técnico
Sanitaria sobre preparados alimenticios para regimenes dietéticos y/o
especiales. Figura registrado, por una parte como polen de flores en
productos de parafarmacia y por otra, desde 1987, como especilalidad
farmacéutica conteniendo las fracciones oleosolubles e hidrosolubles del

polen.

2.- Se propone como método de estudio del origen botdnico del polen
apicola comercial por microscopia o6ptica el basado en disgregar los
granulos en solucién acuosa previo tratamiento de la muestra con éter
etilico, posterior utilizacién de solucién hidroalcohdlica de hidrato de
cloral y éter etilico y finalmente tincién con verde de metilo segin técnica
de TERRADILLOS, SIMAL y HUIDOBRO (1586a).

De este modo se identifican 72 taxones pertenecientes a 33 familias
botdnicas, observindose un claro predominio del Cistus ladaniferus L. con
un 39,5% de valor promedio. En menor proporcién, pero importante,
aparecen entre otros, Echium sp., Quercus sp., Campanula sp., Compositae

tipo T (Taraxacum), Rosaceae tipo frutal, Papilonaceae tipo Genista...

3.- Se comprueba que en el andlisis de la grasa total del polen apicola
comercial es satisfactoria la aplicacién de la norma UNE 34-082-76, que
somete la muestra a una hidrélisis clorhidrica previa y posterior extraccion
de la grasa con éter de petréleo, obteniéndose en todos los casos, valores
mas altos de este parimetro al someter la muestra a dicha hidroélisis, ya
que permite liberar componentes lipidicos ligados, lo que no sucede

cuando se realiza la extraccién directa de la muestra.
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4.- Se propone en la determinaciéon de las diferentes clases de lipidos
neutros del polen apicola comercial la aplicacién de la cromatografia
liquida de alta resolucion, en condiciones isocriticas, con deteccion
ultravioleta a 206 nm e inyeccién directa de la muestra, por su precisién y
rapidez.

Se aislan tres fracciones de lipidos neutros: Esteres de esteroles y
otros componentes apolares como ceras, hidrocarburos y carotenoides;
triglicéridos y finalmente 4cidos grasos separados en dos picos. La fraccién
mayoritaria es la de los componentes mas apolares, hallindose los 4cidos
grasos y triglicéridos en porcentajes muy semejantes entre si. Por otra
parte, los ésteres de dcidos grasos y esteroles se encuentran en cantidad no

detectable frente al resto de los componentes.

5.~ Se confirma la validez del método UNE 55.019 en la separacion de la
fraccion de esteroles del polen apicola comercial por cromatografia en capa
fina, donde se sugiere un desarrollo doble unidimensional, con el fin de
facilitar el aislamiento de la banda esterélica y posterior separaciéon de los
mismos por cromatografia gaseosa.

Se aislan 8 componentes, de los cuales, se identifican 7 por
comparacion de sus tiempos de retencion relativos al beta-sitosterol con los
de las referencias bibliograficas: 22-dehidro- colesterol, colesterol, 24-

5 -avenasterol, delta7-avenasterol y

metilen-colesterol, beta-sitosterol, delta
delta7-estigmasterol, apareciendo éste ultimo sélo en una de las muestras.
El esterol no identificado de TRR=0,72 puede corresponderse con el
polinastanol. Como esterol mayoritario en todas las muestras analizadas se
encuentra el deltas-avenasterol, con excepcién del 24-metilen-colesterol

en tres muestras y el delta7-avenasterol en una.
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6.- Se propone para la determinaciéon de los carotenoides del polen apicola
comercial el empleo de la cromatografia liquida de alta resolucién, en
condicioens isocrdticas, con deteccién a 453 nm e inyeccién directa de la
muestra, por su precision (C,%=1,7) y rapidez ( unos dos minutos).

Se comprueba ademds, que predominan casi exclusivamente los
carotenos, presentando seis muestras valores de carotenos mucho mayores

que las restantes.

7.- En el "analisis cluster” de los parimetros considerados de forma
individual y en conjunto, resulta mds satisfactorio como método de enlace
el centroide debido, probablemente, al hecho de que las muestras
comerciales analizadas son mezclas de pdlenes de diferentes origenes.

Asi mismo, se constata en cada parametro que la mayor parte de
las muestras se encuentran agrupadas en un conjunto bastante homogéneo
a excepcién de los carotenoides, donde se observa una agrupacién muy
diferente de las mismas, en la que existen muestras claramente alejadas de

las restantes.

8.- Se comprueba la existencia de correlacion entre el origen botinico y el
color de las muestras de polen apicola, con un coeficiente de 0,9496.
Tomando en consideracién los taxones cuyo valor mdximo sea superior al
5%, el coeficiente de correlacién obtenido es de 0,8396 resultando
relacionados con el color: Eucaliptus sp., Ericaceae, Campanula sp.,
Compositae Tipo S (Serratula sp.), Cistus ladaniferus L. y Cistus clusii
Dunal.
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Igualmente, se observa una correlaciéon de 0,9144 entre el origen
botdanico vy los carotenoides del polen apicola. Eliminando los taxones cuyo
valor mdximo sea inferior al 5% se obtiene un coeficiente de correlacién
de 0,8698, interviniendo en esta relacion los pélenes de: Compositae Tipo S

(Serratula sp.), Eucaliptus sp. y Compositae Tipo T (Taraxacum sp.).
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