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Study of natural constituents, contaminants, and adulterations in honey by metabolomic analysis
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One of the most significant advances in biotechnology and food science and technology to identify bioactive compounds has
been the use of high throughput analytical techniques such as mass spectrometry (MS) and nuclear magnetic resonance
(NMR) coupled to computational tools, i.e., bicinformatics, for chemometric analysis, allowing to chemically profile complex
matrices such as floral honeys, for instance. MS and NMR spectroscopy enable the detection, and quantification of primary and
secondary metabolites with functional properties in food matrices, as well as detecting contaminants or adulterants and
obtaining toxicological profiles in quality control processes. In this sense, metabolomics studies applied to different bee
products (honey, pollen, propolis, wax, and royal jelly) present great potential to the market, due to the ability to identify new
functional compounds, the geographical origin for traceability purposes (e.g.), as well as to detect adulterations in samples.
Due to the chemical complexity of bee products and the efficiency in characterizing them of metabolomics, it is extremely
important to include this analytical approach for the characterization of profiles and identification of adulteration in honeys.
Thus, this review aimed to elaborate a compilation of the scientific information available that will allow one to observe the
evolution of the state of the art in this subject and give to the audience a general outline of the advances in food omics in
honeys.
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Abstract

Propolis oily extracts have been characterized as matrices with high antiradical,
reducing and antimicrobial power. However, due to their susceptibility to oxidizing
agents (e.g. O; and light) that react with the environment and to the possibility of
forming undesirable compounds that can negatively impact their bioactivity and
sensory properties, their use remains limited. To preserve the protection of the active
principles and allow the controlled release of their bicactive components, the
microencapsulation of odly extract of propolis from the Colombian premontane
rainforest (EOPC) was evaluated by Spray Drying. Maltodextrin and gum arabic were
used as wall materials. The microencapsulated EOPCs (EOPCM) were analyzed by
physicochemical and microbiological analyses. The results indicate that the EOPCMs
presented high antioxidant, antiradical and antimicrobial potential However, the loss
of some metabolites such as polyphenols and carotenoids was confirmed. Additionally,
formulations with higher EOPC concentration and lower dryving temperature had
higher bioactivity doe to lower metabolite degradation and lower production of pro-
oxidant substances. It is concluded that it is possible to elaborate EOPCM using
mixtures of maltodextrin and gum arabic and more than 50% of the phenols and
carotenocids in the EOPC sample are preserved.
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Estimada Colega, Lady Viviana Camargo

Le agradecemos nuevamente por enviar su resumen para el XIV Congreso
Latinoamericano de Apicultura FILAPI 2020, que se desarrollara en forma virtual
desde el 03 al 07 de noviembre del presente.

Mos alegra anunciar gue la Comisién de Tecnologia y Calidad ha aceptado su trabajo
“Influence of pigments obtained from Apis mellifera red pollen oil extract on egg
quality and physiological response of supplemented laying hens” para ser presentado
en la modalidad ORAL, en el Simposio Agregando Valor y Diversificacién.

La presentacién de su trabajo, esta prevista para el dia miércoles 04 de noviembre, en
el simposio del mismo nombre, que se desarrollara en el horario de la tarde, entre las
19:00 vy las 22:00 h.

Le solicitamos nos pueda confirmar, a la brevedad, su participacién por la misma via en
gque ha recibido este correo (cientificocongreso@filapi.org) vy que nos confirme los
datos de quien realizara la presentacion (APELLIDO NOMBRE, FILIACION, MAIL,
WhatsApp) para quedar en contacto y enviarle las especificaciones para su conexion,

También le solicitamos, gue en caso ain no haberse inscrito en el congreso, lo pueda
hacer antes de 01 de noviembre, para una mejor organizacion (adjuntamos archivo
pdf, que lleva directo a la pagina de inscripcion).

Ademas queremos informarle que su trabajo estara incluido en el libro de resumenes
del XIV Congreso Latinoamericano de Apicultura FILAPI 2020, a menos gue usted
exprese su oposicion previamente a correo (cientifico.congreso@filapi.org ) antes del
30 de octubre.

Atte.

Christian Castro
Coordinador Tecnolgia y Calidad
Comité Cientifico
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Introduccion

Debido a la prohibicion de antibidticos v los cocridiostaticos en la nutricidn de las aves da
corral en la Unién Europea (UE), s= han
alternativos, por ejemplo, probidticos, aceites esenciales vegetales y su extracto, preparados
enziméticos y productos a base de polen de absja (polen, propdleos o sus extractos). Entre
estos, los productos apicolas derivados de la colmena, como el polen, se han aplicado durante
siglos en la medicina tradicional, asi como en las dietas

a utilizar

ias y en la ién
nutricional debido a sus propiedades bicactivas y fisioldgicas; sobre todo en lo que respecta a
sus efectos saludables en el organismo porgue contiene la mayoria de los elementos
nutricionales esenciales necesarios para el crecimiento y €l desarrollo de los seres humanos y
los animales [1-2]. algunas estudios sugieren que la adicién de polen de abeja en el alimento
de las aves puede reducir el ndmero de los géneros de Enterobocteriocece y aumentar la
cantidad de Enterococos y Loctobacilos. Eventualments, estos cambios podrian ayudar a
mejorar el bienestar, el estado de salud y el rendimiento productivo de Ios pollos de engorde
[3]. En este estudio, se evaluaron los efectos del extracto oleoso de polen de abeja Apis
meliifera obtenido por fluidos supercriticos con €O,y polen entero en la respuesta estructural
y funcional de los pollos de engorde.

Materiales y métodos

El polen multifloral utilizado para el proceso de extraccién se obtuvo de
abejas  Apis melliferc  originaric de Apiarios del MNorte® y fue
recolectado  manuzlmente del municipic de Guatavita, departamento de
Cundinamarca, Colombia, durante los meses de agosto y septiembre del 2019. En
|a utilizacién del suplemento, fueron utilizados pollos de engorde Ross 308 de 1 dia
de edad. Fueron realizados cinco tratamientos: control negativo sin adicién de
extracto ni polen apicola; control positive con suministro de 50 mg de
cantaxantina; 50mg de flor de Tagetes; extracto oleoso de polen apicola 300 mg;
polen entero con 1.5% de la dieta. Todos los grupos fueron alimentados con una
dieta basica donde solo cambid el nivel y tipo de pigmentante utilizado durante un
periodo de 7 semanas.

Conclusiones

Estos hallazgos sugieren que el polen apicola rojo podria promover el desarrolio temprano
del sistema digestivo y, por lo tanto, es un complemento alimenticio potencialmente
beneficioso para ciertas afecciones, como el sindrome del intestino corto. Otras
investigaciones han evidenciado también que la incorporacion de polen de abeja en las
dietas [4,5].

avicolas aumenta la longitud del duodeno, yeyuno e ileon durante los primeros 14 dias de
vida, lo que resulta en un area de absorcion mayor y mejora la retencion y digestibilidad de
los nuirientes, ademas de aumentar el peso del higado y del pancreas por lo tanto en esta
investigacion se comprobd el el beneficio de inclusion de carotenoides en |a fisiologia y
respuesta estructural y funcional de los pollos de engorde.
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Resultados

Los resultados muestran gque los animales del tratamiento de polen entero
presentaron mayor conversign alimenticia con un 1.76kg/kg, mientras que con el
grupo de extracto oleoso se obtuvo semanalmente diferencias significativas (p<0.05)
en |la ganancia de peso. Esta diferencia fue mas significativa durante el desarrollo
temprano, especialmente durante las primeras 3 semanas (figura 1).

CONVERSION ALIMENTICIA

TRATAMIENTOS

En el consumo de alimento no se encontraren diferencias significativas (p=0,05) en
el consumo promedio per dia, se determinaron diferencias numéricas menores en el
tratamiento del grupo suplementado con polen entera, comparado con los grupos
control y extracto olecso, gue corresponde a 1.89% (figura 2).
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El polen rojo de abeja mejord la respuesta funcional de las aves con un indice
morfométrico del tracto digestivo y otros Grganos, pues se obtuvo un 34,1% en la
pechuga, un 3 8% en el higado, un 6.2% en el intestino delgado con 2 24% en el
ileon, en el yeyuno con 2.78% vy en el duodeno con 1.18% en las primeras semanas
{figura 3).
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Introduccion:

El interés en los ultimos afios respecto a la tendencia mundial de reemplazar colorantes sintéticos en la industria de
alimentos y farmaceutica, es uno de los factores fundamentales para la busgueda de fuentes alternativas naturales de
pigmentes; que ademas de generar color también otorguen al producto distintos tipos de funcicnalidad; tal es el caso de los
carotencides, a los cuales se les han atribuido efectos antioxidantes y capacidad protectora contra diferentes dafios celulares,
dichos compuestos estan naturalmente en el polen de abejas, que para el caso de Colombia se han encontrado concentraciones
significativas. En el presente analisis se busco la obtencion de extractos oleosos de polen apicola ricos en carotenoides,
mediante SFE utilizando como solvente CO2, de polenes de diferentes origenes de Colombia con la finalidad de evaluar
porcentaje de rendimiento y contenido de carotenoides totales.

I Resultados ydiscusion
Materiales ymétodos: P
lr:nﬂ'nlm!tnm e
Seleccién y acondicionamiento de muestra:Se tomaron R setencign de | OGS tnales
_ ) . | | awtrac
muesfras provenientes de 7 diferenfes reglon'es del dpto d.e L 0,408 Norkes T3¢ =
Cundinamarca: Guatavita, Calera, Tocancipd, Gachancipd, = m i a5'56,055 e ste EEs b b iy

Mosquera, Guasca y Tenjo, luego se somefieron a secado en | o 0 27 T e B S e
homo a 60°C por 3 hr (hum= 8%),para ser clasificadas en E e I . e sy e
tamices y escoger el polen gue presentara mas tonalidades e | catwne NEnvom S wins e
rojo-naranja (Tamiz 10, 12 y 16) . m . £742°18.345 More; 74713°39.434°Dest e 128054 1%
Extraccion con fluidos supercriticos: Se realizd con equipo ..mu;m,

de extraccion escala laboratorio, en las instalaciones del m == el e o TRas s

Laboratorioc de Fluidos Presurizados del Depariamenfo de  Tabla 4: Rendimiento en extraccidn y contznide de carotencides tatales del extracto oleoso de polen

Quimica de la Universidad Macional de Colombia Sede Bogota. m Contenido de carotenoides totales (ug/g
El CO2{pureza: 99.95%).._Condiciones de frabsio. Se tomaron 2260,31 + 81.4

1 de polen seco y seleccionado y se sometio a condiciones =

onor[:gstantgs de e:dragci&n T=60°C, Pyresinn: 28- 28 5Mpa. Flujo 1092,47 £ 44,63

CO2: 5Limin, iempo: 6hr. 1596,33 £ 51.68

Analisis de carotenoides totales: Se realizd con base en la 1083,37+ 80.52

metodologia trabajada por (Z. Huang, et al 2019), utiizando 1942,41 1 76.76

acetona como solvente y realizando la  leclura en 197,13 £ 1551
espectrofolometro a 450 nm; se fomaron 10 mg 209,98 £ 8.01

aproximadamente de muestra inicial de exiracio de polen.
__ Tabla 2: Contenida de caratenoides totales del polen entero

Los rendimientos obtenidos se encuentran dentro de los rangos establecidos
por investigaciones de Xian Xu en el 2009 y 2011.Quienes obtuvieron
rendimientos enfre 0.96% - 5.81% (g de extracto /100 g de polen seco) y
rendimientos entre el 1.9% (19.94 g de exiracto /Kg de polen seco) y 4.57%
(45.71 g de extracto/Kg de polen seco), este dlimo estudio presenta resultados
con respecto a log porcentajes de rendimiento en obtencion de carotenocides
entre 121,01 mg de carotencides/Kg de polen seco y 398.63 mg de
carolenocides/Kg de polen seco.

Comparando el CCT del polen seco con respecto a la concentracion analizada
en el extracto obtenido por SFC, se observa un aumento hasta de mas del
200% en la muestra de guatavita, Facatativa y Guasca
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ABSTRACT
Keywords: The oily extracts of propolis are matrices with a high antiradical, reducing, and antimicrobial
Antioxidant activity properties. However, because of their susceptibility to oxidizing agents (oxygen andlight) that react
Antimicrobials with the environment and negafively affect bioactivity and sensory properties, their use remains
Bioactivity limited. Oily extracts of Colombian propolis (OECP) were microencapsulated (MOEGP) by spray
Propolis drying using malodextrin and Gum arabic as the wall material and the conservation of active
Spray drying principles and the control of the release of bioactive components were evaluated. The formulations

of MOECP with a higher concentration of propolis extract and lower drying temperature exhibited
higher bioactivity because of less degradation of metabolites and less production of prooxidant
substances. The samples exhibited a high antioxidant, anfiradical, and antimicrobial potential.
However, polyphenols and camtenoids were lost. Mixtures of maliodextrin and Gum arabic were
suitable for microencapsulation and more than 50% of the phenols and camtenoids in MOEGP

were preserved.
RESUMEN
Palabras clave: Los extractos oleosos de propoleos se han caracterizado por ser matrices con un afto poder
Actividad antioxidante antirradical, reductor y antimicrobiano. Sin embargo, debido a su susceptibilidad a los agentes
Antimierobianos oxidantes (Oxigeno y luz) que reaccionan con el medio ambiente y afectan negativamente su
Rinactividad binactividad y propiedades sensoriales han limitado su uso. Para preservar la profeccion de los
Propaleos principios activos y permitir la liberacion controlada de sus componentes bioactivos, se evalud la
Secado por aspersion microencapsulacion de extracto oleoso de propoleos proveniente del bosque himedo premontano

colombiano (EOPC) por medio de secado por aspersion (Spray Drying). Para tal fin fueron
utilizados como materiales de pared maliodextrina y goma arabiga. Los EOPC microencapsulados
(EOPCM) fueron analizados mediante analisis fisicoguimicos y microbiologicos. Los resultados
indican que los EOPCM presentamon un alto potencial antioxidante, antiradical y anfimicrobiano
y las formulaciones con mayor concentracion de EOPC y menor temperatura de secado fuvieron
mayor bioactividad debido a una menor degradacion de metabolitos y a la menor produccion
e susfancias pro-oxidantes. Se concluye que es posible elaborar EOPCM usando mezclas de
maltodextrina y goma arébiga y se conserva mas del 50% de los fenoles y camienoides en la
muestra del EOPC.
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Keywords: An oily bee pollen extract was obtained using the supercritical fluid technique (SFE) using CO2 as a solvent and
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Functional Foods were collected from different municipalities of Colombia, selected, and analyzed according to the content of total
?;::“w campounds carotenoids (CCT) and yield of the extraction process. The results show CCT between 119 and 2140 pg
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Binactive compounds of natural matrices are of interest because of their application in the food and pharmaceutical industries.
One important source of bioactives is propolis, a resinous biomass that bees make from the plants surrounding the hive.
Regarding Colombian propolis, studies have mostly been directed towards identifying flavonoids and their biological activity
in vitro. There are no works on the oil extract of propolis and its chemical composition and bioactivity through metabolomic
analysis. In this sense, this work studied the volatile composition of propolis oil extract samples from Colombia, following a
metabolomic approach; in this work, the oily Colombian propolis extracts (OECP) obtained by an ultrasound assisted extraction
(UAE) with different solvents were studied using spectroscopy and physicochemical analysis. A strong correlation was observed
between the antioxidant activity and their concentrations of polyphenols, terpenoids, and carotenoids. Simultaneously, it was
passible to expand the number of compounds identified by applying FTIR spectroscopy to the sample analysis, relating infrared
bands to specific compounds. Besides, it was also possible to discriminate the samples according to their geographical origin.
Colombian propolis oil extracts have characteristics as bioactive compounds such as the sesquiterpenes bisabolol, a-zingiberene, §
bisabolene, and a-trans-bergamotene and the monoterpenes a-pinene, linalool, and p-cymene.

1. Introduction

Propolis is a resinous substance produced by Apis mellifera
and other species of bees from plant exudates. Its function is
to protect the hive against health damage. The composition
of propolis is variable depending on its geographical origin,
the bee species, and the surrounding flora, for instance [1].
Its effectiveness against pathogenic organisms is mainly due

to the wide varicty of bioactive compounds present in its
chemical composition. In general terms, 50% of the propolis’
composition is given by resins and balsams, between 7 and
30% is constituted by waxes, 10% correspond to pollen grains,
and the remaining 10% refers to essential oils [2, 3].

Most studies on the antimicrobial capacity of propolis
are based on hydroalcoholic extracts [4, 5], as studies on
oil extracts and propolis essential oil are scarce ([6, 7]).



