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Resumen y Abstract IX

Resumen

El interés en obtener nuevos productos mediante bioprocesos ha aumentado en los
ultimos afos, debido a las mudltiples aplicaciones y ventajas, especialmente en la
industria de alimentos. La fermentacion en fase sélida, es un bioproceso que se ha
desarrollado de forma natural en ensilajes y en la obtencién de pan de abejas al interior
de la colmena. El polen apicola es un alimento con caracteristicas funcionales debido a
su contenido de proteina, lipidos, fibra dietaria y micronutrientes, ademas de las
caracteristicas bioactivas debidas al contenido de vitaminas, carotenoides y fenoles
totales, que permiten el desarrollo de los microorganismos que actdan en el proceso. Sin
embargo, el polen es una matriz alimenticia con proteccion natural que impide la
completa biodisponibilidad de los nutrientes hacia el exterior del grano. En el presente
trabajo se realizé un bioproceso de fermentacion en fase sélida, con el fin de obtener un
producto similar al desarrollado por las abejas; se evalud la calidad de la materia prima,
se contemplaron operaciones de acondicionamiento mediante tratamientos térmicos
(autoclave) y la evaluacion de diferentes condiciones de proceso como cepas de
microorganismos (L. acidophilus, L. plantarum, S. cerevisiae y un cultivo mixto),
composicion del sustrato (polen humedo, polen seco:agua 2:1 y 1:1), temperaturas de
incubacién (35 y 40°C) y tiempos de fermentacion (hasta 72 horas). Se evaluaron los
cambios en parametros fisicoquimicos, bioactivos, sensoriales y microestructurales a fin
de seleccionar las mejores condiciones de proceso, encontrando que la fermentacion
desarrollada por el cultivo mixto, inoculado en un sustrato polen:agua 1:1 incubado a
35°C permite obtener un producto con caracteristicas bioactivas mejores que la materia

prima, asi como caracter probiético.

Palabras clave: bioproceso, bacterias acido lacticas, levaduras, bioactivos.
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Abstract

The interest in obtaining new products through bioprocesses has increased in recent
years due to the multiple applications and advantages, especially in food industry. Solid-
state fermentation is a bioprocess naturallydeveloped in silages and in obtaining
beebread inside the hive. Bee-pollen is a food with functional characteristics due to its
content of protein, lipids, dietary fiber and micronutrients as well as bioactive properties
due to the content of vitamins, carotenoids and total phenols, which allow the
development of microorganisms on the process. However, bee-pollen is a food having a
natural protection that prevents the complete bioavailability of nutrients towards the
outside of the grain. In this paper a solid-state fermentation bioprocess was performed, in
order to obtain a similar product to those developed by bees; the quality of the raw
material was evaluated, andconditioning operations by heat treatment and evaluation of
different process conditions as strains of microorganisms (L. acidophilus, L. plantarum, S.
cerevisiae and a mixed culture), substrate composition (wet bee-pollen, dry bee-
pollen:water 2:1 y 1:1), incubation temperatures (35 y 40°C) and times of fermentation
(until 72 horas) were contemplated. Changes in physicochemical, bioactive, sensory and
microstructural parameters in order to select the best process conditions were evaluated,
finding that fermentation done by the mixed culture, inoculated into a bee-pollen:water 1:1
substrate incubated at 35°C allows obtaining a product with improved bioactivity

characteristics in comparison to the raw material as well as probiotic character.

Keywords: bioprocess, lactic acid bacteria, yeasts, bioactive compounds.
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Introduccién

Actualmente el mercado mundial presenta tendencias tecnologicas y comerciales fuertes
en alimentos naturales, que contribuyan con el medio ambiente y que generen beneficios
adicionales al aporte nutricional. Los alimentos que proporcionan estas caracteristicas
son conocidos como funcionales; entre los aportes, se busca reducir el riesgo de
enfermedades degenerativas y encontrar alternativas para desarrollar alimentos con

caracteristicas probibticas [1-2].

La apicultura, actividad realizada en muchos paises del mundo como Argentina, Chile,
China, México y Brasil [3-4] esta incursionando en el mercado de los alimentos
funcionales debido a las caracteristicas antioxidantes y antimicrobianas que tienen los
productos de la colmena, especialmente miel de abejas, polen, propéleos y jalea real [4].
Otros aportes adicionales son la sustentabilidad ambiental y la polinizacion como
herramienta para la garantia de la seguridad alimentaria, reproduccién de especies
vegetales, el aumento de volumen y calidad de los frutos y la recuperacion, conservaciéon

y estabilizacion de ecosistemas nativos [4].

En Colombia la apicultura soélo fue reconocida como una cadena productiva hasta el afo
2012 mediante la Resolucién 282 emitida por el Ministerio de Agricultura y Desarrollo
Rural, en la que se establece la Cadena Productiva de las Abejas y la Apicultura (CPAA).
Esta cadena busca mejorar las condiciones de produccion y comercializacion de los
productos, planteando a 2025 la existencia de 16.073 colmenas en produccion de polen,
gue corresponderian a 550t/afio, obteniéndose una produccién promedio de polen de 40
kg/colmena/afio; promover la generacién de valor mediante procesos de transformacion;
la adopcién de nuevas tecnologias; el establecimiento de un reglamento técnico y
normativo; el cumplimiento de las exigencias sanitarias; la capacitacion de apicultores y

la reduccidn de los costos de produccion.
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La iniciativa expuesta anteriormente esta dentro de los planteamientos del Plan Nacional
de Desarrollo, el cual en uno de sus pilares (Crecimiento Sostenible y Competitividad),
busca generar una cultura de innovacién tanto en las universidades como en el sector
empresarial, ligada fuertemente a la sostenibilidad ambiental, factor en el cual la
apicultura juega un papel importante, debido a la actividad de pecoreo realizada por las
abejas, que lleva a una mayor polinizacion, calidad y diversidad de productos. Igualmente
el Impulso a la Locomotora del sector Agropecuario, debe aprovechar la riqueza y el
potencial de la biodiversidad colombiana, disminuyendo los altos costos de produccion y

promoviendo la transformacion y comercializacion de la produccion agropecuaria.

La apicultura es una actividad que esta ligada al cumplimiento del Plan Nacional de
Desarrollo, debido a su creciente investigacion e innovacion y al impacto que tiene en el
ambito social, ambiental y econémico. Por tal razén se decidié impulsar el desarrollo y la
innovacién tecnologica en los productos de la colmena, entre los que se encuentra el

polen apicola.

La miel de abejas y el polen apicola son los productos de la colmena que en Colombia se
utilizan como alimento y que mayor comercializacion tienen [5-6]. La produccion mundial
de polen estd dada por China con 3000 toneladas, Espafia, Chile y Argentina [4]. En
Colombia se reportan producciones de 240 ton/afio [7] con tendencia a incrementarse.
Entre los paises consumidores se encuentran principalmente Estados Unidos, Alemania

y Japon, seguidos de los paises Arabes [3].

El polen es el resultado de la aglutinacién del polen floral por parte de las abejas [5].
Tiene nutrientes y compuestos bioactivos, que lo convierten en un alimento completo
para las abejas [5, 8-10]; sin embargo el grano de polen tiene una morfologia, que actta
como una proteccion natural contra agentes externos e impide la disponibilidad de los
nutrientes. Al interior de la colmena, las abejas realizan un proceso fermentativo, para
elaborar pan de abejas, es un bioproceso natural que realiza una fermentacién en fase

solida del polen apicola [6].

La fermentacion en fase soélida es un proceso desarrollado en un sustrato sélido, que
tiene un contenido minimo de agua libre, en que los microorganismos pueden crecer [11].

Asi mismo el proceso debe controlar condiciones favorables como temperatura, pH,
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actividad de agua y contenido de nutrientes [12]. Este proceso ha sido utilizado en
ensilajes, tecnologia que se ha implementado en la industria alimenticia, en produccién
de queso con Penicillium roquefortii, fermentacion de arroz con Aspergillus oryzae,
produccion de vinos, vinagre y salsa de soya [13-15]. Igualmente se ha estudiado el
desarrollo de un producto a partir de polen apicola, con el fin de imitar el bioproceso

natural para obtener pan de abejas [7, 16-17].

Estudios realizados anteriormente por Vamanu y Fuenmayor [7, 16-19] presentan la
posibilidad de realizar un proceso de fermentacion en fase solida de polen apicola, de
acuerdo a las caracteristicas funcionales y nutricionales de la materia prima, tanto para el
crecimiento de los microorganismos como para el consumo en la alimentacion; y los
resultados obtenidos presentan el primer paso en el desarrollo de un producto a partir de
una fermentaciéon en polen ofreciendo pautas para la investigacion y mejora de las

condiciones de proceso.

El trabajo se desarroll6 como parte de los objetivos del PROGRAMA ESTRATEGICO EN
ALTERNATIVAS PARA LA GENERACION DE VALOR EN PRODUCTOS APICOLAS EN
COLOMBIA A TRAVES DE LA INNOVACION Y EL DESARROLLO TECNOLOGICO,
financiado por Colciencias, especificamente en el proyecto ESTABLECIMIENTO DE
PROCESOS DE CONSERVACION Y TRANSFORMACION DE POLEN APICOLA PARA
LA OBTENCION DE ALIMENTOS CON CARACTERISTICAS FUNCIONALES, en el cual
se busca establecer las condiciones del proceso de fermentacién en fase solida
utilizando cepas de bacterias acido-lacticas y levaduras con el fin de seleccionar las
mejores condiciones de proceso y obtener un producto con caracteristicas funcionales.
Este nuevo producto generara valor agregado al polen apicola, ademas de contribuir con

el desarrollo de la cadena apicola y la investigacion.



4 Introduccién

Objetivos

Objetivo General

Evaluar el proceso de fermentacion en fase sélida de polen apicola utilizando cepas de

bacterias &cido-lacticas y una levadura comercial.
Objetivos Especificos

» Establecer las condiciones de adecuacion, composiciébn del sustrato y
comportamiento de cepas de bacterias acido-lacticas y levadura comercial en el
proceso de fermentacién en fase sélida de polen apicola.

= Determinar los cambios en parametros fisicoquimicos, bioactivos, sensoriales y
microestructurales del polen apicola durante el proceso de fermentacion en fase
sélida.

» Evaluar la cinética de crecimiento de las cepas durante el proceso de

fermentacién en fase solida.



1.Capitulo 1: Aptitud nutricional y bioactiva
del polen apicola para un proceso de
fermentacidon en fase solida.

1.1 Polen Apicola

El polen se caracteriza por ser una multitud de cuerpos generalmente esféricos, unidades
reproductoras masculinas de la planta y que tiene una estructura que los protege del
ambiente [5]. Es importante notar que el término polen se utiliza de forma general, es una
mezcla de varios origenes botanicos y sus caracteristicas pueden variar dependiendo de

las condiciones geograficas y medioambientales [10, 20].

En el proceso de recoleccion, las abejas quedan cubiertas de polen y con ayuda de las
patas posteriores es comprimido en pellets mezclandolo con néctar y secreciones
salivares, para usarlo como alimento, fuente de proteina en la colmena [5, 21]. Este es
conocido como polen corbicular, las abejas lo almacenan en bolsillos ubicados en las
patas, llamados corbiculas. Los apicultores lo recogen mediante trampas ubicadas en la

entrada de la colmena y entonces es denominado polen apicola [6-7].

1.1.1 Produccién y manejo

En Colombia la produccién de polen se ve afectada por las condiciones climaticas,
ambientales, disponibilidad de flora polinifera, entre otras [3]. La produccion de polen
apicola es de 35-36 kg/colmena/afio, principalmente en el altiplano alto-andino [22]. En
Colombia han sido contabilizados un total de 2100-2300 apicultores que manejan 40.000
colmenas, de las cuales 3025 son dedicadas a la produccion de polen, lo que genera 240

ton/afo, teniendo picos de produccion en mayo, octubre y diciembre [7].
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1.1.2 Estructura morfoldgica

El polen tiene diametros entre 6-200um. Est compuesto por dos capas protectoras,
intina y exina, que protegen el interior del grano de oxidacion, dafios por radiacion y
degradacién quimica producida por exposicion a luz UV, entre otros [6, 23-24].

En la parte central del polen es encontrada la célula viva, protegida por la esporodermis
(intina) y seguida de la exina [6]. Tiene dos nucleos, uno vegetativo, que origina el tubo

de fertilizacion y otro con una célula generativa [7].

La intina es una capa porosa compuesta principalmente por celulosa, hemicelucosa y
pectinas [25] con espesor entre 0.5-1.2 ym [26]. Estd compuesta por tres capas, la
primera es la mas externa, que posee varios componentes vesiculares fibrilares con
extensiones tubulares, la segunda capa contiene inclusiones esféricas y la tercera capa

es la mas delgada de las tres y esta en contacto con el protoplasto [27].

La exina esta compuesta por diversas sustancias organicas e inorganicas, entre las que
se encuentra la esporopolenina, polimero muy complejo que le da resistencia quimica al
polen [25]. La estructura de la esporopolenina ha sido estudiada ampliamente y se ha
encontrado que esta hecha principalmente de carbono, hidrégeno y oxigeno, tipicamente
CooH144027. Una estructura propuesta es un copolimero lipidico de &cidos p-
hidroxicindmicos (&cidos ferulico y p-cumarico) y &cidos grasos, entrelazado con éteres y
ésteres [28]. Igualmente se han encontrado algunos tipos de carotenoides [29-30],
tocoferoles, provitamina A y vitamina D [6]. Los lipidos evitan la desecacion y muerte de
la célula viva y los antioxidantes evitan la oxidacion de algunos componentes del grano
[6, 30].

1.2 Polen Apicola como Alimento

El polen es un alimento que contiene nutrientes y compuestos bioactivos. Entre los
nutrientes se encuentran las proteinas, caracterizadas por el contenido de enzimas y

aminoacidos esenciales y no esenciales; carbohidratos, con presencia de azUcares
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reductores, polisacaridos, almidén y fibra, soluble e insoluble; lipidos, entre los que se
encuentran acido grasos, esteroles y triglicéridos; compuestos minoritarios como
minerales y vitaminas (hidrosolubles y liposolubles) y algunos compuestos bioactivos y
antioxidantes como polifenoles, carotenoides (principalmente (B-caroteno) y flavonoides
(flavonas, isoflavonas, flavonoles, antocianinas), entre otros [5, 8-9, 21, 31].

Las variaciones en la composicion nutricional y en las caracteristicas bioactivas del polen
apicola son ocasionadas por las condiciones climaticas, origen botanico, época del afio,
estacion, edad y estado nutricional de la planta, formas de recoleccién del polen,
métodos de extraccion, condiciones de almacenamiento y procesos de tratamiento sobre
el polen fresco [20, 32-33]. Entre los compuestos que varian dependiendo el origen
botanico esta el almidén [34], lipidos [21, 35], proteinas [6], minerales [20], aminoacidos
[33], flavonoides y carotenoides que afectan el color [5, 36-37] y vitaminas [32]. El
contenido tanto de carbohidratos totales como de azuUcares depende del proceso de
secado y almacenamiento [34], la proteina varia dependiendo del origen geografico y la
manipulacién [6], el contenido mineral depende del origen botanico [20], las vitaminas de
condiciones ambientales y nutricionales de la planta [32] y el contenido de carotenoides

con el procedimiento de extraccion, los rayos UV y el aire [6].

La humedad es un parametro importante para las reacciones de deterioro y proliferacion
de microorganismos que generan la fermentacién de polen [9], por tanto debe tener un
buen almacenamiento o ser llevado a procesos de secado para retirar agua. La humedad
es reportada en el rango 2.95-33.98% [6-7, 10, 33, 35-36, 38-41] y la determinacion es
realizada mediante secado en estufa [33, 37, 42-43] y metodologia Karl Fischer [44]. El
contenido de humedad 6ptimo para comercializacién debe ser menor al 6% [35, 38]. Se
han establecido limites para este parametro en Argentina, México y El Salvador,
reportandose un valor maximo en Argentina de 4.0% [45] y rangos entre 4.5-8.0% [46] y
4.0-30.0% [47], para México y El Salvador, respectivamente. De acuerdo a esto el polen
colombiano (5.29-7.73%) se encuentra ligeramente por encima de la legislacion
argentina, sin embargo modificando practicas de pos-cosecha, proceso Yy
almacenamiento puede alcanzarse dicho valor. lgualmente la actividad de agua es un

pardmetro importante para las reacciones de crecimiento microbiano, encontrandose en
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el polen rango entre 0.10-0.84 [7, 21, 33, 35-36, 43], dependiendo del polen usado en la
determinacion.

1.2.1 Carbohidratos

El polen apicola contiene entre 15-60% de carbohidratos, entre los que se encuentran
azucares reductores, polisacaridos y fibra dietaria [21, 23, 36]. De acuerdo a la norma
argentina que establece un rango entre 45-55% [45], el contenido del polen apicola se
encuentra por debajo del limite inferior, diferencias generadas por diversas condiciones.
Los azucares totales se han encontrado en rangos de 35.0-49.7% del contenido de
carbohidratos totales [48].

] AzUcares reductores

Se han reportado contenidos de monosacaridos como fructosa y glucosa, los cuales
generalmente vienen del néctar o la miel [36]. Por tal razén se encuentran en mayores
concentraciones que los demas sacaridos, ya que para compactar los pellets de polen,
las abejas adicionan néctar [33]. En pdlenes espafioles el contenido total de azlcares
reductores (glucosa y fructosa) es de 32.9% [35], en polen peruano esti entre 22.4-
26.0% [48] y en polen colombiano se encuentra entre 32.98-39.80% [7, 41].

] Polisacaridos

Se han encontrado polisacaridos como maltosa, isomaltosa, trehalosa, rafinosa, erlosa,
almidon, celulosa, hemicelulosa, y a nivel de trazas se encuentran sustancias que hacen
parte de la estructura de lignina [5-6]. En pélenes provenientes de lugares de clima frio
se reporta un contenido elevado de almidén, dado que las plantas lo almacenan en
mayores cantidades [48].

En la Tabla 1-1 se presenta la composicion de los carbohidratos:
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Tabla 1-1: Composicion de los carbohidratos de polen apicola
Carbohidrato (%) | Contenido Método de cuantificacion Referencias
Fibra cruda 0.43-20.0 Digestién enzimatica [43] [5,7,9, 43, 49]
Fibra dietaria 0.3-20.0 Digestion enzimética [33] [5, 748513] 35,
e | 115131
Fibra dietaria [7, 35, 40-41]
1.3-3.03
soluble
Almidon 2.13-18.0 [10, 34-35]
Glucosa 8.45-45.57 o
Fructosa 9.74-46.0 Crg][i'::?:r)]%ir:f_'aHLP'ﬁg'dégzg'ta [7, 33-35, 41]
Sacarosa 0.06-8.55
Trehalosa 0.20-3.20 [34-35]
Isomaltosa 0.22 [35]
Maltosa 1.07-5.61 HPLC [34] [34-35]
Rafinosa 0.15
Erlosa 0.15 [35]
Melecitosa 0.01-2.75
Turanosa 0.2-0.58 HPLC [34] [34]
1.2.2 Lipidos

Los lipidos en polen apicola se han encontrado entre 0.5-20%, provenientes

principalmente de la exina [6, 21, 35]. En polen colombiano se han encontrado valores
entre 4.61-6.90% [7, 40-41]. Dentro de los lipidos se pueden encontrar esteroles, como el

colesterol, mono, di y triglicéridos, 31 &cidos grasos esenciales, fosfolipidos,
hidrocarburos y terpenos [6, 23].

. Acidos grasos

Entre los acidos grasos se han encontrado el linolénico, palmitico, linoleico y oleico [5,

35], siendo el palmitico el mas abundante. Los acidos grasos insaturados constituyen el
70% de los acidos totales [5].

En la Tabla 1-2 se presenta la composicion de acidos grasos:
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Tabla 1-2: Composicion de acidos grasos en el polen apicola.

Componente (%) | Contenido Met(_)qlo d.e, Referencias
cuantificacion
i Goldfish [37, 42], Soxhlet | [5-7, 9-10, 32-33, 35, 37,
Grasa 0.15-20.0 (33, 43] 39-43, 49-50]
Acido graso
Caprilico (C8) 0.06-0.59
Céprico (C10) 0.56-3.51 [35, 41]
Laurico (C12) 0.90-7.34 [33, 35, 41]
Miristico (C14) 0.22-3.61 [33, 35, 41, 51-52]
Miristoleico (C14:1) | 0.64-8.80 [33, 35, 41]
Palmitico (C16) 11.3-44.78 [33, 35, 41, 51-52]
Palmitoleico
(C16:1) 0.38-13.58 [33, 35, 52]
Margaroleico
(C17:1) 2.10-2.65 Cromatografia de Gases [33]
Esteérico (C18) 1.83-5.14 - GC [33]
Oleico (C18:1) 1.95-27.81 [33, 35, 41, 51-52]
Linoleico (C18:2) | 4.88-34.65
Linolénico (C18:3) | 1.61-53.07
Araquidico (C20) 0.48-3.20 [33, 35, 41, 51]
Gadoleico (C20:1) | 8.65-9.97 [33]
Heneicosanoico
(C21) 1.27-2.36 [33]
Behénico (C22) 0.12-1.78 [35, 51-52]
Lignocérico (C24) | 0.18-2.43 GC [33] [33, 51]

1.2.3 Proteina

La proteina presenta un amplio rango en su contenido, encontrandose entre 7.5-40% [10,
21, 35-36, 41], valores por encima de las legislaciones argentina y mexicana (15-28%,
12-18%, respectivamente) [45-46]. En polen colombiano el rango esté entre 20.4-23.8%
[7, 40-41]. Se han reportado enzimas como la amilasa, invertasa, algunas fosfatasas y

transferasas; asi como cofactores enzimaticos, entre los que estan la biotina, el glutation,

el NAD y algunos nucledétidos [6, 23].
. Aminoacidos

De acuerdo a Dominguez [33] el amino&cido de mayor prevalencia es la prolina, seguido

de la hidroxiprolina, que se encuentra como una glicoproteina en la pared celular del
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polen, [6]. EI aminoacido no proteico acido gama-aminobutirico fue encontrado en
polenes espafioles, y su importancia radica en su participacion en varias funciones
fisiolbégicas y en su resistencia a tratamientos térmicos [33]. La lisina, leucina y acidos

glutamico y aspartico, constituyen el 55% de los amino&cidos totales [5].
La presencia de &cido glutamico y prolina est4 asociada con la calidad del polen, valores

superiores a 20mg/g de acido glutdmico indican frescura, mientras que el descenso en

los valores de prolina indican envejecimiento y procesamiento [33].

En la Tabla 1-3 se presenta el contenido de aminoacidos:
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Tabla 1-3: Composicion de aminoacidos en polen apicola.

Componente Contenido Met(_)qlo d_e, Referencias
cuantificacion
Kjeldahl [33, 37, 42-
. [5-7, 9-10, 32-33, 35, 37, 39-
Proteina (%) 7.5-52.6 43] 40, 42-43, 49-50]
Aminoacidos
(mg/1009)
Acido aspartico 2.98-151 Cromatografia [33, 35, 39]
Acido glutdmico 3.02-178.8 Liquida de e
Asparagina 0.51-58 A'tapEi'ngg]'a ] [33, 35]
Glutamina 0.21 [35]
Serina 1.0-274
Glicina 1.26-640
Alanina 0.38-1068 [33, 35, 39]
Arginina 1.23-503
Tirosina 0.75-743
Prolina 2.90-2581 [6, 33, 35, 39]
Metionina 0.53-2368 [7, 35, 39, 49]
Treonina 0.44-720 Cromatografia
Valina 1.56-4464 Liquida de
Isoleucina 1.21-4144 Alta Eficiencia - [7, 33, 35, 39, 49]
Leucina 1.93-5416 HPLC [33]
Lisina 1.84-3800
Fenilalanina 1.16-965 [33, 35, 39, 49, 53-54]
Histidina 0.53-3848 [7, 33, 35, 39, 53]
Triptéfano 0.16-1424 [7, 33, 39, 49]
Cisteina 0.06-3024 [7, 33, 49]
Hidroxiprolina 0.90-20 [33, 39]
Acido gama- 26-69 [33]
aminobutirico

1.2.4 Micronutrientes

Los micronutrientes son importantes en la alimentacion, ya que hacen parte de
reacciones metabdlicas. Entre estos se encuentran los minerales y vitaminas. Los
minerales participan en reacciones enzimaticas, mineralizacion de los huesos,
proteccion de células, entre otros [55], y las vitaminas ayudan en la obtencion de

cofactores y el mantenimiento de funciones bioldgicas [32].
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= Contenido mineral

Los elementos con mayor contenido son potasio, sodio, calcio, magnesio y fésforo [23].
En polen espafiiol se ha encontrado que el mineral predominante es el potasio con el 59-
60% del contenido total de las cenizas y el foésforo, calcio, sodio y magnesio son el 39.9%
[5, 35]. En polen colombiano se han encontrado valores para sodio entre 91.1-99.3ppm
[40-41], para calcio entre 1449.3-1795.7ppm [7, 40-41], para magnesio entre 1028.6-
2407.3ppm [7, 40-41], para zinc entre 30.0-47.4ppm [7, 40-41], para hierro entre 67.8-
70.7 ppm [40-41], para potasio entre 5624.5-5847.7ppm [40-41] y para cobre entre 10.0-
13.4ppm [40]. Dentro de los elementos trazas se encuentran el aluminio, boro, cloro,

cobre, yodo, hierro, manganeso, niquel, silice, azufre, titanio y zinc [6].

. Vitaminas

Se han encontrado amplios rangos, principalmente vitaminas del complejo B, Cy E [5, 8,
10, 21, 32].

En la Tabla 1-4 se presenta el contenido de minerales y vitaminas:
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Tabla 1-4: Micronutrientes de polen apicola.

Componente Contenido | Métodos de cuantificacion Referencias
. L [5-7, 9-10, 32, 35-37,
0 - -
Cenizas (%) 1.59-6.4 Calcinacion [37, 42-43] 39-40, 42-43, 50
Minerales (mg/kg)
Fe 11-2576
Cu 2-17.1
. 2000- [5, 9, 33, 35, 40, 49]
20000
P 581.6-6000 Espectrofotometria de [5, 9, 33, 35, 49]
Ca 64-3000 Absporcién Atémica [33] [5. 7.9, 33, 35, 40,
Mg 81.6-3000 56]
) [5,7,9, 33, 35, 40,
Zn 30-311 49, 56]
Na 57.44-2211 [33, 35, 40, 49]
Mn 7.41-110 [5, 9, 33, 35]
Vitaminas (mg/kg)
B-caroteno )
(Provitamina A) 10-200 [5, 9]
Tiamina (B1) 0.64-13
Riboflavina (B2) 0.81-25.6 Cromatografia Liquida de [5, 9, 32, 49]
Niacina (B3) 4.2-153.4 Alta Eficiencia — HPLC [32] T
Piridoxina (B6) 0.25-7
Acido p(ggt)"te”'co 1.01-20 [5, 9, 49, 56]
Acido félico(B9) 3-303.8 [5, 9, 49]
Acido ascérbico 26.12-560 HPLC [32], Titulacion [37], [5, 9, 49, 56]
(©) ' Espectrofotometria [43] [37, 43]
Biotina (H) 0.5-0.7 Cromatografia Liquida de [5, 9]
Tocoferol (E) 9.2-869.6 Alta Eficiencia — HPLC [32] [5, 9, 40, 49, 57]

1.2.5 Caracteristicas bioactivas

Se han encontrado sustancias antioxidantes como flavonoides, carotenoides, fenoles
totales y xantofilas [8, 21, 23]. Estos compuestos se ven afectados negativamente por

tratamientos térmicos [33].

. Compuestos fenélicos

La composicion fendlica del polen consiste principalmente en flavonoides y &cidos

fendlicos [31, 58]. Los acidos se dividen de acuerdo a su estructura en Aacidos
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hidroxibenzoicos y acidos hidroxicindmicos y los flavonoides se encuentran generalmente
en forma de glucosidos: flavonas, isoflavonas (generan colores amarillos) y antocianos
(colores rojo violeta), también se ha reportado que generan colores rosado, purpura y
azul [6, 48].

En un estudio realizado por LeBlanc [8] en polen se encontraron polifenoles, flavonas,
flavonoles como quercetina y naringenina, analizados en diferentes solventes. Al utilizar
metanol y etanol se obtienen compuestos como flavonoides y catequinas. Campos ha
reportado polifenoles, entre los que encontrd principalmente derivados de &cidos
fenolicos y flavonoides [5]. Entre los flavonoides encontrados en polen brasilefio estan la
miricetina, dihidromiricetina, quercetina e isorhamnetina [59]. Se han encontrado los
polifenoles acido o-,p-cumarico, acido ferulico, miricetina, acido cinamico, quercetina,

naringenina, herpertina y kamferol en polen griego [60].

e Isoprenoides

El contenido de carotenoides totales esta entre 1.22-20.40 pg/polen [33] y generan

colores amarillos, rojo-anaranjado y amarillo-anaranjado en el polen [48].

En la Tabla 1-5 se presenta el contenido de compuestos bioactivos:
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Tabla 1-5: Composicion de bioactivos en polen apicola.

Componente Contenido Métodos de cuantificacion Referencias
Polifenoles (mg/ Cromatografia de gases acoplada a
GAE) 9’9 4.4-34.85 espectrofotometria de masas (GC- [8, 61-63]
MS) [33]
0.783-
kamferol (mg/100g) 403.2 nano-HPLC [60] [49, 60]
Isorhamnetina
101.3
(mg/100q9) [49]
Rutina (mg/100g) 482.7
Luteolina (mg/100q) 46.8
Cianidina (mg/100g) | 0.20-2.21 i
Malvidina (mg/100g) | 0.027-0.37 (GC-MS) [33] [33]
Flavonas y flavonoles 0.029-13.6 [8, 60, 62]
(mg/g querce)
Flavonon_as (mgl/g 0.022- [8, 60]
7 naring) 27.48 Nano-Cromatografia Liquida de
Acido ferulico (ug/g) | 149.10 Alta Eficiencia - HPLC [60]
Acido o-cumarico 36.69
) (H9/g) ' [60]
Acido cinamico (ug/g) 23.46
Herpertina (ug/g) 3.01
Actividad
antioxidante (mg 3.64-7.32 [33]
Trolox/100g)
DPPH ECsy (mg/ml) 0.40-5.87 Espectrofotometria [7] [7, 40, 61]
FRAP (mM[Fe* 0.255-
reducido) 5.355 [8, 62]
TEAC (mM Trolox/g) | 0.08-6.838 [40, 62]
Luteina (ug/qg) 0.81-5.73
Zeaxantina (ug/g) 0.00-2.26 HPLC [33] [33]
B-caroteno (ug/g) 12.41

La composicién nutricional y bioactiva del polen apicola lo hace un producto interesante

para su utilizacion como alimento en la dieta humana, ya que tiene todos los nutrientes

necesarios para el organismo.

El contenido de proteinas, grasa y fibra es superior a lo encontrado para otros alimentos

como la leche, carne y otros vegetales. Dentro de las proteinas es importante notar el

contenido de aminoacidos que posee, resaltdndose principalmente los esenciales

(fenilalanina, leucina, valina, isoleucina, arginina, histidina, lisina, metionina, treonina y




Capitulo 1. Aptitud nutricional y bioactiva del polen apicola para un proceso 17

de fermentacion en fase sélida.

triptéfano), con contenidos maximos de 5416mg/100g para la leucina, siendo este el que
reporta los valores mas elevados; la calidad proteica de un alimento se mide por la
composicion de aminoécido esenciales que posea, por tanto del polen tiene una calidad
mejor que otros alimentos [23]. Igualmente algunos aminoéacidos no esenciales como la
prolina y el acido glutamico son asociados a la calidad de los alimentos, y debido a que el
polen tiene buenos contenidos (méaximo 2581 y 178.8mg/100g, respectivamente), pueden
utilizarse como parametros para evaluar si el polen ha sido sometido a procesamiento
[33].

Los lipidos se caracterizan principalmente por su contenido de &cidos grasos,
destacandose los insaturados, por su beneficio a la salud. Al igual que los compuestos
bioactivos que generan reduccion en algunas enfermedades degenerativas, riesgos
cardiovasculares, antioxidantes, entre otros [31]. Los acidos grasos esenciales, al igual
gue los aminoacidos no pueden ser sintetizados y deben ingerirse en la dieta. Entre los
acidos grasos esenciales que tiene el polen se destacan el linolénico (1.61-53.07%),
linoleico (4.88-34.65%) y oleico (1.95-27.81%), conocidos cominmente como omega 3, 6
y 9 respectivamente. Entre los compuestos bioactios importantes se encuentran los
acidos fendlicos, como el galico, p-hidroxibenzoico, caféico, ferulico y p-cumarico [31],

encontrados principalmente en plantas y por tanto en el polen.

Los compuestos nutricionales y bioactivos del polen apicola lo hace un producto ideal
para el consumo, dado que posee una composicién nutricional excepcional por el origen
vegetal, debido a que alimentos que provienen de plantas suelen ser ricas en
carbohidratos, sin embargo son pobres en proteinas, minerales y algunas vitaminas [64],

mientras que el polen también posee altos contenidos de dichos nutrientes.

En este sentido es reportado que el polen, en la forma actual en que es comercializado,
no es facilmente digerible por organismos monogastricos como los humanos o las abejas
[65], por tal razdén es sometido a procesos de transformacién, como la fermentacion,
debido a que el polen fermentado o pan de abejas es mas tolerado por el organismo
humano y pueden aprovecharse mejor los nutrientes [19]. Como fue mencionado
anteriormente la fermentaciéon en fase sdlida es el bioproceso utilizado en la colmena, el

cual aprovecha los nutrientes del polen como fuente principal para los microorganismos.
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1.3 Fermentacion en Fase Sélida de Polen Apicola

La fermentacién en fase sélida (FFS) es un proceso caracterizado por el desarrollo de
poblaciones de microorganismos sobre un sustrato sélido, que tiene un contenido minimo
de agua libre. El sustrato actia como fuente de nitrégeno y carbono, mientras que el
agua necesaria por el microorganismo generalmente se encuentra formando un complejo
con la matriz [11-12, 66].Los primeros indicios de una fermentacion en fase sdlida fueron
los ensilajes, donde el forraje para animales es dejado en condiciones con ambientes
cerrados y temperaturas apropiadas para que fermentara y se conservara por mas
tiempo [14]. Este proceso se realiza para aprovechar los residuos y generar valor
agregado [12]. Posteriormente fueron utilizadas bacterias &cido lacticas (BAL) para
mejorar la conversion a acido lactico, debido a que el forraje no posee las suficientes BAL
para generar una fermentacion eficiente, la cepa mas utilizada fue Lactobacillus
plantarum presentandose buenos resultados en cuanto a la acidificacion respecto a otras

bacterias utilizadas [14, 67].

Ademas de los ensilajes, este proceso se ha utilizado para la produccién de enzimas,
acidos organicos, proteina unicelular, etanol, biopesticidas, bioherbicidas, antiobidticos,
compuestos aromaticos y de sabor y bioactivos como aflatoxinas, ocratoxinas,
tetraciclinas y otros [7, 11-12, 31, 66, 68]. Se ha utilizado la fermentacion en fase sdélida
para la obtencion de compuestos fendlicos de las plantas e incrementar su contenido en
alimentos, los cuales se producen como metabolitos secundarios cuando el crecimiento
microbiano ha sido completado. En algunos medios liquidos se ha encontrado que los
microorganismos generan los compuestos cuando les hace falta carbono, nitrégeno o
fosfato [31].

Durante el bioproceso, es importante tener en cuenta factores como temperatura, pH,
sustrato, actividad de agua, tamafio de particula, produccion de biomasa, etc., debido a
gue afectan el crecimiento y metabolismo del microorganismo [11, 69]. El tamafio de
particula no debe ser muy pequefo, debido a que la materia prima puede aglomerarse y

evitar la respiracion de los microorganismos, de igual forma tampoco debe ser muy
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grande, porque no existira la suficiente area superficial para que los microorganismos
actuen [11, 67]. El sustrato debe proveer los nutrientes necesarios para el crecimiento de
los microorganismos, de lo contrario debe realizarse la adicion de los compuestos
faltantes, ademas de realizar un pre-tratamiento, como reduccién de tamafio, ajustar pH y
actividad de agua, eliminacién de contaminantes y degradacion de compuestos para
facilitar el aprovechamiento. Los sustratos mas utilizados son salvado de trigo, granos de
cereal, legumbres, madera, paja, cafia de azlcar y residuos de la agroindustria [7, 11,
66-68]. La actividad de agua esta relacionada con el metabolismo del microorganismo
[70], ya que bajos valores disminuyen la tasa de crecimiento generando menos biomasa,
igualmente es utilizada para evitar la contaminacion del proceso por bacterias, debido a
gue estas crecen en sustratos con actividades de agua superiores a 0.90. El pH esta
directamente implicado en las actividades metabdlicas y cada microorganismo tiene un
rango optimo especifico para crecimiento y mantenimiento. La temperatura es uno de los
factores mas importantes, debido a que algunos productos como enzimas son sensibles
a esta, ademas puede generar desnaturalizacién de proteinas, lo que conlleva a falta de
nutrientes, aceleracion o inhibicion de la produccién y muerte celular. El oxigeno debe
tenerse en cuenta cuando los microorganismos son aerobicos, y por ende debe
asegurarse una continua adiciébn mediante aireacion y agitacion del sustrato [11, 31, 64].
La biomasa es un parametro fundamental en las fermentaciones en fase sélida, ya que

es la que caracteriza el crecimiento microbiano [11].

Las ventajas de la fermentacion en fase sdélida son la mayor productividad, menores
costos de inversion debido a que los principales sustratos son residuos de otra industria,
menor volumen de aguas residuales y menor consumo energético, sin embargo tiene
desventajas como la acumulacién de calor, contaminacién bacteriana, limitacion de
microorganismos que pueden crecer a bajos niveles de actividad de agua, dificultad en la
determinacion del crecimiento microbiano, purificacion del producto y problemas para

controlar la humedad del sustrato [11, 67].
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1.3.1 Antecedentes de Fermentacidon en Polen Apicola

Teniendo en cuenta las ventajas mencionadas y la obtenciéon de un producto de forma
natural se han llevado a cabo investigaciones sobre el proceso de fermentacion en fase
sélida de polen apicola. Estas muestran que el proceso comienza con su
almacenamiento en las celdas de la colmena, previamente adicionado con secreciones
salivares y el acido 10-hidroxi-2-decenoico [56]; el polen es cubierto con una capa de
miel, que genera un ambiente anaerdbico a 34-36°C [56], y mediante la accién de
bacterias y levaduras se inicia el proceso de fermentacién [71]. El polen almacenado
sufre cambios bioquimicos, lo cual lo convierte en un nuevo producto conocido como pan
de abejas [7, 23]. Este bioproceso es el primer indicio de una fermentacién en fase sélida

del polen apicola.

De la misma forma son reportadas posibles rutas fermentativas efectuadas por los
microorganismos en el polen apicola [6, 56, 71]. Rios reporta dos rutas viables en la
fermentacién. En la primera ruta los microorganismos que realizan el proceso son
Lactobacillus, Pseudomonas y Saccharomyces. Las Pseudomonas generan el ambiente
anaerobico para los Lactobacillus y degradan la exina, mientras que los Lactobacillus
realizan la fermentacion &acido-lactica. En la segunda ruta las Pseudomonas consumen el
oxigeno presente preparando el ambiente para la fermentacién anaerdbica que realizan
los Lactobacillus y luego desaparecen; seguidamente los Lactobacillus degradan algunos
azucares para producir acido lactico y finalmente las Saccharomyces terminan la

degradacion de los azucares restantes [6].

Gilliam reporta una ruta fermentativa que consiste de cuatro etapas: en la primera se da
la formacion de un grupo heterogéneo de bacterias que también incluye algunas
levaduras; en la segunda etapa la especie Streptococcus utiliza los productos generados
por las levaduras para reducir el pH del polen; en la tercera etapa la especie
Streptococcus desaparece y se desarrollan Lactobacillus, que acidifican mejor; la cuarta
fase consiste en la desaparicion de las bacterias acido lacticas por el alto contenido de
acidez [71].
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Loper ha reportado microorganismos como hongos y bacterias aerdbicas y acido-lacticas.
Las bacterias aerébicas ayudan a liberar el contenido celular del polen. Seguidamente los
Lactobacillus incrementan el contenido de &cido lactico hasta alcanzar un pH cercano a
4.0. y finalmente algunos hongos utilizan este acido para obtener un pan de abejas pre-
digerido [56].

De acuerdo a las rutas mencionadas y los microorganismos que las realizan se ha
generado la inquietud sobre la posibilidad de replicar el proceso para aprovechar la
calidad alimenticia del polen y transformarlo en un producto con una mejor disponibilidad
de nutrientes, por tanto se han desarrollado estudios simulando las condiciones

necesarias para realizar una fermentacion en fase solida de polen apicola [6-7, 16-17].

El primer reporte encontrado fue realizado por Vamanu en 2006 donde utilizé la cepa
Lactobacillus acidophillus en sustratos con diferentes concentraciones de polen (con
agua y sin agua) a diferentes condiciones de pH y temperatura, encontrando las ideales
para inducir el proceso fermentativo a pH 4.5-6.5 y temperaturas de 30-42°C; el medio en
el cual se desarroll6 la cepa contenia sacarosa, maltosa, lactosa, fructosa, xilosa,
rafinosa y otros. El sustrato 6ptimo para la fermentacion es el que contiene polen y agua
[18].

En el 2008 Vamanu utilizé cepas de Lactobacillus acidophillus, Lactobacillus plantarum y
una mezcla de las dos en sustratos con diferentes concentraciones de polen, con el fin
de obtener un producto con caracteristicas probidticas, encontrando que a
concentraciones mayores de polen la cepa de Lactobacillus acidophillus es la que
presenta mayor viabilidad, mientras que a menores cantidades de polen lo ideal es tener

una mezcla de las dos cepas [16-17].

Basandose en los reportes de Vamanu, en 2009 fue realizado un estudio en polen
colombiano por Fuenmayor donde se utilizaron cepas de Lactobacillus acidopillus,
Lactobacillus paracasei y dos cepas comerciales, diferentes concentraciones de polen
(adicionando agua y miel), diferentes cantidades de inéculo, un tratamiento térmico
previo y la adiciébn de enzimas, para encontrar cuales parametros realizaban una mejor

fermentacién. Las mejores condiciones fueron: cantidad de in6culo de 1x10° ufc/g de la



22 Evaluacién de diferentes condiciones del proceso de fermentacion en fase solida

de polen apicola.

cepa Lactobacillus acidopillus en una mezcla polen agua 2:1 con un tratamiento térmico
previo a 121°C por 15 minutos en autoclave y una incubacion a 35°C. La adicién de miel

y enzimas no generd un cambio significativo en la fermentacion [7].

Vamanu en el 2010 realiz6 un estudio con seis cepas diferentes de bacterias, cuatro del
género Lactobacillus (Lactococcus fermentum, Lactobacillus plantarum 1 y 2 vy
Lactobacillus paracasei) y dos de Bifidobacterium (Bifidobacterium bifidum 1 y 2),
adicionandole al sustrato prebidticos como inulina, rafinosa y lactulosa, con el fin de
evaluar el efecto de estas sustancias sobre la viabilidad celular, la produccién de acido
lactico y la capacidad antioxidante. Los que presentaron mejores resultados fueron la

inulina y lactulosa [19].

1.3.2 Pan de abejas

El pan de abejas es el producto de la fermentacion natural en fase soélida del polen
apicola. Es efectuado mediante la adicibn de enzimas, secreciones salivares y miel,
creando un ambiente anaerébico en el cual las bacterias y levaduras realizan el

bioproceso [6].

Las abejas realizan este proceso para obtener un alimento con mejor disponibilidad de
nutrientes [7] porque consumir el polen fresco retrasa el crecimiento y la capacidad de
producir las secreciones salivares que utilizan para la recoleccidon de polen y fabricacion
de alimento [6, 23]. Ademas mejora el potencial de asimilacion de los nutrientes en el
organismo, dado que las enzimas transforman los compuestos grandes como
polisacéaridos y carbohidratos en compuestos de menor peso molecular que facilitan la
digestion del pan de abejas. Asi mismo aumenta la solubilidad de las proteinas entre 2.9-
5.6% [6, 56, 71].

El pan de abejas tiene una composicion y valor nutricional diferente al polen apicola y
posee nuevos nutrientes como la vitamina K [56, 71]. La variacion en el contenido de los

nutrientes depende del origen botanico y el periodo vegetativo de la planta, entre otros

[6].
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Al inducir un proceso fermentativo se genera acido-lactico, el cual evita la propagaciéon de
otros microorganismos, por tanto las propiedades antimicrobianas del pan de abejas son

tres veces mayores a las del polen [6].

1.3.3 Caracteristicas nutricionales y bioactivas del polen
fermentado

El pan de abejas estd compuesto mayormente por proteinas, algunos compuestos
bioactivos, aminoacidos libres, acidos grasos y azlcares [6]. Entre las proteinas se
encuentran enzimas como amilasa, fosfatasa-acida y alcalina y la enzima glucosa-
oxidasa [6, 23, 71] y algunos aminoacidos como alanina, valina, leucina, prolina
fenilalanina, entre otros [72]. Entre los acidos grasos encontrados se tiene el linolénico,
linoleico, octadecanoico y otros [72]. Los azlcares reportados son la sacarosa, maltosa,
maltulosa, isomaltosa y turanosa [72]. Es importante notar que el contenido de azUcares

reductores es mayor en el pan de abejas que en el polen [23, 71]

Entre los bioactivos encontrados estan carotenoides (provitamina A) y vitaminas C, B, E
y K [6, 71]. Se han encontrado compuestos con propiedades antioxidantes, algunos
fenoles como acido p-cumarico y kamferol y flavonoides como quercetina, naringenina,
crisina y apigenina, aunque estos dos Ultimos se han encontrado a nivel de trazas [72-
73]. En un estudio realizado en Lituania se han encontrado valores de inhibicién de
ciertos radicales (actividad antioxidante) con resultados de 64.2-94.0% para DPPH y
73.2-94.8% para ABTS'[73].

En la Tabla 1-6 se presenta la composicion del pan de abejas:
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Tabla 1-6: Composicion nutricional y bioactiva de pan de abejas.

Componente | Contenido Meto_d_os O.l? Referencias
cuantificacién
Humedad Secado en horno
%) 18.44 7]
Proteina (%) 21.0 Kjeldahl [7]
Grasa (%) 6.69 Soxhlet [7] [7]
Fibra cruda 13.1 Digestion &cido-
(%) ' basica [7]
Cenizas (%) 2.22 Calcinacion [7]
(ZZa (mg/kg) 920 Espectrofotometria
n (mg/kg) 93 L
de Absorcion [56]
K (mg/kg) 5850 Atémica [56]
Mg (mg/kg) 675
DPPH ECsg Espectrofotometria
(mg/mL) 0.331 7] [7]
Previtamina
A (mg/100g) 200-875
Vitamina E
(Tocoferol) 170 [6]
(mg/100q)
Vitamina C
(Mg/100g) 6-200

1.3.4 Microbiota asociada al polen

El polen posee una microbiota natural dadas las condiciones a las que esta expuesto,
puede ser flora propia que varia de acuerdo al origen geogréfico, botanico y humedad, o
flora externa introducida por incorrecta manipulacién, contaminacion ambiental,
procesamiento y comercializacion, y la adiciébn de enzimas y secreciones salivares
utilizadas durante el proceso de recoleccion por la abeja [56, 74], ademas de factores en

el proceso de almacenamiento y transformacion.

Se han realizado estudios en polen de diferentes origenes geograficos encontrandose
diversidad de microorganismos. En pélenes colombianos se encontraron aerobios
mesdfilos, levaduras y mohos del género Aspergillus sp., coliformes, bacterias del género
Clostridium sp. y Staphylococcus sp. en cantidades superiores a 2200 ufc/g [74]. Entre
los microorganismos que se han encontrado es de importancia el Clostridium perfringens

por su toxicidad [75]. En polen hondurefio fresco y seco a 42°C se encontraron coliformes
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totales, fecales, mohos filamentosos y levaduras. A destacar se encontré Escherichia coli
y los patdgenos como Staphylococcus coagulasa positiva, Salmonella y Clostridium
perfringens [76]. En polen argentino se han encontrado aerobios totales, coliformes

totales y fecales y varias especies de hongos productores de micotoxinas.

La flora microbiana que tiene el polen y la que puede ser adicionada por el ambiente y las
abejas es un factor importante en la transformacion del polen apicola a pan de abejas, ya

gue son los microorganismos los que llevan a cabo el proceso fermentativo [7].

1.3.5 Condiciones de proceso

Las condiciones del proceso de fermentacién dependen del microorganismo a utilizar.
Debido a que los principales encontrados en el bioproceso natural fueron bacterias acido
lacticas y levaduras, se hara énfasis en las condiciones de acuerdo a las necesidades de

éstos.

Las bacterias son organismos unicelulares que pueden ser aerobias, anaerobias o
anaerobias facultativas, tienen tres morfologias: esféricas (cocci), varilla (bacilli) y curvas
(comma), forman grupos o cadenas y de acuerdo a la estructura de su pared celular se
clasifican en Gram positivas o negativas [64]. La especie principal en la fermentacion de
polen apicola son las del género Lactobacillus, éstas son bacterias Gram positivas
facultativas y anaeroébicas [77] y pueden ser homofermentativas o heterofermentativas.
Se encuentran en plantas, frutas, vegetales, carne y heces [64]. Entre los Lactobacillus
utilizados en alimentos como cultivos iniciadores en productos fermentados se
encuentran el Lactobacillus delbrueckii sub. bulgaricus, Lactobacillus helveticus y
Lactobacillus plantarum, y como especies probiodticas se usan Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus reuteri, Lactobacillus. casei sub. casei. Algunas especies producen

bacteriocinas, que son utilizadas como preservantes [64, 69].

Las levaduras son hongos que en casi todos los casos se presentan en estado unicelular
durante todo su ciclo de vida. Es muy comun encontrarlos en las hojas y flores de plantas

ya que forman parte de la microbiota del ambiente [64]. De las levaduras, la mas
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conocida es la Saccharomyces cerevisiae que ha sido utilizada durante mucho tiempo en
alimentos gracias a su capacidad de fermentar generando diferentes productos segun las
necesidades de la industria. En ausencia de oxigeno o altas concentraciones de glucosa,
S. cerevisiae realiza una fermentacién generando como productos alcohol y diéxido de

carbono, igualmente se utiliza en panaderia [64, 78].
Para el crecimiento de los microorganismos, las condiciones mas importantes son la
temperatura, el tiempo de incubacion, la actividad de agua, el pH, los nutrientes y el

oxigeno [11, 31, 64].

Actividad de agua: El crecimiento bacteriano es inhibido a a, menores a 0.90 mientras

gue el de las levaduras es inhibido a a,<0.85, exceptuando las levaduras osmdéfilas que

sobreviven a a,<0.6 [64, 67].

Temperatura: Lactobacillus plantarum y Lactobacillus acidophillus son mesofilos, es decir
crecen en temperaturas entre 30-40°C [69, 79-80]. Las levaduras crecen entre 25-30°C,
pero esto también depende de la naturaleza de la levadura: mesdéfila, terméfila o

psicrofila.

pH: Las bacterias acido lacticas necesitan pH entre 4.0-8.5 [64] teniendo un 6éptimo de
crecimiento a pH 5.4-6.3 [67, 80]. El Lactobacillus plantarum predomina en
fermentaciones a pH incluso inferiores a 4.0 y tiene una tolerancia mayor a pH bajos
respecto a otras bacterias acido lacticas. El crecimiento se detiene cuando el pH alcanza
el rango de 4.6-4.8 [81]. Las levaduras tienen un pH éptimo de crecimiento entre 4.0-5.0,

aunque tiene un rango entre 2.0-8.5 [11, 64].

Tiempo: En estudios realizados por Vamanu [17] se encontraron tiempos de incubacién
de 72 horas en fermentacion de polen en fase solida, sin embargo Fuenmayor [7] reporta

gue después de 24 horas empieza a existir un decrecimiento del nimero de bacterias.

Nutrientes: Los microorganismos necesitan carbono, hidrégeno, nitrégeno, minerales,
agua y oxigeno si son aerobios, como fuente de energia y mantenimiento celular [67, 82].

Otros nutrientes necesarios pueden ser: Cu, Mn, Co, Mo, B, vitaminas, aminoacidos y
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lipidos, entre otros [11, 31, 64, 80]. Los elementas principales son el carbono, hidrégeno,
oxigeno, nitrégeno y azufre en cantidades de 45, 7, 33, 10 y 2.5% respectivamente [67].
El nitrbgeno generalmente proviene de nitratos, urea, amoniaco y el presente en la
materia prima [67]. Las fuentes de energia mas utilizadas en fermentacion son productos
gue contienen carbohidratos como glucosa, fructosa y almidén principalmente, aunque
también se han utilizado sacarosa, lactosa, celulosa y rafinosa [11]. Las concentraciones
elevadas de carbohidratos tienen un efecto negativo en el crecimiento bacteriano por el
efecto osmotico [67]. Estos nutrientes son generales, pues dependen del microorganismo
utilizado y su demanda, por ejemplo, los Lactobacillus necesitan aminoacidos, vitaminas
y acidos nucleicos [80] y el Lactobacillus plantarum en especial tiene un gran
requerimiento de manganeso [81]. La exigencia en cuanto al requerimiento nutricional es

maxima para las bacterias, seguida de las levaduras y los hongos [11, 31, 64].

Oxigeno: Las bacterias acido lacticas son anaerobias facultativas, es decir, pueden pasar
de vida anaerobia a aerobia, aunque principalmente son anaerobias [69, 80]. Las

levaduras pueden crecer en presencia de oxigeno, ninguna es anaerobia estricta [64].






2.Capitulo 2: Condiciones de proceso Vy
adecuacion del polen apicola como materia
prima para un proceso de fermentacion en
fase solida.

2.1 Introduccién

El polen apicola es un producto de la colmena que tiene una composicién nutricional y
bioactiva excepcional [5-6], por tanto actualmente es comercializado como alimento de
consumo humano; igualmente es un sustrato apropiado para realizar procesos de
fermentacion en fase sélida, de forma similar al que ocurre en la formacién de pan de

abejas al interior de la colmena [6].

Con el fin de realizar la simulacién del bioproceso natural se han realizado estudios
donde se evaltan diferentes condiciones de sustrato y proceso, temperatura, tiempo de
incubacién y cantidad de inéculo [7, 16-17, 19]; encontrando que la calidad higiénica de
la materia prima es un factor que influye en el desarrollo del proceso y las condiciones
finales del producto. El polen apicola comercializado por los apicultores tiene una carga
microbiana generada en el proceso de recoleccion por parte de las abejas, por la adicion
de secreciones salivares y el contacto de las abejas con el medio ambiente [56, 83], por
tanto, procesos de limpieza para retirar las impurezas mayores [84] y el proceso de
secado se han utilizado como métodos de conservacion, debido a que la baja actividad
de agua obtenida en el producto seco evita la proliferacién microbiana y reacciones de
deterioro [64, 67, 85].

Previamente a la fermentacion se ha realizado un proceso de esterilizacion con el fin de
inactivar enzimas y esporas de microorganismos, ya que la mayoria no sobreviven a

altas temperaturas [79, 86]. Este proceso se realiza con el fin de evitar la competencia de
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los microorganismos de interés por el sustrato [56, 83], sin embargo es importante tener
en cuenta que el efecto combinado de la temperatura y el tiempo de exposicién generan
degradacién de algunos compuestos, en ocasiones por el desarrollo de las reacciones de
Maillard [87] y pérdida de compuestos como antioxidantes, compuestos volatiles y

vitaminas [86].

Ademas de eliminar la carga microbiana inicial, es necesario realizar el escalamiento del
proceso, partiendo de un inéculo pequefio de polen. Esta matriz tiene una excelente
composicion nutricional favoreciendo el crecimiento microbiano, igualmente tiene una
capa de polisacaridos externa llamada exina, que se convierte en una proteccion natural
gue impide el aprovechamiento de todos los nutrientes [24-25, 29-30], es una morfologia
compleja que genera estrés en los microorganismos, por tanto se ha identificado la
necesidad de realizar la preparacion de un indculo previo a su adicion en el proceso de

fermentacion en fase sélida [7].

El objetivo de este capitulo fue establecer las condiciones de acondicionamiento en el

proceso de fermentacion en fase sélida de polen apicola.

2.2 Materiales y Métodos

2.2.1 Materia Prima

» Polen apicola humedo y seco

Originario de apiarios, ubicados en la zona de bosque alto-andino (2.800 y 3.200 msnm);
almacenado en bolsas de poletileno y mantenido a una temperatura de -20°C * 3°C. Las
muestras de polen apicola seco fueron deshidratadas en un horno de secado con aire
caliente a 60°C + 5°C por 4 horas y se almacend en frascos de vidrio a temperatura

ambiente (20°C £ 3°C) hasta su inclusién en el proceso.
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= Pan de abejas

Los marcos donde se encuentra el pan de abejas (al interior de las celdas) se obtuvieron
de apiarios, ubicados en la zona de bosque alto-andino (2.800 y 3.200 msnm);
almacenado en bolsas de poletileno y mantenido a una temperatura ambiente hasta la
extraccion y almacenamiento a temperatura ambiente para los analisis microbiolégicos y

a -20°C + 3°C para los analisis fisicoquimicos.
= Cepas de bacterias 4cido-lacticas y levadura

Se utilizaron cepas ATCC de bacterias acido-lacticas y una levadura de la marca Kwik
Stik™ (Ficha técnica en el Anexo A), activadas de acuerdo a las recomendaciones de la
casa comercial (Ver Anexo B) y conservadas en crioperlas a una temperatura de -20°C +
3°C.

e Lactobacillus acidophillus ATCC 4356
e Lactobacillus plantarum ATCC 8014

e Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763

2.2.2 Operaciones de acondicionamiento

Previo al desarrollo de los ensayos de fermentacién en fase sélida, el polen apicola fue
sometido a un proceso de limpieza de impurezas macroscépicas mediante tamizado con
una zaranda Tyler, utilizando un juego de tamices de 5, 7, 10, 12, 18, 30 y fondos [84].
Las fracciones seleccionadas para los ensayos fueron las de los tamices 10, 12 y 18; las
otras fueron consideradas impurezas, de acuerdo a la metodologia propuesta y reportada
por Duran [88]. A continuacion se sometié a un proceso de molienda y almacenado a

temperatura ambiente hasta los ensayos.



32 Evaluacién de diferentes condiciones del proceso de fermentacion en fase solida

de polen apicola.

= Tratamientos térmicos

Se realizan con el fin de eliminar la carga microbiana inicial del polen y asi evitar
competencia con los microorganismos que se van a utilizar en el proceso. De acuerdo a
revision bibliografica se realizaron tratamientos en bafio termostatado a 70°Cx15min,
70°Cx30min, 80°Cx15min y 80°Cx30min y tratamientos térmicos a presion a
121°Cx15min, 115°Cx12min y 110°Cx36min [7, 89-91]. Los tratamientos térmicos a
presion se realizaron en polen himedo, seco y en las proporciones de polen-agua 2:1,
1:1 y 1:2 en una autoclave Tutthauer. Se prepararon cuatro (4) frascos de 25g

aproximadamente para cada una de las relaciones de polen-agua y polen.

Los tratamientos térmicos a bajas temperaturas (menores a 80°C) se realizaron en polen
hiamedo y dado que presentaron resultados deficientes en la prueba de esterilidad
comercial, se decidié eliminarlos y realizar el disefio con los tratamientos térmicos con
presion. El disefo utilizado fue un factorial 5*3 donde los factores son la condicién de
polen con 5 niveles (polen himedo, seco y relaciones polen-agua 2:1, 1:1y 1:2) y el
tratamiento térmico con 3 niveles (121°Cx15min, 115°Cx12min y 110°Cx36min). El
disefio experimental se presenta en la Tabla 2-1. En cada celda se presenta el nUmero

de réplicas que se realizaron.

Tabla 2-1: Niumero de ensayos del disefio experimental para evaluar los tratamientos

térmicos sobre el tipo de sustrato.

_ Tipo de sustrato
Tratamiento

Polen |Relaciones Polen:Agua|Polen

Térmico
Himedo| 2:1 1:1 1:2 | Seco
121°Cx15min 3 3 3 3 3
115°Cx12min 3 3 3 3 3
110°Cx36min 3 3 3 3 3
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= Estandarizacién de in6culo

El polen apicola es una matriz compleja que puede generar estrés en los
microorganismos, evitando su desarrollo, por tal razén es necesario realizar un pre-
in6culo, con una pequefia cantidad de polen, para preparar a los microorganismos al

sustrato.

Se realizaron ensayos preliminares de fermentacion con la adicion de distintas relaciones
de polen-caldo utilizando polen fresco como sustrato, evidenciandose que a las 12 horas
no hubo crecimiento microbiano, por tanto se realiz6é la estandarizacion en la relacion
polen-agua 2:1. Para esta se utilizaron las relaciones de polen-caldo nutritivo (1:10, 1:25
y 1:50) y un inéculo de 10° ufc/g [7]. En la Figura 2-1 se muestra el procedimiento
realizado en la estandarizacion. El caldo utilizado para las bacterias acido lacticas (BAL)
fue el MRS (Man, Rogosa y Sharpe) y para las levaduras se utilizé un caldo enriquecido
con peptona, glucosa y extracto de levadura. El polen apicola utilizado para realizar el
recuento de la viabilidad microbiana fue en la relacion polen seco-agua destilada 2:1 por
la viabilidad microbiana. Se agitd a 400 rpm hasta lograr completa homogenizacion y la
mezcla se sometio al tratamiento en autoclave de 121°C durante 15 minutos. A
continuacién se adicion6 el in6culo pre-incubado y con una espétula de acero inoxidable
previamente esterilizada se realizé la homogenizacion y se distribuyé la mezcla en

frascos de 25g.
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Figura 2-1: Procedimiento de estandarizacion del indculo.

Activacioén de la cepa: sumergir una crioperla
en 9mL de caldo MRS para BAL o caldo
enriquecido para levaduras, incubacion a

35°C durante 24 horas en anaerobiosis para

BAL y a 25°C en aerobiosis para levaduras.

Pase a placa con medio MRS para BAL o
en medio PDA para levaduras para verificar
crecimiento y pureza. Incubacion a 37°C en

anaerobiosis durante 24 horas para BAL o

en aerobiosis a 25°C para levaduras.

Pase a 9mL de solucion salina hasta
lograr la turbidez de 108 ufc/g.
Verificar con patrén de McFarland.

Inoculacion de 1ml
a partir de la
solucion salina en
9mL de medios
elaborados con
polen y caldo
MRS para BAL o
caldo enriquecido
para levaduras,

incubacién
Caldo MRS o _Polen _ Polen _Polen durante 24 horas
de levadura diluido 1:10 diluido 1:25  diluido 1:50 en las condiciones
de cada

10mL| Inoculacién microorganismo.

Inoculacién de 10 ml del caldo
pre-incubado con el fin de
determinar con cual se recupera
mayor cantidad de las bacterias
inoculadas.

Relacion polen-agua 2:1
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El disefio experimental planteado fue un factorial completo 3*3, donde los factores son la
cepa de microorganismo con los niveles L. plantarum, L. acidophillus y S. cerevisiae y la
relacion del indculo (polen:caldo nutritivo) con los niveles 1:10, 1:25 y 1:50. En la Tabla 2-
2 se presenta el disefio a utilizar.

Tabla 2-2: Numero de ensayos del disefio experimental para estandarizar el indculo.

Relacion _ . o
o L. plantarum | L. acidophillus | S. cerevisiae
Polen:Caldo nutritivo

1:10 3 3 3
1:25 3 3
1:50 3 3

2.2.3 Métodos

= Andlisis fisicoquimicos, bioactivos, microbiol6gicos y microestructurales.

Se realizé una caracterizacion fisicoquimica y bioactiva de la materia prima; durante el
proceso se evaluaron los cambios de los pardmetros bioactivos por influencia del
tratamiento térmico y del proceso de fermentacion. Asi mismo, caracterizar el pan de
abejas obtenido de las colmenas de Apis mellifera, se utilizd6 como parametro de
comparacion del bioproceso natural al interior de la colmena y con el producto final de la
fermentacion en fase sélida. Los analisis microbiolégicos de calidad caracterizaron el
polen apicola. La prueba de esterilidad comercial fue efectuada para verificar la
efectividad de los tratamientos térmicos. La actividad de agua se determiné en los
distintos tratamientos y relaciones de polen y el andlisis microestructural se realizé al
tratamiento seleccionado El recuento de células viables se utiliz6 para evaluar la

estandarizacion del inéculo y la cinética de crecimiento.

pH y acidez libre: se realizo de acuerdo al método 920.92 de la AOAC con algunas
modificaciones [92]. Se pesaron 2.5g de la muestra, se adicionaron 35mL de agua
desionizada, desgasificada y se agitd a 400 rpm durante 30min. Después se filtré al

vacio, realizando 3 lavados con 10mL de agua desionizada Yy transfiriéndolos
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cuantitativamente al equipo de filtracion, efectuando la titulacion con NaOH 0.05N. La
medicion se realizé en un titulador automatico Mettler Toledo T70 y las unidades en que

se expreso el resultado fueron meq/kg.

Actividad de agua (ay): determina la relacion entre la presiéon de vapor del agua pura y
la que existe en el polen apicola a la misma temperatura. Se realiz6 por medicion directa

utilizando el equipo FastLab [87].

Humedad: se realiz6 de acuerdo al meétodo 925.10 de la AOAC con algunas
modificaciones [92]. Se pesaron 5g y se someten a secado por 24 horas a 70°C en estufa
con circulacién de aire. Los resultados se determinan mediante gravimetria en un equipo

UT6 marca Heraeus Instruments.

Proteina:se determiné por el método Kjeldahl segun el método oficial 981.10 de la AOAC
con algunas maodificaciones [92] utilizado un factor de conversion de 6.25, en un equipo
Kjeltec 8100 marca FOSS.

Grasa: se realizé de acuerdo a metodologia Soxhlet seglin el método 945.39 de la AOAC
con algunas modificaciones [92], en un equipo Ser 148 marca Velp Scientifica. Se
pesaron 2g de muestra seca y se pusieron en contacto con éter de petréleo durante 4

horas, después de lo cual, se recupero el solvente y se determind la cantidad de grasa.

Cenizas: realizado de acuerdo al método 942.05 de la AOAC con algunas
modificaciones [92], en un equipo marca Hotpack. Se pesaron 3g de la muestra,
sometiéndolos a una pre-calcinacion para eliminar materia organica, seguido de una

calcinacion a 600°C.

Extracto etandlico para determinar el contenido de fenoles totales y actividad
antioxidante: se pes6 1g de polen apicola molido y se adicionaron 30 ml de etanol al
96%. Se agitdé a 400 rpm durante media hora, se almacend en oscuridad durante 24
horas, se filtré en papel BOECO grado 3hw de 125 mm en balones de 100ml y se

almaceno a -20°C * 3°C hasta la determinacion analitica.
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Contenido de fenoles totales: los compuestos fendlicos reducen el complejo
fosfowolframato-fosfomolibdato del reactivo de Folin-Ciocalteau, en sales de molibdeno
de color azul, cuantificables por espectrofotometria. Se utilizé la metodologia descrita por
Stratil [93] con algunas modificaciones. Se tomaron 500pL del extracto y se mezclaron
con 500uL del reactivo de Folin Ciocalteau, 2 minutos después se agregaron 2mL de
NaHCO; al 10%, se agité la mezcla y se llevo a 50mL con agua destilada. Las muestras
se almacenaron durante 2 horas en la oscuridad y posteriormente se realiz6 la lectura de
la absorbancia a una longitud de onda de 765nm en un espectrofotometro marca
THERMO utilizando agua destilada como blanco. La curva de calibracion se realizé con

acido galico y los resultados fueron expresados en mg acido galico/g polen.

Actividad antioxidante - TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity): la
capacidad de los antioxidantes para atrapar el radical libre acido 2,2-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin)-6-sulfénico, ABTS, genera una decoloracion de dicho radical, que
puede medirse mediante espectrofotometria. La absorbancia de la reaccion es
comparada con la obtenida por el estandar Trolox. Se utilizé la metodologia descrita por
BaltruSaityté [73] con algunas modificaciones. Se realizaron las mediciones en un
espectrofotdmetro THERMO, se tomo la absorbancia de la solucién de trabajo del radical
ABTS (a reaccionar) en una celda plastica a una longitud de onda de 734nm, después se
agregaron 10puL del extracto, se agitd y se midié nuevamente la absorbancia después de
6 minutos, frente a etanol como blanco. La curva de calibracion se realizé con Trolox y

los resultados fueron expresados en mM Trolox/g polen.

Actividad antioxidante - FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power): la capacidad de
los antioxidantes para reducir el hierro obtenido de la reaccion del TPTZ (2,4,6-tri(2-
pyridyl)-1,3,5-triazina) y el cloruro férrico (FeCl;) genera un cambio de color de rojo a
azul, medible mediante espectrofotometria. Se utilizo la metodologia descrita por LeBlanc
[8] con algunas modificaciones. En una celda plastica se adicionaron 735uL de agua
destilada y 435uL del reactivo FRAP (relacion 10:1:1 de tampodn acetato:solucion de
FeCl;:TPTZ). Después se agregaron 20uL del extracto, se agitd y se almacené durante
30 minutos en la oscuridad. En el momento de realizar la medicion se agité la muestra
nuevamente. La lectura se realiz6 a 593nm en un espectrofotémetro marca THERMO

con la mezcla del reactivo de FRAP y el agua destilada como blanco. La curva de
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calibracién se realizé con Trolox y los resultados fueron expresados en mM Trolox/g

polen.

Contenido de carotenoides totales: se pesdé 200mg de las muestras de polen con
tonalidades naranja o 50mg de las muestras con tonalidades amarilla en un tubo Falcon.
Luego se realizaron lavados con 2ml de acetona, se agitdé durante 1 minuto y se
centrifugd a 9000rpm durante 5 minutos si es polen; para las muestras de pan de abejas
la agitacion va seguida de aplicacion de ultrasonido durante 5 minutos. Posteriormente se
filtré y transfirid cuantitativamente a balon de 25mL hasta desaparicion de color en el
extracto. Se llevdé a volumen con acetona y se realiz6 la medicion a 450nm en un
espectrofotometro marca THERMO o se almacend en congelacion hasta su analisis
(maximo un dia de almacenamiento). La curva de calibracién se realizé con B-caroteno y

los resultados fueron expresados en mg B-caroteno/kg polen [94-95].

Vitamina E: la saponificacién y extraccion con solventes organicos de la muestra permite
separar la vitamina E de otros compuestos como pigmentos, que interfieren en la
cuantificacion. La metodologia a seguir es la descrita por Pulido [57]. Para obtener el
extracto las muestras se saponificaron con solucion de KOH al 60%, seguidas de 4
extracciones consecutivas con 5mL hexano y agua. La fase organica es filtrada por
sulfato de sodio anhidro para retirar exceso de agua y llevada a rotaevaporador a 40°C
hasta sequedad. Se recuperaron 2mL con isopropanol. Las muestras son filtradas con
membranas PTFE de 0.45 y 0.20um y almacenadas en congelacién en viales ambar
hasta su andlisis. Las condiciones cromatograficas utilizadas fueron: fase mévil metanol:
acetonitrilo (60:40) con un flujo de 0.7 mL/min a una temperatura de 30°C, en un
cromatografo marca JASCO (PU-980 Intelligent HPLC Plus) con una columna Betasil
Cis, tamafio de particula 5 pm, 250 mm X 4.6 mm, conectada a un detector de
fluorescencia marca JASCO (FP-920 Intelligent Fluorescense Detector). La curva de
calibracion se realizé con a-tocoferol y los resultados fueron expresados en pg de a-

tocoferol/g polen.

Microscopia electrénica de barrido (SEM): las muestras de polen fueron evaluadas en
el Microscopio SEM FEI Quanta 200 en el Laboratorio de Microscopia Electrénica de

Barrido de la Universidad Nacional de Colombia después de realizar una metalizacion
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con catodo de oro. La metodologia a seguir es la descrita por Fuenmayor [7],

previamente utilizada por Human para observar granos de polen [39].

Analisis microbiol6gicos de calidad: se realizaron analisis de caracterizacion de la
calidad microbioldgica del polen himedo y seco de acuerdo a metodologias establecidas
por American Public Health Association [96].

Para los analisis microbiolégicos se realiz6 una dilucién de la muestra, pesando 11g de la
mezcla y disolviéndola en 99ml de agua peptonada estéril al 0.1%. Las diluciones
sucesivas, se realizaron tomando 1mL de la solucion preparada y disolviéndolo en 9mL

de agua peptonada estéril, tantas veces como fue necesario.

Aerobios meséfilos: se tom6 1mL de las tres primeras diluciones y se colocaron en
cajas Petri estériles adicionando medio SPC (Standard Plate Count) hasta solidificacién.
Se llevé a incubadora a 37°C+1°C por 48 horas. Se realizé el conteo y se reporta como

ufc/g polen (Unidades Formadoras de Colonias).

Mohos y levaduras: se adicioné 1mL de indculo en cajas de Petri estériles, después
servir aproximadamente 20mL de agar OGY (Oxytetracyclin Glucose Yeast) con
oxitetraciclina (adicionar esta después de esterilizar el medio). Dejar solidificar e incubar
a 25°C+1°C durante 5-7 dias. Realizar conteo de colonias a los 3, 4 y 5 dias. Contar las
cajas que después de 5 dias presenten menos de 150 colonias. El reporte se realizé
como ufc/g polen.

Coliformes totales y fecales: se tomd 1mL de las tres primeras diluciones realizadas y
se adicionaron en 3 tubos con caldo Brilla, se llevaron a incubacion a 35°C durante 48
horas. Se registraron los tubos que presentaron turbidez o produccién de gas y se realiz6
una confirmacion mediante siembra con asa en medio EMB (Eosin Methylene Blue) y en
caldo Brilla. Su incubacion a 35°C+1°C durante 48 horas. Se reporta como NMP (NUmero
Mas Probable).

Staphylococcus aureus: se tom6 0.1mL de las tres primeras diluciones realizadas y se

adicionaron al medio BP (Baird Parker), se extendieron con rastrillo de vidrio y se
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incubaron a 35°C durante 48 horas. Las posibles colonias se llevaron a 5mL de caldo BHI
(Brain Heart Infusion). Luego se mezclaron 0.3mL del caldo con 0.3mL de plasma de
conejo para verificar la produccién de coagulasa. Después se llevo a incubacion a

35°C+1°C durante 24 horas. Se reporta como ufc/g polen.

Salmonella: se realiz6 un enriguecimiento en 225mL de caldo lactosado. Del cultivo
enriguecido selectivo se adicion6é 1 mL en 10 mL de caldo selenito y caldo tetrationato y
se incubaron a una temperatura de 43°C * 0.2°C durante 24 horas. A partir de cada uno
de los cultivos obtenidos del enriquecimiento selectivo se realizO una siembra por
agotamiento en el agar XLD (Xilosa, Lisina, Desoxicolato) y agar hektoen y se incubaron
las cajas a una temperatura de 35°C + 2°C durante 24 — 48 horas. En caso de que se
presentaran las colonias tipicas de Salmonella se identificarian a través de pruebas

bioguimicas.

»= Esterilidad comercial: realizada de acuerdo a la Norma Técnica Colombiana NTC
4433 y al INVIMA. De los cuatro frascos provenientes del tratamiento térmico se
utilizaron tres y se llevaron a incubacion a 37°C+1°C y 55°C+2°C durante 10 dias. Al
finalizar el periodo de incubacién se pesaron 2g de cada una de las muestras en
cada uno de 6 tubos con 10ml de caldo BHI, de los cuales 3 se incubaron en
aerobiosis y 3 en anaerobiosis en las mismas condiciones a las que fueron
incubados inicialmente (37°C+1°C y 55°C+2°C). Después de 72 horas se realizaron
laminas, que se dividen en secciones y se realiza un conteo de células bacterianas

en cada una [97].

» Recuento de bacterias acido lacticas y levaduras: se tom6 1 mL de las diluciones
realizadas y se sirvieron en cajas de Petri estériles, posteriormente se adiciond
medio MRS (Man, Rogosa y Sharpe) para las bacterias acido lacticas y PDA (Potato
Dextrose Agar) para las levaduras. Al solidificar se llevé a incubacién a 37°C+1°C en
anaerobiosis para las bacterias y a 25°C+1°C en aerobiosis para las levaduras
durante 48 horas. Se realiza el conteo y se reporta como ufc/g polen (Ver Figura 2-
2).
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Figura 2-2: Procedimiento realizado para el recuento de microorganismos.
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4

2.2.4 Estadistica

La caracterizacion fisicoquimica y bioactiva se analizé mediante un andlisis de estadistica

descriptiva. Para la caracterizacién microbiol6gica y la seleccion del inéculo a usar se
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utilizé un andlisis de varianza — ANOVA y la prueba de Tukey como método de

comparaciones multiples empleando un nivel de significancia del 95%, mediante el uso

del Software Matlab ®.

2.3 Resultados y Discusion

2.3.1 Caracterizacion fisicoquimica, bioactiva y microbioldgica

del polen apicola

Los resultados de la caracterizacion fisicoquimica y bioactiva se presentan en la Tabla 2-

3:

Tabla 2-3: Caracterizacion fisicoquimica y bioactiva del polen apicola inicial y el pan de

abejas*.

Caracteristicas fisicoquimicas y bioactivas

Polen humedo

Pan de abejas

Humedad (%) 18.27+2.35 15.87+1.83
aw 0.70£0.03 0.69+0.03
pH 4.03+0.30 3.91+0.07

Acidez (meg/kg) 260.30+18.68 | 267.39+37.91
TEAC (mM Trolox/g) 0.041+0.002 0.061+0.001
FRAP (mM Trolox/g) 0.052+0.004 0.048+0.005
Fenoles totales (mg acido galico/g polen) 16.28+2.21 8.70+1.00
Carotenoides (mg pB-caroteno/kg polen) 21494122 127+32
Vitamina E (ug a-tocoferol/g polen) 119+12 -

*Resultados en base seca. n= 20 para polen apicola y n=5 para pan de abejas.

Observando la tabla anterior y comparandola con las Tablas 1-4 y 1-5 (composicién

bioactiva del polen apicola), se puede ver que todos los pardmetros analizados, excepto

el contenido de carotenoides totales estdn dentro del rango reportado por la bibliografia.

El contenido de carotenoides totales expresado como B-caroteno encontrado en el polen

apicola presenta un contenido muy superior (aproximadamente 10 veces) comparado
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con valores reportados en otras latitudes, generado posiblemente por su origen botanico
y geografico [6, 20, 33-34].

El contenido de humedad entre el polen humedo y el pan de abejas presenta diferencias,
ocasionadas por el proceso de obtencién de pan de abejas, debido a que este es
almacenado a 34-36°C, lo que puede ocasionar la pérdida de agua [56]; sin embargo los

valores de actividad de agua son muy similares.

El contenido de proteina observado fue 24.90%+1.85 y 23.93%+1.26 para polen himedo
y pan de abejas, respectivamente. Igualmente el contenido de cenizas fue de
2.39%+0.29 y 2.49%=+0.17 para polen humedo y pan de abejas. Se aprecia que no hay
gran diferencia en la composicion del polen y el pan de abejas, lo que indica que el

proceso fermentativo no altera la composicion de dichos nutrientes.

El contenido de grasa (5.78%+0.87 y 1.61%+0.79) presenta un descenso considerable al
efectuarse la conversion de polen a pan de abejas (aproximadamente el 70%), debido
posiblemente a pérdida en los procesos de transformacion. lgualmente se ha reportado
que los microorganismos necesitan consumir grasa, aunque en menor cantidad respecto
a compuestos como carbohidratos, nitrégeno y azufre [67]. Otro factor de pérdida de este
nutriente puede ser el proceso de extraccion, debido a que es un proceso manual y de

forma individual en cada celda, lo que puede resultar en pérdidas de algunos nutrientes.

Respecto a los valores encontrados para pH y acidez se observa la correlacion inversa
de ambos parametros. El aumento de acidez en el pan de abejas esta relacionado con la
fermentacion realizada: muchos autores mencionan que dicho proceso es realizado por
bacterias que producen principalmente &cido lactico, por tanto se ha considerado el
proceso como una fermentacion acido-lactica y el producto final presenta las
caracteristicas mencionadas [6, 56, 71]. La leve diferencia entre la acidez del polen y el
pan de abejas puede ser ocasionada por las bacterias provenientes del ambiente y las
secreciones de las abejas en la recoleccién de polen [56, 83]; a pesar de que el pan de
abejas tiene un ambiente propicio para la fermentacién al interior de la colmena, la

actividad de agua del polen, la temperatura ambiental y las condiciones de
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almacenamiento pueden promover la fermentacién, por ende la similitud de la acidez en

la materia prima y el producto fermentado.

Las diferencias observadas en la actividad antioxidante pueden ser ocasionadas por los
cambios bioquimicos que sufre el polen al transformarse en pan de abejas. El descenso
observado en la determinacion por FRAP esta relacionado con compuestos lipofilicos,
por tanto la disminucion en el contenido de carotenoides (3-caroteno) en el pan de abejas
afecta considerablemente su contenido, a pesar del contenido de vitamina K, también
con caracteristicas lipofilicas [71]. Las diferencias en la determinacion por TEAC puede
estar ocasionado por compuestos como crisina y apigenina, flavonoides solubles en agua
y vitamina K, debido a que la metodologia permite la determinaciéon de compuestos tanto
lipofilicos como hidrofilicos [73]; a pesar de la disminucién del contenido de polifenoles
(acido galico); encontrandose en el pan de abejas acido p-cumarico y kamferol [72-73],
mientras que en el polen ademas de los anteriores se han reportado &cido ferdlico y o-

cumarico [60].

Al realizar la comparacion del polen inicial y el pan de abejas con el contenido de los
distintos compuestos en otros origenes geograficos se obtienen diferencias apreciables

en carotenoides totales y la actividad antioxidante (Tabla 2-4).
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Tabla 2-4: Contenido de componentes bioactivos en polen apicola de diferentes

origenes.

Vitaminag | Carotenoides | b iconies | FRAP (Fe*]mw | TEAC (MM

(mg a- (mg B- ;
tocoferol /kg) caroteno /kg) (mg GAE /g) reducido) Trolox/g)

Campos [5] 40-320 10-200

Bogdanov
[49]- Brasil 92

Pulido [98] -

Colombia 39-116

ICTA [40] - 869 10.24-13.24 0.08-0.11
Colombia

Leja[99] - 3.8-23.07
Cracovia ) )

Morais [100] 10.5-16.8

LeBlanc [8] —
USA 15.91-34.85 0.93-3.96

Marlgh'tas [62] 4.4-152 0.255-5.355 | 0.546 - 6.838
- RUumania

Dominguez
[33] - Espafia 12.41

Xu [101] -
China 27116

Shulte [102] -

Alemania 8.78

Respecto al contenido de carotenoides totales, el polen apicola inicial presenta
contenidos mayores respecto al polen chino (271.6mg/kg) [101], espafiol (12.41 mg/kg) y
aleman (8.78 mg/kg) [33]-[102]. Igualmente supera el rango que reporta el polen
brasilefio (10-200 mg/kg) [5].

El contenido de fenoles totales es mayor al reportado por Marguitas [62] y Morais [100] y
estudios realizados en el ICTA [40], también se encuentra en el rango descrito por
LeBlanc [8] y Leja [99]. Altos niveles de compuestos fendlicos suelen estar relacionados
con una alta actividad antioxidante, sin embargo Leja [99] encontré que esta relacién no
siempre es correcta, resultados acordes con los obtenidos en el presente trabajo, dado
que la actividad antioxidante es menor a lo reportado por los autores, mientras que el

contenido de fenoles totales es alto.

Los resultados de las pruebas microbioldgicas de calidad se muestran en la Tabla 2-5:
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Tabla 2-5: Contenido microbioldgico del polen himedo y seco— apiario Los Cerezos.

Aerobios Mohos y ) Coliformes | Recuento Presencia
) Coliformes
Polen mesofilos levaduras fecales S. aureus Salmonella
totales NMP
ufc/g ufc/g NMP ufc/g sp.
Himedo| 7,9x10° | 2,4x10° 43 <3 <10 Ausencia
Seco 6,0 x 10° 3,8 x 10* 9 <3 <10 Ausencia

De acuerdo a un estudio realizado en el 2006 [83] en la Universidad Nacional de
Colombia se encontraron diferentes tipos de bacterias y hongos en el tracto digestivo de
las abejas, lo cual indica que parte del contenido microbioldgico presente en el polen es
aportado por las abejas en el proceso de recoleccién, donde ellas le adicionan
secreciones salivares para su transporte a la colmena [56]. Igualmente microorganismos
como hongos y coliformes totales se encuentran en el ambiente circundante a las
colmenas y las abejas incluyen durante el proceso de pecoreo [83]: suelo, plantas y sitios
con actividades como ganaderia, por tanto el polen presenta recuentos de dichos
microorganismos. Es importante notar la ausencia de microorganismos patdégenos como
Salmonella o Staphylococcus aureus, lo cual permite el consumo teniendo en cuenta los

limites permitidos para la comercializacion como alimento de consumo directo.

Actualmente, en Colombia no se cuenta con estandares de calidad del polen. Por lo tanto
en la Tabla 2-6 se presentan los limites microbioldgicos establecidos por normatividad

internacional:
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Tabla 2-6: Limites microbiolégicos establecidos para el polen apicola.

Argentina | México El Brasil Union
Microorganismo | Cuba [6] [97 36] [7, 36] Salvador [36] Europea
’ ’ [36] [5]
Aerobios (ufc/g) | 10.000 10.000 <10.000
Coliformes . . . . )
(NMP/g) Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia
E. coli . . .
(Presencialg) Ausencia Ausencia Ausencia
Salmonella . . . )
(Presencia/25g) Ausencia | Ausencia | Ausencia Ausencia
Staphylococcus
aureus Ausencia Ausencia Ausencia
(Presencialg)
Levaduras y 300 100 300 300 100 <50.000
mohos (ufc/g)

Comparando los resultados obtenidos con los limites microbiolégicos de otros paises
(Tabla 2-6) se observa que el polen apicola utilizado en los ensayos cumple con los
estandares para Salmonella en polen himedo y seco, al igual que en mohos y levaduras
para el polen seco (horma de la Unién Europea), mientras que en los otros pardmetros se
encuentra por encima de los limites permitidos, lo que indica que deben mejorarse las
Buenas Practicas Apicolas (BPA) en el proceso de recolecciéon del polen por parte de los
secado vy

apicultores y en el proceso de poscosecha y beneficio (tamizado,

almacenamiento).

Analizando la Tabla 2-5 se observa una diferencia considerable entre el contenido de
aerobios mesdfilos, mohos y levaduras y coliformes totales entre el polen himedo y seco,
ocasionado por las condiciones de manejo y almacenamiento de la materia prima. El
mayor crecimiento se presenta en el polen humedo, debido a la cantidad de agua libre
gue permite el desarrollo microbiano, mientras que el polen seco, al tener una actividad
de agua baja (~0.4) evita el crecimiento, la mayoria de microorganismos no pueden
sobrevivir en a,, menores a 0.7 [64, 67]. Realizar la deshidratacion permite conservar el
polen durante un tiempo prolongado, evitando la proliferacién de microorganismos, sin
embargo para efectuar procesos de fermentacion en fase sdlida es necesario adecuar el
polen para que la microbiota natural no entre en competencia con los microorganismos

de interés utilizados en el bioproceso, ademas obtener una actividad de agua superior a
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0.7 es fundamental para el desarrollo de los microorganismos, por tal razén se evalué el

efecto de la adicion de agua en el sustrato.

2.3.2 Condiciones de proceso para la fermentacion en fase
solida de polen apicola

Los resultados de la prueba de esterilidad comercial y actividad de agua en los distintos

tratamiento térmicos se muestran a continuacion:

Tabla 2-7: Esterilidad comercial y ayw de polen apicola en los diferentes tratamientos

térmicos.
Tratamiento Térmicos
Sustrato 121°C - 15min 115°C - 12min 110°C - 36min
Esterilidad | ay Esterilidad aw Esterilidad Aw
Polen HiOmedo Satisfactorio | 0.758 | Satisfactorio |0.720 . No . 10.721
Satisfactorio
2:1 Satisfactorio | 0.878 | Satisfactorio |0.886 . No . 0.887
Satisfactorio
Relac.lones 1:1 Satisfactorio | 0.920 | Satisfactorio |0.942 . No . 10.951
Polen:Agua Satisfactorio
1:2 | Satisfactorio| 0.966 No 0.963 No 0.981
' ) Satisfactorio ) Satisfactorio '
Polen Seco Satisfactorio | 0.403 . No . 10.459 . No . 10.402
Satisfactorio Satisfactorio

Se observé que los tratamientos térmicos a temperaturas iguales o menores a 80°C no
lograron reducir la carga microbiana, resultados acordes con lo reportado por Fuenmayor
[7], quien realiz6 tratamientos con calor seco en polen y encontré que no hay una

reduccion de la carga microbiana.

El tratamiento de 121°Cx15min fue el que reportd pruebas satisfactorias en todas las
relaciones de polen-agua, es decir, no hay crecimiento de microorganismos, ni aerobios

ni anaerobios, resultados acordes con los reportados por Fuenmayor en 2009 [7].

En la Figura 2-3 se presentan las micrografias del polen antes y después de la

esterilizacion y en las distintas relaciones de polen-agua.
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Figura 2-3: Micrografias con un aumento de 5000x de la estructura del grano de polen

apicola.

En (a) polen humedo sin TT, (b) polen seco sin TT, (c) polen hiumedo tratado a
121°Cx15min, (d) 2:1 tratado a 121°Cx15min, (e) 1:1 tratado a 121°Cx15min y (f) 1:2
tratado a 121°Cx15min.
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Se puede observar como el polen hiimedo sin la esterilizacion (a) tiene bien definida su
estructura mientras que el polen seco (b) y el sometido al tratamiento térmico (c-f)
presenta cambios en la capa externa (pérdida de porosidad) o ruptura de la misma. En
las micrografias (c-e) se puede ver el cambio de la capa externa, mientras que en el (f)
se observa como la capa externa se ha abierto para exponer el contenido interno del
grano de polen, debido posiblemente al mayor contenido de agua en la mezcla, el calor
actia mas facilmente sobre la estructura, generando los cambios observados. Es
importante notar que la estructura va presentando apertura de la exina a medida que la
adicion de agua es mayor y que esto afecta igualmente el crecimiento microbiano:
Laroche ha reportado estudios donde bajas actividades de agua generan una mayor
resistencia a la destruccion de los microorganismos S. cerevisiae y L. plantarum,
especialmente en el rango de actividad de agua entre 0.2 y 0.5, valores acordes con la
actividad de agua reportada para el polen seco. El agua esta en contacto con las
proteinas de las células y al aplicar temperatura las moléculas de agua empiezan a vibrar
y afectan la estructura tridimensional de las proteinas llevando a su desnaturalizacion. Al
existir una menor cantidad de agua no existe tanta vibracién y la estructura celular se
mantiene [87]. Igualmente Ray reporta que a mayor actividad de agua los
microorganismos son mas susceptibles al dafio por calor [64], por tanto el polen seco

(con baja a,,) presenta mayor resistencia a la destruccién microbiana.

En el tratamiento de 115°Cx12min, la relacion polen: agua 1:2 y el polen seco
presentaron resultados no satisfactorios en la prueba de esterilidad comercial a pesar
que en las otras relaciones la prueba fue satisfactoria, esto puede ser ocasionado por
contaminacion en el proceso de secado, en el horno, las mallas, los tamices, la
manipulacion o el contenido de agua en la matriz. Otro factor de resistencia es la
composicion de la matriz alimenticia, de acuerdo a Ray [64] a mayor cantidad de
carbohidratos, proteinas y lipidos hay méas proteccion para los microorganismos contra
los dafios por el calor, por ende el polen seco presenta un resultado no satisfactorio en la
prueba de esterilidad comercial, debido a que su contenido nutricional no ha sido

disminuido por la adicién de agua, tal como ocurre en las relaciones utilizadas.

De acuerdo a Montville [91] al disminuir la temperatura de esterilizacion y aumentar el

tiempo se logra el mismo efecto que al tener una alta temperatura con un menor tiempo
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de exposicidn, sin embargo el tratamiento a 110°Cx36min no resultd igual de efectivo que
el realizado a 121°Cx15min o 115°Cx12min, lo que indica que al disminuir la
temperatura, el tratamiento no es eficiente en la destruccion bacteriana, a pesar de

aumentar el tiempo de exposicion.

De acuerdo a los resultados obtenidos, el tratamiento a 121°C durante 15 minutos sera el
utilizado para acondicionar el polen apicola para el proceso de fermentacién en fase
sélida, debido a que presentd el mejor desempefio en la eliminacion de la carga
microbiana inicial. De acuerdo al andlisis de microscopia electronica de barrido se
demuestra que los procesos térmicos generan cambios en la estructura, tal como lo
mencionan Human, Fuenmayor y Dominguez, quienes utilizaron la técnica para evaluar
cambios en la estructura de polen fresco y almacenado [39], a lo largo de procesos de

fermentacion [7] y procesos como saponificacién, ozondlisis y acidolisis [29].

= Estandarizacién del in6culo

De acuerdo a pruebas preliminares, adicionar directamente el indculo al polen genera
una baja produccion de biomasa, lo cual lleva a una pobre fermentacion, debido
posiblemente a que un medio tan complejo genera estrés en los microorganismos o a la
exina [6]. Esta Ultima se constituye por diversas sustancias organicas e inorganicas, entre
las que se encuentra la esporopolenina, polimero que le da la resistencia al polen a
procesos de degradacion fisica, biolégica, acetdlisis y tratamientos con acidos y base
fuertes [24-25, 29-30] lo cual evita la accion de los microorganismos sobre el polen. A
pesar de gue los tratamiento térmicos con presion lograron efectuar cambios en la exina
(Figura 2-3), no fueron suficientes para que los microorganismos tuvieran un ambiente
Optimo para su desarrollo, lo que sugiere que al interior de la colmena hay un proceso
adicional que favorece el crecimiento microbiano. Por tanto es necesario hacer un
escalado previo de la fermentacion, es decir, empezar con un in6culo pequefio de polen,
con el fin de que los microorganismos se adapten mejor al sustrato y puedan llevar a

cabo el proceso fermentativo.

En la Tabla 2-8 se presenta el analisis de varianza para las distintas relaciones de polen-

caldo en las horas de maxima produccion de biomasa, encontrando que no hay
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diferencias estadisticamente significativas entre las relaciones de polen-caldo (p>0.05),
por tanto se seleccioné la relacion 1:10, debido a que es la mas practica al momento de

realizar los experimentos.

Tabla 2-8: Recuentos de microorganismos en las Ultimas horas del proceso de

fermentacion en fase sélida.

Cepa (ufc/g)
Sustrato __ : :
S. cerevisiae L. acidophilus L. plantarum
Relacion
Hora 36 Hora 48 Hora 36 Hora 48 Hora 48 Hora 72
Polen:Caldo

1:10 6.12+0.44 a | 5.44+0.45 a | 5.93+0.32 a | 5.65+0.62 a | 8.11+0.09 a | 6.66+0.50 a

1:25 5.97+0.67 a | 4.85+0.03 a | 6.05+0.43 a | 6.03+0.19 a | 8.14+0.32 a | 6.73+0.40 a

1:50 5.49+0.22 a | 5.11+0.11 a | 6.38+0.05 a | 6.30+0.67 a | 7.99+0.11 a | 6.70+0.50 a

Letras distintas en una misma columna para cada tratamiento indica diferencias significativas, con un nivel de

confianza de 95%.

Se puede observar la diferencia en la produccion de biomasa entre las cepas del género
Lactobacillus, debido a la ruta fermentativa que siguen. El L. acidophilus es
homofermentativo obligado, es decir, fermenta hexosas exclusivamente a acido lactico,
mientras que L. plantarum es heterofermentativo facultativo [80] y puede fermentar
hexosas a varios productos asi como pentosas a acido lactico y acético [103]; la
composicion del polen le genera un mayor rango de sustancias para obtener la energia
necesaria para su crecimiento, dado que el polen posee diversos carbohidratos, el L.
plantarum tiene mayores posibilidades de nutrientes. Igualmente el L. plantarum tiene
una mayor tolerancia a pH menores, lo que le da la posibilidad de continuar con el
proceso fermentativo, aun cuando el L. acidophilus ha desaparecido [64, 69]. Respecto a
S. cerevisiae el descenso observado puede estar ocasionado por el agotamiento del

sustrato, dada la cantidad de glucosa que posee el polen (ver Tabla 1-1).

A continuacion se presentan los resultados de las curvas de crecimiento para las

diferentes cepas de microorganismos en la relacion de polen-caldo 1:10.
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Figura 2-4: Curvas de poblacion microbiana para las cepas de microorganismos en la

relacion de polen-caldo 1:10.

Unidades Formadoras de Colonia (Log UFC/g)
o = N w & (03] (o)} ~ [ole] o

0 12 24 36 48 60 72
Tiempo de fermentacion (h)

——L. acidophilus —o—L. plantarum —a—S. cerevisiae

Observando la Figura 2-4 la cepa de L. acidophillus presenta recuentos hasta la hora 48,
después su conteo desciende hasta desaparecer. La cepa de L. plantarum presentan
recuentos de aproximadamente 10° ufc/g hasta la hora 48, seguido de un descenso
hasta 10" en la hora 72, que se mantiene hasta la hora 120. La cepa de S. cerevisiae
presenta un descenso gradual en la poblacién hasta aproximadamente 10 ufc/g en el

ultimo punto evaluado.

Analizando la Figura 2-4 es posible concluir que la cepa de L. plantarum es la cepa mas
adecuada para la obtencién de un producto con caracteristicas probidticas, porque
presentan recuentos mayores o iguales a 10’ ufc/g [104], por tal motivo es la
seleccionada para trabajar en combinacion con la cepa S. cerevisiae, con el fin de
simular el proceso al interior de la colmena, dado que no sélo actlan bacterias acido-

lacticas sino también levaduras [6, 71].

El polen apicola es una matriz, que a pesar de la complejidad en su estructura, es una

buena fuente de compuestos para realizar procesos fermentativos, debido a que tiene
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todos los nutrientes necesarios para el desarrollo de los microorganismos, sin embargo
es necesario realizar operaciones de acondicionamiento. Para la adecuacion de la
materia prima se realizaron tratamientos térmicos, encontrando que la esterilizacion a
121°C durante 15 minutos es la que presenta un resultado satisfactorio en la destruccion
microbiana de la carga inicial del polen apicola; mientras que la adaptacion de los
microorganismos al sustrato se realiz6 mediante un escalamiento, utilizando diferentes
relaciones de polen-caldo nutritivo, encontrando que la mejor relacion de polen-caldo

nutritivo es la 1:10.



3.Capitulo 3: Cambios en parametros

fisicoquimicos, bioactivos, sensoriales vy
microestructurales del polen apicola
durante el proceso de fermentacion en fase
solida.

3.1 Introduccion

El polen apicola es un alimento que contiene nutrientes como proteinas (aminoacidos),
carbohidratos (azucares reductores, polisacaridos, almidén, fibra dietaria), lipidos (acidos
grasos), compuestos minoritarios como minerales y vitaminas (hidrosolubles vy
liposolubles) y algunos compuestos bioactivos como polifenoles, flavonoides vy
carotenoides [5-6, 9-10, 34].

Estos compuestos tienen como funcién principal neutralizar los radicales libres y
especies reactivas de oxigeno, asi como descomponer perdxidos, que usualmente estan
asociados a enfermedades degenerativas y dafo celular [62, 93, 105]. Estas
caracteristicas estan asociadas a su estructura: los dobles enlaces conjugados y el
namero de grupos hidroxilo en los anillos aromaticos se encuentran principalmente en
flavonoides y derivados de &cido cindmico, asi mismo estos Ultimos se consideran
buenos antioxidantes debido a las sustituciones en el anillo aromatico y la estructura de
la cadena lateral; ambos tipos de moléculas se han encontrado en polen apicola [99]. Por
otro lado, la actividad antioxidante de los polifenoles estd dada por sus propiedades
redox [62]. Otra caracteristica importante es la sinergia que tienen los antioxidantes para
protegerse unos a otros de la destruccion oxidativa [62], lo que genera mejor proteccidn
contra los agentes oxidantes. En polen apicola también se encuentran carotenoides,

tocoferoles, acido ascoérbico y algunos taninos [62, 93, 99].
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Asi como los compuestos antioxidantes son importantes para la nutricion, las
caracteristicas sensoriales influyen en la aceptacion o rechazo de los consumidores y
dependen de compuestos especificos como volétiles que afectan el aroma o minerales,

carotenoides y flavonoides que afectan el color [5, 36-37, 48, 106].

Estos pardmetros usualmente cambian cuando se realizan procesos en la matriz
alimentaria, debido a la liberacion o destruccion de compuestos por la accién de agentes
externos, como la temperatura o la accién de microorganismos por fermentacion [7, 107-
109]. En el polen apicola los cambios pueden estar relacionados con el rompimiento de la
exina y la liberacion de los compuestos internos y los degradados de la capa externa.
Contreras menciona que la exina solamente puede ser destruida por oxidantes fuertes o
microorganismos, por tal razén se realiza el proceso de fermentacion en fase sélida
[110].

El objetivo de esta investigaciébn fue establecer la composicion del sustrato y el
comportamiento de cepas de bacterias acido-lacticas y levadura comercial en el proceso
de fermentacion en fase soélida de polen apicola, asi como determinar los cambios en
parametros fisicoquimicos, bioactivos, sensoriales, microestructurales del polen apicola

y evaluar el comportamiento cinético de las cepas durante el proceso de fermentacién en

fase sdlida.

3.2 Materiales y Métodos

3.2.1 Materia Prima

= Polen apicola himedo y seco

Se utiliz6 polen del mismo origen que el usado en la etapa de acondicionamiento.
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= Cultivos de Bacterias Acido-Léacticas y Levadura

Se emplearon los mismos cultivos usados en la estandarizacion del in6culo.

3.2.2 Proceso de fermentaciéon en fase sélida

= Fermentacion

Para los ensayos de fermentacion se utilizé polen himedo y en las relaciones polen
seco: agua 2:1 y 1:1. Las mezclas se agitaron hasta lograr completa homogenizacion y
se sometieron a tratamiento térmico de esterilizacion a 121°C durante 15 minutos. A
continuacion se les adicioné el in6culo pre-incubado (~10° ufc/g) de cada una de las
cepas a evaluar y con una espatula de acero inoxidable previamente esterilizada se
realizé la homogenizacion y se distribuy6 la mezcla en frascos de aproximadamente 25g,
para obtener muestras que se sometieron a las condiciones de cada ensayo, evaluando
a lo largo del tiempo la produccion de acidez y el pH, sin alterar el proceso de
fermentacion en el sustrato total. El proceso se llev6 a cabo en una incubadora BLUE M
(Ver Figura 3-1 y Tabla 3-1).
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Figura 3-1: Procedimiento para ensayos de fermentacion en fase sélida de polen

apicola.

Realizar la esterilizaciéon de las :
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v
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adicionar el indculo pre-
incubado.

— \ 4

Mezclar con ayuda de una
espatula de acero inoxidable
estéril.

e’ v

Servir 25g+1g en frascos de
vidrio estériles.

v

Llevar a incubacion en las
condiciones de cada ensayo.

La fermentacion en fase sélida se realiz6 empleando un modelo de medidas repetidas.

En la Tabla 3-1 se presenta el disefio planteado.

El cultivo mixto se realizé con la levadura y la bacteria L. plantarum, debido a que
presentd recuentos mas elevados comparado con la cepa L. acidophilus (ver Figura 2-4).

Se utilizé un inéculo de 10° ufc/g [7].
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Tabla 3-1: Disefio experimental para comparar condiciones en el proceso de

fermentacion en fase sélida de polen apicola.

Temperatu Relacion L. L. S. Cultivo
ra Polen:Agua acidophillus | plantarum | cerevisiae mixto
Polen Himedo 3 3 3 3
35°C 2:1 3 3 3 3
1:1 3 3 3 3
Polen Himedo 3 3 3 3
40°C 2:1 3 3 3 3
1:1 3 3 3 3

3.2.3 Métodos

» Andlisis fisicoquimicos, bioactivos, microestructurales, microbiologicos y

sensoriales

Se realizaron los andlisis de pH, acidez, actividad antioxidante mediante TEAC y FRAP,
contenido de fenoles y carotenoides totales, vitamina E, microscopia electronica de
barrido y recuentos de microorganismos descritos en el capitulo 2. Adicionalmente se

realizaron los siguientes analisis.

Color: se determin6 mediante las coordenadas triestimulo del espacio CIELab, que se
representa en coordenadas rectangulares como claridad o luminosidad (L*) y a*
(tonalidades verde-rojo) y b* (tonalidades azul-amarillo), las cuales se relacionan con los
parametros psicométricos croma (C) y tono (hue h). Se empled un colorimetro marca
Minolta [111].

Nariz electrénica: se pesaron 2 g de las muestras en viales de 15 mm de diametro y se
estabilizé durante 15 minutos a 20°C. Posteriormente se hizo la medicién con un flujo de

gas en la camara de 200mL/min y se realizé la medicién durante 220 segundos, después




60 Evaluacién de diferentes condiciones del proceso de fermentacion en fase solida

de polen apicola.

de ciclos de limpieza de los sensores entre cada medida [112], utilizando una nariz
electrénica Airsense Analytics GmbH PEN3 con diez sensores de 6xido metalico (MOS),

los cuales detectan compuestos especificos, como se muestra a continuacion:

Tabla 3-2: Grupo de compuestos volatiles detectados por los sensores de la nariz

electronica.

Sensor | Simbolo Grupo de compuestos
1 Wwi1cC Compuestos aromaticos
2 W5S Amplio rango de compuestos, especialmente nitrogenados
3 W3C Compuestos aromaticos
4 W6S Principalmente hidrogeno
5 W5C Compuestos aromaticos y alifaticos
6 W1S Hidrocarburos de cadena corta
7 Wiw Compuestos azufrados
8 W2S Alcoholes
9 W2a2w Compuestos azufrados y clorados
10 W3S Compuestos alifaticos de cadena corta

Cinética: las curvas del crecimiento microbiano se realizaron mediante el recuento en
placa de la poblacion en los diferentes puntos de toma de muestra (0, 12, 24, 48 y 72

horas). El procedimiento se referencia en la Figura 2-2.

3.2.4 Analisis estadistico

Los cambios en las caracteristicas fisicoquimicas (pH y acidez), la seleccién de la mejor
relacion de polen:agua para la fermentacion y los cambios en los compuestos bioactivos
y el color se evaluaron mediante un andlisis de estadistica descriptiva, seguido de un
andlisis de varianza — ANOVA vy la prueba de Tukey como método de comparaciones
multiples empleando un nivel de significancia del 95%. La nariz electrénica y la
comparacion entre diversos parametros evaluados se analizaron mediante un Analisis de

Componentes Principales, asi como la exploracion de todos los datos obtenidos, con el
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fin de determinar parametros que identifiguen las condiciones de cada proceso de
fermentacion. El andlisis estadistico fue efectuado mediante el uso del Software Matlab
®.

3.3 Resultados y Discusién

Las abejas utilizan la miel en el bioproceso natural ocurrido en la colmena para generar el
ambiente anaerdébico [56] y en estudios realizados anteriormente por Vamanu [16-17, 19]
y Fuenmayor [7] se observé la adicién de miel, sustancias prebidticas y enzimas, con el
fin de favorecer el crecimiento microbiano; se planteé la opcion de adicionar miel y
fosfato de amonio a la mezcla de polen con el fin de poner disponible nutrientes como
carbohidratos y nitrégeno para que los microorganismos pudieran iniciar la fermentacion
mas facilmente, y luego de un periodo de adaptacion, utilizar los nutrientes que contiene
el polen. El estudio muestra que no existen diferencias significativas entre los ensayos
con la adicion de miel, fosfato o miel-fosfato en la capacidad antioxidante (FRAP, TEAC),
el contenido de fenoles totales y carotenoides totales, resultados que difieren de los
obtenidos por Vamanu en un estudio realizado con la adicion de prebioticos como inulina,
lactulosa y rafinosa, donde encontré que la actividad aumentdé después de 7 dias de
proceso en un 45% [19]; pero acordes a lo reportado por Fuenmayor en 2009 [7]. Esto
puede ser ocasionado por las condiciones geograficas y medioambientales [10], que le
proporcionan caracteristicas Unicas al polen dependiendo de su origen boténico [6, 20,
33-34], caracteristicas nutricionales de la planta [32], rayos UV y aire [6]; y procesos
como secado, manipulacién y almacenamiento [6, 34]. El polen evaluado por Vamanu es
de Rumania, factor que genera diferencias en el origen del polen y por ende en el
proceso de adaptaciéon de los microorganismos al sustrato de polen con miel, mientras
gue el polen utilizado por Fuenmayor es del mismo origen geografico que el utilizado en
el presente trabajo. Estos resultados permitieron decidir la mezcla del sustrato, con la

cantidad de agua a adicionar, factor que influye en los costos de la materia prima.
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La seleccién de las temperaturas de incubacion se realizé basandose en la temperatura
del interior de la colmena [56], en estudios previos [36-38] y recomendaciones realizadas

por Fuenmayor [7].

Las cepas de microorganismos se escogieron con base en revision bibliogréafica, el
proceso fermentativo es efectuado por bacterias del género Lactobacillus [6, 56, 71] y
levaduras del género Saccharomyces [6]. En el estudio realizado por Fuenmayor se
utilizaron cepas de L. acidophilus y L. paracasei [7] y Vamanu utilizo L. plantarum, L.
paracasei, Lactococcus fermentum y Bifidobacterium bifidum [16-17, 19]. Se ha
encontrado que el L. plantarum realiza un buen proceso fermentativo, por tanto se
escogid esta cepa para evaluar su comportamiento en polen colombiano; asi como L.
acidophilus, con el fin de comparar los resultados obtenidos por Fuenmayor. Igualmente
estas bacterias se seleccionaron por su efecto como cepas probidticas [113]. La cepa de
levadura seleccionada fue S. cerevisiae, por la facilidad de obtencién y uso industrial en
otras fermentaciones en alimentos, como pan y cerveza. La combinacion se realiz6 con
la levadura y la bacteria L. plantarum, debido a que esta presentd recuentos mas
elevados y constantes en el tiempo comparados con L. acidophilus, de acuerdo a
ensayos previos realizados (Figura 2-4). El inéculo inicial de 10® ufc/g se seleccion6 de

acuerdo a los resultados obtenidos por Fuenmayor en un estudio previo [7].

3.3.1 Parametros fisicoquimicos

El seguimiento de la fermentacion se realiz6 mediante los parametros de pH y acidez;
con base en estos resultados, se selecciond la relacion de polen-agua que proporcionara
un mejor ambiente para el desarrollo de la poblacién microbiana y se utilizé6 en los
ensayos finales de fermentacion, representado en un aumento de acidez en el transcurso

del proceso.

Durante el proceso se encuentra un aumento en la acidez y una disminucién en el pH,
correspondiente a la correlacién inversa entre estos dos parametros en las distintas
cepas, lo que indica el desarrollo de la poblacién de microorganismos y el progreso de la
fermentacion, de acuerdo a las rutas metabdlicas seguidas por los Lactobacillus, el

principal producto obtenido es acido lactico [69]. En todos los ensayos realizados excepto
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en el efectuado por L. acidophilus a 35°C se observa que el polen fresco presenta
descensos en la acidez producida, es decir, no hay produccién de sustancias &cidas,
debido posiblemente a la muerte de los microorganismos, tal como se observéd en los

ensayos preliminares.

Los parametros de pH y acidez producida evaluados en los distintos ensayos mostraron
los comportamientos representados en las Figuras 3-2 a 3-5. Se observa como en
algunas fermentaciones (mayormente en las de polen himedo) hay puntos de aumento y
descenso o viceversa en el contenido de acidez, esto puede estar ocasionado por el
metabolismo microbiano. Los microorganismos utilizados realizan la degradacion de los
carbohidratos mediante rutas metabdlicas en las que producen &cido lactico Unicamente
(homofermentativas), o acido acético, acido succinico, acido lactico, diacetil, CO, o etanol
(heterofermentativas) [64, 80, 114-116]; y teniendo en cuenta los valores de pKa de cada
acido se pueden apreciar las diferencias en el contenido de acidez. Si en la fermentacion
se produjo acido acético, el contenido global de acidez sera menor que si hay produccién
de acido lactico, que tiene menor pKa, el cual se traduce en una mayor capacidad

acidificante.

Igualmente al existir cambios en la microestructura del polen (Figura 2-3), es posible que
sustancias como &cidos organicos y aminoacidos que aportan acidez, hayan sido
liberados generando un aumento en este parametro. La relacién polen:agua 1:1 present6
mayor ruptura de la exina comparada con la relacion polen:agua 2:1 y el polen humedo,
por tanto se presentd un aporte mayor al generado por el metabolismo bacteriano.

El comportamiento del pH presenta la misma tendencia de aumentos y descensos que la
acidez (mayormente en los ensayos con polen humedo), debido a la naturaleza de los

acidos generados.

El analisis estadistico se realizé entre las composiciones de los sustratos en cada hora

de toma de muestra de las fermentaciones.
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Figura 3-2: Comportamiento de la acidez y el pH en un proceso de fermentacién con L.

plantarum, evaluando diferentes relaciones polen:agua incubadas a 35°C y 40°C.
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Resultados en base seca. Letras distintas para la misma hora indica diferencias significativas, con un nivel de

confianza de 95%. Barras sin letras significa que no hay diferencias estadisticas significativas.



Capitulo 3. Cambios en parametros fisicoquimicos, bioactivos, sensoriales y 65
microestructurales del polen apicola durante el proceso de fermentacion en

fase solida.

En la Figura 3-2 se observa la variacion que tienen los resultados y las diferencias
significativas entre los diferentes tiempos de fermentacion en los distintos sustratos. En
todo el bioproceso la composicion del sustrato y la temperatura afectan la produccién de
acidez. Los ensayos realizados en las relaciones polen:agua 2:1 y 1:1 presentaron una
produccion de acidez elevada a 35°C (460 y 706 meqg/kg, respectivamente), debido a la
actividad de agua reportada (Tabla 2-6) que permite el crecimiento de microorganismos,
mayormente en la relacion 1:1, ya que la a, es mayor a 0.90, valor ideal para su
desarrollo [64, 67]. Igualmente esta bacteria al ser heterofermentativa, sigue rutas
metabdlicas alternas a otras bacterias acido lacticas generando productos como acido
acético, que aportan en el contenido de acidez encontrado [69, 80]. A pesar de que se
reportan temperaturas de crecimiento entre 30-40°C para las bacterias [69, 79-80], se
puede observar que la mejor temperatura de crecimiento para L. plantarum es 35°C, por
las diferencias en los valores de acidez, lo que es indicador de crecimiento y

mantenimiento microbiano.

Figura 3-3: Comportamiento de la acidez y el pH en un proceso de fermentacién con L.

acidophilus, evaluando diferentes relaciones polen:agua incubadas a 35°C y 40°C.
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Resultados en base seca. Letras distintas para la misma hora indica diferencias significativas, con un nivel de

confianza de 95%. Barras sin letras significa que no hay diferencias estadisticas significativas.

En la Figura 3-3 se pueden observar las variaciones obtenidas, apreciandose que las
mayores desviaciones se encuentran en los ensayos realizados con polen humedo. El
sustrato de la fermentacidbn y la temperatura de incubacién generan diferencias
significativas a lo largo del proceso, excepto en la hora 48. El aumento de acidez en el
polen himedo obtenido en la fermentacion con L. acidophilus pudo ser ocasionado, por
la ruptura de la exina y en un caso excepcional, por el aprovechamiento de los nutrientes
del polen, que dieron sustento a los microorganismos, a pesar de la falta de agua en el
medio. Analizando los resultados para las relaciones polen:agua 2:1 y 1:1 se observa que
a 40°C el crecimiento es mejor (mayor produccién de acidez), acorde con la literatura,

que reporta rangos de temperatura de crecimiento entre 30-40°C [69, 79-80].
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Figura 3-4: Comportamiento de la acidez y el pH en un proceso de fermentacion con S.

cerevisiae, evaluando diferentes relaciones polen:agua incubadas a 35°C y 40°C.
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Resultados en base seca. Letras distintas para la misma hora indica diferencias significativas, con un nivel de

confianza de 95%. Barras sin letras significa que no hay diferencias estadisticas significativas.
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En la Figura anterior se observan las variaciones de los ensayos, encontrandose altas
desviaciones en el pH, debidas a las diferencias en la produccion de sustancias acidas
(pocas) u otros metabolitos por la levadura. La acidez presenta diferencias significativas
en todo el bioproceso, lo que permite apreciar la influencia del tipo de sustrato y la
temperatura. Las fermentaciones con S. cerevisiae estan caracterizadas principalmente
por la produccion de alcohol, aunque dependiendo de la matriz, se generan algunos
acidos organicos [117], por tanto los aumentos en la acidez son dados por la produccion
de acido succinico y acético por parte de las levaduras [115-116]. Igualmente se observa
gue a 35°C se obtienen mejores valores de acidez, lo que estd de acuerdo con la

cercania del rango 6ptimo de crecimiento (25-30°C) [67, 81].

Figura 3-5: Comportamiento de la acidez y el pH en un proceso de fermentacién con el

cultivo mixto, evaluando diferentes relaciones polen:agua incubadas a 35°C y 40°C.
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Resultados en base seca. Letras distintas para la misma hora indica diferencias significativas, con un nivel de

confianza de 95%. Barras sin letras significa que no hay diferencias estadisticas significativas.

La Figura 3-6 presenta las variaciones y diferencias significativas obtenidas para la
acidez y el pH. La hora de la fermentacién y el sustrato ocasionan cambios en ambos
factores. De acuerdo a los resultados obtenidos en la acidez, la temperatura optima de
crecimiento es 35°C, donde se observan aumentos de acidez progresivos, en contraste
con los resultados a 40°C en los que estos valores tienen descensos, ocasionados
posiblemente por la muerte de los microorganismos o la produccion de acidos menos
acidificantes que el acido lactico; los posteriores ascensos pueden estar relacionados con

reacciones fisicoquimicas que permiten la liberacion de algunos compuestos acidos.

Realizando la comparacion entre las muestras de la fermentacion y el polen inicial y el
pan de abejas se observa que la acidez es mayor en las fermentaciones con L.
plantarum, L. acidophilus y algunos puntos de S. cerevisiae y el cultivo mixto. Los
cambios en pH respecto al polen y al pan de abejas son mas variados, algunos

aumentan mientras que otros disminuyen en diferentes puntos del proceso.
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Se observan picos de produccién entre las 0 y 24 horas en todos los experimentos,
después de lo cual se observa una fase de latencia que se mantiene hasta las 72 horas,
lo que indica que el polen apicola es una matriz apropiada para el desarrollo de
microorganismos, ya que permite el mantenimiento de la poblacién microbiana en largos

periodos de tiempo.

Los resultados obtenidos son acordes con la investigacion previa realizada por
Fuenmayor [7], donde se observan aumentos de acidez y descensos de pH en el

transcurso del tiempo para la cepa L. acidophilus.

La seleccion de la mejor relacion de polen-agua se realizé de acuerdo a la produccion de
acidez, tomando los puntos con mayor produccion y aplicando un analisis de varianza —
ANOVA, seguido de la prueba de Tukey como método de comparaciones mdltiples
empleando un nivel de significancia del 95%. No se observaron diferencias significativas
entre el polen humedo y las distintas relaciones de polen-agua (2:1 y 1:1) durante las dos
temperaturas de fermentacién evaluadas (35 y 40°C) para cada cepa (ver Anexo C), por
tal razdn se seleccionaron las condiciones que presentaron mayor producciéon de acidez.
Observando la Figura 3-2 la mejor relacion para L. plantarum es 1:1 a 35°C. Para L.
acidophilus (Figura 3-3) se observa que el polen himedo a 35°C es el que presenta
mayor acidez producida, sin embargo de acuerdo a los recuentos efectuados, este
sustrato no es ideal para el crecimiento debido a que después de las 12 horas hay
muerte total de la poblacion bacteriana, por tal razén se escoge el siguiente valor mas
elevado, el cual es en la relacion 1:1 a 40°C. Para el cultivo mixto (Figura 3-5) es 1:1 a
35°C y dado que la levadura S. cerevisiae no produce en su metabolismo principalmente
sustancias &cidas se determind la relacion de acuerdo a los recuentos obtenidos,
seleccionandose la relacién 2:1 a 35°C. Como se menciond anteriormente la a, en la
relacion 1:1 es superior a 0.90, valor que acorde a la literatura [64, 67] es el 6ptimo para
el crecimiento bacteriano, por tal razén la produccion de acidez es mayor en esa relaciéon
y es la seleccionada (menos en la cepa S. cerevisiae) para la determinacion de los
parametros bioactivos. En todos los ensayos menos en los de L. acidophilus la 6ptima
temperatura fue la de 35°C, valor acorde con estudios previos realizados por Vamanu y
Fuenmayor [7, 16-19] y con la temperatura que es reportada se tiene al interior de la

colmena.
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Realizando la comparacion de la acidez del producto final en las condiciones
seleccionadas (relacion polen-agua y temperatura de fermentacion) con el pan de abejas
se observa que la Unica cepa que no presenta diferencias significativas es la S.
cerevisiae (Figura 3-4), mientras que las bacterias y el cultivo mixto si presentan
diferencias. Esto puede ser generado por el acondicionamiento que se le efectud al polen
antes de iniciar el proceso fermentativo, ya que en la colmena no hay procesos de
limpieza y esterilizacion. Igualmente el pan de abejas es elaborado por diferentes
microorganismos [6, 56, 71], que pueden competir con las bacterias acido-lacticas y
disminuir la produccion de acidez; estos procesos convierten el polen en un sustrato
adecuado para la fermentacion. La levadura tiene valores similares de acidez al pan de
abejas, debido a que los principales productos de su metabolismo no son acidos, por
tanto no hay un aumento considerable de este parametro. Respecto al pH, se observan
descensos en todas las cepas, excepto para S. cerevisiae, lo que concuerda con el

aumento de acidez reportado en los ensayos.

Se observa que comparando los resultados de los productos finales obtenidos con la
materia prima inicial hay un aumento en la acidez y un descenso en el pH (excepto para

S. cerevisiae), lo que indica efectivamente el desarrollo de la fermentacién.

3.3.2 Caracteristicas bioactivas, microbiolégicas,
microestructurales y sensoriales

Con el fin de evaluar el cambio en los pardmetros bioactivos de acuerdo a la
esterilizacion y fermentacion, se realizaron analisis de la actividad antioxidante y el
contenido de fenoles totales en las distintas relaciones de polen-agua en la esterilizacion,
para ver si la adicién de agua generaba algun efecto. En la fermentacion se evaluaron la
actividad antioxidante, el contenido de fenoles y carotenoides totales, vitamina E, nariz
electrénica, color, cinética y se realizaron fotografias mediante microscopia electrénica

de barrido.
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En la Tabla 3-3 se presentan los resultados obtenidos para la actividad antioxidante y el
contenido de fenoles totales antes y después de la esterilizacion. Realizando el analisis
estadistico se observan diferencias significativas entre el polen antes y después de
someterlo al tratamiento térmico en la actividad antioxidante mediante TEAC, igualmente
hay diferencias entre el polen antes del tratamiento y las distintas relaciones con agua.
La capacidad antioxidante mediante FRAP presenta diferencias significativas entre el
polen antes y después del tratamiento; de la misma manera las relaciones con agua y el
polen seco presenta valores que son significativamente diferentes del polen humedo,
debido posiblemente a compuestos provenientes de la exina como &cidos fendlicos
(ferdlico y p-cumarico), carotenoides y tocoferoles [28, 33], que aportan al caracter
antioxidante del polen y pueden ser liberados al cambiar la estructura externa por la
exposicion a altas temperaturas [28-30]. De acuerdo a Zilic, productos de origen vegetal,
como la soya tienen una estructura compleja que protege compuestos como los acidos
fendlicos de degradacién térmica [118], por tanto el contenido de fenoles totales en polen
apicola, también con una compleja estructura, no presenta diferencias significativas
después del tratamiento térmico. Igualmente estudios realizados por Sogi [119] vy
Solgajova [120], quienes trabajaron con mango y bebidas a base de malta enriquecidas
con polen respectivamente, en tratamientos con infrarrojo y enriquecimiento, encontraron
gue los fenoles totales aumentan con el tiempo de exposicion y la cantidad de polen

adicionada.
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Tabla 3-3: Caracteristicas antioxidantes de los distintos sustratos antes y después del

tratamiento térmico*.

Fenoles totales
TEAC (mM Trolox/g FRAP (mM Trolox/g ] ]
(mg acido gélicol/g
polen) polen)
polen)
X+SD
Pol i
OIEN | Antes Tratamiento | 541+0.002 a 0.052+0.004 a 16.28+2.21 a
humedo Térmico
Polen
) 0.055+0.003 b 0.055+0.001 a 16.14+0.91 a
humedo
2:1 Después 0.056+0.002 b 0.060£0.001 b 15.46+0.91 a
Tratamiento
1:1 Térmico 0.060+0.004 b 0.066+0.002 c 15.59+0.62 a
Pol
SZ:; 0.059:0.003 b 0.06120.003 bc 17.35£0.97 a

*Resultados en base seca. Letras distintas en una misma columna para cada tratamiento indica diferencias

significativas, con un nivel de confianza de 95%.

La reaccion de Maillard, es una reaccibn no enzimdtica que involucra azlcares
reductores y aminoécidos, generando diferentes compuestos que afectan las
propiedades sensoriales y antioxidantes de los alimentos [107, 121-122]. La variacion en
los productos de esta reaccion depende del pH, temperatura, tipo de azlcares, lipidos y
aminodcidos involucrados, actividad de agua y ambiente de la reaccion [107-109]. Debido
a que el polen apicola posee un alto contenido de proteina y una cantidad apreciable de
carbohidratos [7, 35, 37], es muy susceptible a generar esta reaccion, y esto genera la

variacion en la actividad antioxidante.

De acuerdo a Eric y Vhangani la reaccion de Maillard contribuye con el potencial
antioxidante de los alimentos [122-123] y en un estudio realizado en girasol Eric encontré
gue la capacidad antioxidante aumenté a medida que incrementaba el contenido de los
productos de la reaccién. Igualmente al aumentar la temperatura, los productos
generados en la reaccion de Maillard incrementan la actividad antioxidante [107, 118]. En
un estudio realizado por Yilmaz en la reaccién de glucosa e histidina a diferentes

temperaturas, encontré que a 120°C se obtiene mas capacidad antioxidante que a 100°C




74 Evaluacién de diferentes condiciones del proceso de fermentacion en fase solida

de polen apicola.

[107]. En un estudio realizado por Zilic, se evaluaron distintos tratamientos térmicos en
soya, encontrando que la actividad se incrementa al aumentar la temperatura [118]. Se
ha encontrado que los productos de Maillard estan relacionados con la actividad
antioxidante en mieles canadienses [121], lo cual sugiere que algunos productos de la
colmena presentan esta correlacion. Estas investigaciones corroboran los valores
encontrados en la actividad antioxidante en las diferentes relaciones polen-agua después
de aplicar el tratamiento térmico, lo que permite concluir que la adicion de agua no

genera diferencias en la actividad antioxidante y el contenido de fenoles totales.

Teniendo en cuenta las relaciones de polen-agua seleccionadas para cada cepa, 1:1
para L. plantarum, L. acidophilus y el cultivo mixto y 2:1 para S. cerevisiae; asi como la
temperatura de fermentacion, 35°C para L. plantarum, S. cerevisiae y el cultivo mixto y
40°C para L. acidophilus, se realizaron los ensayos finales en las relaciones
seleccionadas para cada cepa y se presentan los resultados de las micrografias y los

parametros bioactivos a lo largo del proceso fermentativo.
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Figura 3-6: Micrografias con un aumento de 1600x de la estructura del grano de polen

sometido a un proceso de fermentaciéon con L. plantarum.

En (a) 0 horas, (b) 12 horas, (c) 24 horas, (d) 48 horas y (e) 72 horas.
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Figura 3-7: Micrografias con un aumento de 1200x de la estructura del grano de polen

sometido a un proceso de fermentacion con L. acidophilus.

En (a) 0 horas, (b) 12 horas, (c) 24 horas, (d) 48 horas y (e) 72 horas.

L "
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Figura 3-8: Micrografias con un aumento de 1200x de la estructura del grano de polen

sometido a un proceso de fermentacién con S. cerevisiae.
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Figura 3-9: Micrografias con un aumento de 1200x de la estructura del grano de polen

sometido a un proceso de fermentacion con el cultivo mixto.

En (a) 0 horas, (b) 12 horas, (c) 24 horas, (d) 48 horas y (e) 72 horas.
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En las Figuras 3-6 a 3-9 se pueden observar los cambios estructurales a lo largo de la
fermentacion para los distintos microorganismos, destacandose como en el avance de la
fermentacion se va aglomerando el polen por la apertura de la exina y la mezcla de los
compuestos internos, asi como el hinchamiento y la generacion de orificios en algunos
tipos de polen, que permiten el aprovechamiento de los nutrientes, por la exposicion del
contenido interno. En la Figura 3-6e se puede observar una bacteria, con lo cual se
comprueba su mantenimiento en el tiempo, asi como el cambio en la estructura, que
presenta diferencias hasta la hora 48. En la Figura 3-7 se observa como el polen va
cambiando su estructura, principalmente el de forma estrellada, hasta la hora 72; es
importante notar en el apartado (e) la presencia de una capa externa (exina) sin su
contenido interno, lo que indica que la fermentacién efectivamente rompe la estructura
para el aprovechamiento de los nutrientes en el interior del polen. Igualmente en la Figura
3-8 se observa que la estructura se va abriendo a medida que transcurre el tiempo,
evidencidndose cambios hasta la hora 72. La Figura 3-9 presenta varios pellets de polen
con su contenido interno expuesto (circulos negros, apartados (b) y (e)), ademas de
algunas levaduras (circulos azules), el cambio en la estructura presenta un avance hasta
la hora 24, donde se observa el aglomeramiento de las particulas, después de lo cual no

se observan cambios apreciables.

Se observa como el origen botanico claramente influencia el polen, encontrandose
aproximadamente 5 tipos diferentes de polen, que posiblemente afectaran los pardmetros

bioactivos; asi como los cambios estructurales.

Realizando el analisis de varianza — ANOVA y la prueba de Tukey se encontré que no
hay diferencias significativas a lo largo del tiempo en ninguno de los parametros
evaluados en cada una de las cepas utilizadas excepto en la vitamina E en las cepas L.

plantarum, L. acidophilus y el cultivo mixto.



80 Evaluacién de diferentes condiciones del proceso de fermentacion en fase solida

de polen apicola.

Figura 3-10: Comportamiento comparativo de cada cepa en el contenido de vitamina E a

lo largo del bioproceso.
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Resultados en base seca. Letras distintas para la misma cepa indica diferencias significativas, con un nivel

de confianza de 95%. Barras sin letras significa que no hay diferencias estadisticas significativas.

En la Figura 3-10 se observan las variaciones y las diferencias significativas a lo largo de

la fermentacién para cada cepa.

En los ensayos realizados con L. plantarum se presentd un pico alrededor de las 12
horas, relacionado posiblemente con la degradacion de la exina, con lo cual hay
liberacién de la vitamina E, seguido de un descenso debido al consumo del compuesto
por el microorganismo. El ensayo con la levadura presenta un maximo de produccion a
las 24 horas, después de lo cual hay disminucién por el consumo o la degradacién. El
comportamiento en los ensayos con L. acidophilus y el cultivo mixto presenta un

descenso significativo en la hora 24, seguido de un aumento entre la horas 24-48 y un
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posterior descenso gradual, ocasionado en gran medida por el mismo efecto del L.
plantarum sobre el polen apicola, debido a que tanto el cultivo mixto como la bacteria

siguen comportamientos de crecimiento similares al L. plantarum.

Figura 3-11: Comparacion entre los ensayos con cada cepa de los diferentes

compuestos bioactivos a lo largo de la fermentacion.

Actividad antioxidante total medida por (a) FRAP, (b) TEAC y compuestos bioactivos

individuales (c) fenoles totales, (d) carotenoides totales y (e) vitamina E.
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de polen apicola.
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Resultados en base seca. Letras distintas para la misma hora indica diferencias significativas, con un nivel de

confianza de 95%. Barras sin letras significa que no hay diferencias estadisticas significativas.
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Se observa que el inicio de la fermentacién presenta diferentes valores, es decir, no
todos los ensayos inician del mismo contenido en los parametros evaluados, debido
posiblemente a la produccién y destruccién de compuestos por efecto de la esterilizacion
[28-30], y que a pesar del mismo origen geografico de la materia prima, no es una matriz
homogénea, que depende de condiciones geogréaficas y medioambientales [10, 20], lo
que genera la variacion en el punto inicial de los ensayos. Esto mismo puede observarse
en el pH (3.75-432) y en la acidez inicial (230-515meqg/kg). Igualmente el
almacenamiento puede generar reacciones de deterioro o fermentacion, lo que afecta los

parametros mencionados.

En la Figura 3-11 se observan las variaciones que existen en los distintos puntos de las
fermentaciones para cada cepa, encontrdndose que la cepa S. cerevisiae es la que tiene

las mayores variaciones.

Analizando la Figura 3-11a solo existen diferencias significativas entre las cepas L.
acidophilus y S. cerevisiae en la hora 12 de fermentacion, donde la levadura presenta un
aumento considerable que luego desciende por el consumo de algunos compuestos que
aportan en la actividad antioxidante medida por FRAP. Respecto a la medicion realizada
por TEAC hay diferencias significativas en las horas 24 y 48. En la hora 24 se observa la
similitud entre las cepas L. plantarum y S. cerevisiae, mientras que el cultivo mixto
present6 disminucion, lo que indica un efecto antagdnico entre las cepas, mientras que la
bacteria presenta diferencias posiblemente al consumo de algin compuesto antioxidante
diferente a las otras cepas. Sin embargo en la hora 48 el cultivo mixto no presenta
diferencias con ninguna de las cepas individuales, solo hay diferencias entre L.
acidophilus y S. cerevisiae, debido al metabolismo microbiano. Comparando de forma
general los resultados del cultivo mixto y las cepas individuales, se observa que en la
actividad antioxidante (TEAC y FRAP) el efecto sinérgico de las cepas en el cultivo mixto

Nno genera mejoras respecto a las cepas individuales.

Comparando el producto final (fermentaciéon de 72 horas) con los valores de la materia
prima inicial se observan diferencias significativas (Anexo C) en la actividad antioxidante
total. Analizando las diferencias entre el producto final y el pan de abejas, se observan

descensos en los pardmetros de actividad antioxidante —TEAC-, afectado principalmente
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por el contenido de fenoles totales, debido a que TEAC determina compuestos
hidrofilicos y los fenoles tienen esta propiedad [73]. La actividad antioxidante por FRAP
se vio incrementada, debido al aumento en el contenido de carotenoides totales,

compuestos lipofilicos, que son determinados por este método.

El contenido de fenoles totales (Figura 3-11c) presenta diferencias significativas en la
ultima hora de fermentacion, principalmente entre el cultivo mixto y las bacterias acido
lacticas, este compuesto debe ser consumido en mayor cantidad por las bacterias y al
existir un efecto combinado en el cultivo mixto se minimiza el consumo y por eso se
genera la diferenciacion. Comparando el cultivo mixto con las cepas individuales, este

tiende a actuar similar a S. cerevisiae.

Comparando el producto final (fermentacién de 72 horas) con los valores del polen inicial
se observan diferencias significativas en el contenido de fenoles totales (ver Anexo C). El
descenso en el contenido puede ser debido a degradacion, por la diferencia de tiempo
entre la realizacion de la esterilizacion y el inicio de la fermentacion. Las diferencias entre
el producto final y el pan de abejas, se dan con el descenso del contenido de fenoles

totales en todas las cepas, excepto el cultivo mixto.

No siempre la actividad antioxidante esta relacionada de forma directamente proporcional
con el contenido de polifenoles [62, 99] algo usualmente aceptado, esto es debido a que
no soélo dichos compuestos aportan en la actividad antioxidante. Se puede comprobar
esto observando la cepa de L. acidophilus, en la cual la actividad antioxidante medida por
FRAP y TEAC presenta comportamiento similares, mientras que el contenido de fenoles
actia de manera inversamente proporcional, principalmente en la hora 12 de la
fermentacion. En la cepa S. cerevisiae y el cultivo mixto se observan comportamientos
similares en la actividad antioxidante y el contenido de fenoles totales, con un leve
descenso en la hora 12 en los valores de polifenoles. También puede presentarse una
relacion directamente proporcional entre estos parametros, tal como ocurre en los

ensayos con L. plantarum.
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En la Figura 3-11d se pueden observar las diferencias encontradas en las horas 12y 72
para el contenido de carotenoides totales. En la hora 12 la similitud entre el cultivo mixto
y la cepa L. plantarum est& dada por la contribucion de la bacteria més que la levadura
en el cultivo mixto. La levadura después de las 12 horas presenta un aumento que
sugiere la degradacion de la exina y la liberacion de los carotenoides, lo que genera
similaridad con el cultivo mixto en la hora final. Comparando globalmente, el efecto

combinado presenta mejores resultados respecto a los microorganismos separados.

El producto final (fermentacion de 72 horas) comparado con los valores de la materia
prima inicial presenta diferencias significativas Unicamente para el cultivo mixto (ver
Anexo C). A pesar de no existir diferencias significativas en las otras cepas, se pueden
apreciar los aumentos excepto para el ensayo con L. acidophilus. ElI contenido de
carotenoides totales presenta variaciones respecto a la materia prima inicial, debido a
gue el tratamiento térmico genera la liberacién de este nutriente. En la exina se han
encontrado carotenoides como luteina, zeaxantina yp -caroteno [29-30, 33], que pueden
ser liberados al romperse la estructura por efecto del tratamiento térmico (Figura 2-3) y la
accién de microorganismos en la fermentacion (Figura 3-6 a 3-9) [110]. En el tratamiento
térmico se ha reportado la produccion de isémeros de8 -caroteno, generados por efecto
de la luz y la temperatura [124], asi como un posible rompimiento de la pared celular, que
libera y aumenta el contenido de carotenoides totales. En tratamientos con infrarrojo se
ha observado una variacion respecto al contenido inicial, sin embargo a mayor tiempo de
exposicion se obtiene un contenido mayor [119]. La comparacion del producto final con el
pan de abejas presenta un resultado interesante, la obtencién del producto natural se ha
estudiado por varios autores, sin embargo no se han determinado con claridad las
condiciones exactas del bioproceso asi como todos los microorganismos que actdan en
el, esto sugiere algun cambio adicional generado por condiciones o microorganismos
diferentes a los utilizados en este trabajo, por tal razén el contenido de carotenoides

totales difiere en esa magnitud.

La vitamina E (Figura 3-11e) presenta diferencias significativas en las horas 24 y 72 del
proceso. El pico de produccién generado por el ensayo con la levadura ocasiona las
diferencias en la hora 12, sin embargo el cultivo mixto se comporta similar a ambas

cepas. En la hora 72 la bacteria L. plantarum tiene un descenso que produce las
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diferencias. De forma general el efecto del cultivo mixto presenta mejores resultados a

las cepas individuales, excepto en la hora 12.

La comparacién del producto final (fermentacién de 72 horas) con la materia prima inicial
no presenta diferencias significativas (ver Anexo C), sin embargo puede apreciarse el
aumento en el contenido L. plantarum. La vitamina E es un compuesto que se ve
afectado por los tratamientos térmicos, tal como lo menciona Hwang [124], quien sugiere

gue el rompimiento de la pared celular de la matriz ocasiona la liberacion del compuesto.

En un estudio realizado por Vamanu en fermentacion de polen apicola se encontré que la
actividad antioxidante aumentaba después de 7 dias de proceso [19], resultados que
difieren a lo observado en este trabajo, donde se observd que el proceso fermentativo
mantiene constante la actividad antioxidante (TEAC, FRAP), debido a la disminucion del
contenido de fenoles totales y a su vez el aumento del contenido de carotenoides totales

y la vitamina E.

Adicional a las diferencias en cada uno de los puntos (tiempos de fermentacién) del
proceso, se realizé un analisis global comparando las caracteristicas bioactivas entre las
cepas, mediante un analisis de varianza ANOVA seguido de la prueba de comparacion,

encontrando diferencias significativas entre todas las cepas en todos los compuestos.

Tabla 3-4: Comparacion de los compuestos bioactivos entre las distintas cepas*.

Vitamina E
Fenoles totales | Carotenoides (mg
TEAC (mM Trolox/g | FRAP (mM Trolox/g ) (ng a-
(mg acido B-caroteno/kg
polen) polen) ) tocoferol/g
gélico/g polen) polen)
polen)
L. plantarum | 0.056+0.004 a | 0.069+0.005 ab | 6.41+0.58 a | 2388+180 ab | 98+24 a
L. acidophilus | 0.044+0.008 b | 0.064+0.004 a | 5.82+0.69 a | 1931+595a | 158+32 b
S. cerevisiae | 0.065+0.012 ¢ | 0.074+0.010 b | 8.78+1.52b | 20724630 a | 155+49b
Cultivo mixto | 0.050+£0.004 ab | 0.067+0.005 a | 8.96+0.36 b | 2611+269b | 172+33 Db

*Resultados en base seca. Letras distintas en una misma columna para cada tratamiento indica diferencias

significativas, con un nivel de confianza de 95%.
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Realizando una comparaciéon de los resultados del cultivo mixto con las cepas
individuales (Tabla 3-4), se puede observar que la actividad antioxidante y el contenido
de carotenoides totales presentan similitud con los resultados de la cepa L. plantarum,
contradiciendo los resultados para el contenido de fenoles totales y vitamina E, en el cual
la similaridad esté con la cepa S. cerevisiae. Lo anteriormente analizado permite concluir
que en el cultivo mixto hay una accién conjunta de las dos cepas sobre los distintos
compuestos bioactivos. Asi mismo se puede decir que el cultivo mixto permite obtener un
producto final con mayores contenidos de carotenoides totales, fenoles totales y vitamina
E en la fermentacién en fase sdlida de polen apicola, y que el bioproceso, de acuerdo a
la comparacion con el polen inicial, genera cambios bioquimicos, que afectan dichos

parametros.

Observando el aumento en la vitamina E y el contenido de carotenoides totales, asi como
el correspondiente incremento en la actividad antioxidante (FRAP), puede encontrarse
una relacion con el cambio generado en la estructura del polen observado en las Figuras
2-3y 3-6 a 3-9. En el transcurso de la fermentacién la exina va degradandose dejando el
contenido interno del polen expuesto; igualmente la estructura de la exina va cambiando,

promoviendo la liberacién de los compuestos mencionados.

Debido a que los parametros sensoriales son importantes en el desarrollo de un producto
se evaluaron los cambios de color y de perfil aromético durante el proceso de

fermentacion, obteniéndose los siguientes resultados.
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Figura 3-12: Comportamiento del perfil aromatico a lo largo de la fermentacién con L.

plantarum.

En (a) se presenta los resultados del score plot a lo largo del proceso y en (b) el loading

plot presenta los sensores de la nariz electronica (variables).
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Figura 3-13: Comportamiento del perfil aromatico a lo largo de la fermentacién con L.

acidophilus.

En (a) se presenta los resultados del score plot a lo largo del proceso y en (b) el loading

plot presenta los sensores de la nariz electronica (variables).
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Figura 3-14: Comportamiento del perfil aromatico a lo largo de la fermentacién con S.

cerevisiae.

En (a) se presenta los resultados del score plot a lo largo del proceso y en (b) el loading

plot presenta los sensores de la nariz electrénica (variables).
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Figura 3-15: Comportamiento del perfil aroméatico a lo largo de la fermentacion con el

cultivo mixto.

En (a) se presenta los resultados del score plot a lo largo del proceso y en (b) el loading

plot presenta los sensores de la nariz electrénica (variables).
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En la Figura 3-12 se observa que para la cepa de L. plantarum el primer componente
explica el 42.3% de la varianza de los datos y analizando la relacion con las variables se
puede encontrar que en el inicio y final de la fermentacién los sensores con mayor
respuesta son los asociados a compuestos aromaticos y alifaticos, azufrados, clorados y
alcoholes (sensores W5C, W6S, W2W y W2S). La mayor tasa de cambio del
componente principal 1 se encuentra entre las 12 y 24 horas, lo que se puede interpretar
como el rango de tiempo de mayor produccion de aroma; en este punto, hay prevalencia
de compuestos aromaticos y nitrogenados e hidrocarburos de cadena corta (W1C, W5S 'y
W1S). Los sensores W3C, W1W y W3S no tienen relevancia en la diferenciacion de las

etapas de la fermentacion.

En la Figura 3-13 el primer componente explica el 66.7% de la varianza de los datos
para la cepa L. acidophilus, encontrando que los sensores W1W y W1C no tienen
relevancia para la diferenciacion de las etapas mientras que los sensores W3C, W5C,
W3S y W6S (compuestos aromaticos, alifaticos e hidrogeno) son los que presentan
mayor respuesta para la hora 12 y el punto final de la fermentacion. En el punto inicial se
observan compuestos nitrogenados, alcoholes, azufrados, clorados e hidrocarburos de
cadena corta (W5S, W2S, W2W y W1S), punto donde inicia la mayor produccién

aromatica (0-12 horas).

La cepa S. cerevisiae (Figura 3-14) presenta una varianza de los datos del 68.6% en el
primer componente. Compuestos nitrogenados, azufrados, clorados, alcoholes,
hidrégeno, hidrocarburos de cadena corta (W5S, W1W, W2W, W2S, W6S y W1S) estan
relacionados con las primeras horas de fermentacién (0-12h), mientras que compuestos
arométicos y alifaticos (W1C, W3C y W5C) influyen en el transcurso del proceso desde
las 24 horas hasta el punto final. Se puede observar la mayor tasa de cambio del

componente principal 1 entre las 12 y 24 horas, es decir, mayor produccién aromatica.

En la Figura 3-15 el 95.7% de la varianza de los datos esta explicada por el componente
principal 1 para la fermentacién realizada con el cultivo mixto (L. plantarum y S.
cerevisiae). Los sensores W5S, W3S, Wi1W, W2W, W2S, W6S y W1S (compuestos

nitrogenados, alifaticos, azufrados, clorados, alcoholes, hidrégeno, hidrocarburos de
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cadena corta) presentan una respuesta mayor en las horas 24, 48 y 72, mientras que el
punto inicial tiene una producciéon predominante de compuestos aromaticos y alifaticos
(W1C, W3C y W5C). El mayor pico de produccion aromética se encuentra entre el inicio y

la hora 12 de la fermentacion.

Comparando el comportamiento de los distintos cultivos (Figura 3-16) se observa que los
dos primeros componentes principales explican el 94.8% de la varianza de los datos,
encontrando similitud entre las bacterias del género Lactobacillus influenciada por los
sensores W1C, W3C y W5C (compuestos aromaticos y alifaticos), mientras que el cultivo
mixto tiene una mayor relacion con el sensor W6S (principalmente hidrogeno). Al
pertenecer al mismo género y realizar el proceso fermentativo sobre el mismo sustrato,
las bacterias evaluadas presentan respuestas similares, debido posiblemente a que
siguen rutas metabdlicas semejantes y los productos generados tienen caracteristicas
parecidas [69]. Es posible notar la diferencia entre los cultivos individuales y el mixto,
concluyendo asi que la produccién de compuestos aromaticos esta influenciada por las
distintas cepas y realizar la mezcla genera productos totalmente diferentes, debido a un
efecto sinérgico entre las dos cepas; sin embargo se observa la similitud entre el punto
inicial de las cepas individuales y el ensayo con la mezcla, dado que los microorganismos
no han empezado su desarrollo, y por ende la produccién de aroma es parecida en todas

las cepas.

En diversos estudios se ha reportado el uso de la nariz electronica para seguimientos de

procesos de fermentacion [125-126].
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Figura 3-16: Comparacion del perfil aromatico entre las diferentes cepas.

En (a) se presentan los resultados del score plot a lo largo del proceso. En (b) se muestra

el loading plot del andlisis en donde se ubican los sensores de la nariz electrénica

(variables).
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La estadistica anterior permitié hacer un analisis cualitativo entre las cepas individuales y
el cultivo mixto, de acuerdo a la respuesta de los distintos sensores, por tanto se
escogieron los sensores W1C (cepas individuales) y W2S (cultivo mixto) para evaluar si
existen diferencias estadisticas entre los distintos cultivos. En la Figura 3-17 se presentan

los resultados.

Figura 3-17: Andlisis de varianza entre los sensores W1C y W2S.
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En ambos sensores se observa que existe una diferencia significativa entre las cepas
individuales y el cultivo mixto, sin embargo el sensor W1C diferencia también las cepas
de bacterias de la levadura, lo que confirma el andlisis de datos realizado mediante PCA,
en el que se diferencian claramente 3 grupos: bacterias, levadura y cultivo mixto. Esto
permite concluir que la nariz electrénica es capaz de diferenciar productos fermentados

de acuerdo a la cepa inoculada.

Evaluando el color se obtuvieron los parametros en coordenadas CIELab, encontrando
qgue no habia diferencias significativas a lo largo del proceso para ninguna de las cepas
en ninguna de las coordenadas. Igualmente en la coordenada b no existieron diferencias

significativas entre las cepas en los distintos tiempos evaluados (ver Anexo C).
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Figura 3-18: Pardmetros de color en las distintas cepas analizadas.

En (a) la coordenada L y en (b) la coordenada a.
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Tanto en la coordenada L como en la coordenada a se observaron diferencias
significativas entre las cepas en distintos momentos de la fermentacién. Se observa que
en a los ensayos del cultivo mixto presenta similitudes con los de la cepa L. plantarum, y
que las fermentaciones con L. acidophilus y el cultivo mixto son las que presentan mas

coloraciones verdosas (menor valor de a).

De acuerdo a bibliografia, el contenido de carotenoides totales esta relacionado con el
color medido mediante coordenadas CIELab, especialmente con las coordenadas a
(tonalidades rojo a verde) y b (tonalidades azul a amarillo) [106], por tanto se realizé un
analisis de componentes principales, para evaluar la relacion entre estos pardmetros en

las fermentaciones con cada una de las cepas.

En la Figura 3-19 se observa que los dos primeros componentes explican el 88.8% de la
varianza de los datos. Respecto a la coordenada L se aprecia que las muestras de la
fermentacién con L. acidophilus presentan mas luminosidad, comparadas con las que
estan en el lado negativo del componente principal 1 (eje x). Algunas muestras de L.
plantarum y S. cerevisiae (circulo negro) estan influenciadas por el contenido de
carotenoides totales y la coordenada b, relacionadas con las tonalidades amarillas del
polen. La mayoria de las muestras de fermentacion tienen poca influencia de la

coordenada a.
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Figura 3-19: Correlacion entre el contenido de carotenoides totales y las coordenadas

de color.

En (a) se presentan los resultados del score plot a lo largo del proceso. En (b) se muestra

el loading plot del analisis en donde se ubican las variables analizadas.
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Estudios reportan la relacion entre el contenido de carotenoides totales y la coordenada
b, a menor contenido de carotenoides menor valor en dicha coordenada. Los ensayos
con L. acidophilus y S. cerevisiae son los que presentan los menores valores en la
coordenada b, es decir, son los menos amarillos, por tanto su contenido de carotenoides
totales deberia ser menor que en los otros ensayos, lo que puede verificarse en la Tabla
3-4. Estos resultados son acordes a lo reportado por Contreras [110], quien encontrd

diferencias significativas entre polenes con coloraciones amarillas y naranjas.

Meléndez [106] reporta las coordenadas de color para extractos de (3-caroteno: L (95.84),
a (-3.11) y b (44.89) y realizando la comparacién con los extractos de las muestras de
polen, se observa la cercania a los valores de las coordenadas a y b de las
fermentaciones, lo que demuestra la relacion entre el contenido de carotenoides totales y
el color. Igualmente encontré una correlacién entre las coordenadas de color y los
carotenoides, especialmente diferenciado por los dobles enlaces conjugados de su

estructura.

En la siguiente Tabla se muestra el analisis comparativo entre las distintas cepas para

cada una de las coordenadas del espacio CIELab.

Tabla 3-5: Comparacion de las coordenadas de color entre las cepas evaluadas.

L a b

L. plantarum |65.56+0.47 a|-14.84+0.89 a | 68.37+1.14 ac
L. acidophilus |66.34+0.23 b|-16.01+0.13 b | 64.82+3.51 b
S. cerevisiae |65.27+0.59 a |-14.16+0.24 ¢ | 64.80+5.16 b
Cultivo mixto |66.24+0.13 b [-16.19+0.13 b |67.16+1.43 bc

Estadisticamente se encontraron diferencias significativas entre los distintos ensayos, sin
embargo visualmente no se pueden diferenciar, lo que permite apreciar la dificultad del
0jo humano para diferenciar el polen con colores semejantes (tonalidades amarillas y
naranja); el proceso de homogenizacion afecta notoriamente esta capacidad, debido a
que pellets de coloraciones amarillas, naranjas y verdosas son mezcladas. Sin embargo

métodos instrumentales pueden llevar a cabo la diferenciacion.
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Las fermentaciones efectuadas por L. acidophilus y el cultivo mixto son las mas opacas
(menor valor de luminosidad L) y tienen mayores coloraciones verdosas (menor valor de

a). La cepa L. plantarum y el cultivo mixto generaron mayores coloraciones amarillas.

Se encuentran similitudes comparando el color del producto final con un estudio realizado
en polen colombiano por Duran, donde encontr6 que el polen del altiplano

Cundiboyacense presenta tonalidades amarillo-verdosas [84].

Con el fin de observar el comportamiento de las cepas de acuerdo a las variables
bioactivas y sensoriales evaluadas se realiz6 un andlisis de componentes principales,
presentado en la Figura 3-20. Los dos primeros componentes explican el 74.4% de la
varianza de los datos, sin embargo el segundo componente principal no aporta mucho en
la descripcién del comportamiento de las cepas con respecto a las variables planteadas,
por tanto la luminosidad L no influencia a ninguna cepa. Los parametros evaluados
permitieron realizar la clasificacién de las fermentaciones de acuerdo a la cepa utilizada.
Se puede observar como los ensayos con las bacterias (L. plantarum y L. acidophilus)
estdn mayormente influenciadas por los sensores de la nariz electrénica W1C, W3C y
W5C (compuestos aromaticos y alifaticos), mientras que los de la levadura presenta
mayores en los pardmetros de color a y b, asi como la actividad antioxidante (TEAC y
FRAP). El ensayo con el cultivo mixto se diferencia de las cepas individuales por sus
contenidos en Vitamina E y los restantes sensores de la nariz. Respecto al contenido de
carotenoides y fenoles, se observa una relacion entre ellos; los ensayos con el cultivo
mixto y la levadura tienen un contenido apreciable, mientras que la fermentacién con la
bacteria L. acidophilus es la que presenta el menor contenido de estos compuestos, tal
como se observa en la Figura 3-11d y 3-11c, respectivamente. Se puede apreciar que las
bacterias se agrupan (circulo verde), debido a la produccion de compuesto similares

entre ellas [69].



100 Evaluacion de diferentes condiciones del proceso de fermentacidn en fase solida

de polen apicola.

Figura 3-20: Comparacion de los compuestos bioactivos y sensoriales de los sustratos

fermentados entre las distintas cepas de microorganismos evaluados.

En (a) se presentan los resultados del score plot. En (b) se muestra el loading plot del

analisis en donde se ubican los diferentes analisis (variables).
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La prueba estadistica de Wilk's Lambda es una medida de la calidad de separacién entre
clases; es una generalizacibn multivariada de la distribucibn F univariada, siendo
comunmente usada en bases de datos en las que se desea seleccionar variables de
manera gradual mediante la inclusién de aquellas que mayor capacidad discriminante
posean [127]. En este caso, el andlisis permite encontrar las variables que mayor aportan
en la descripcion de los ensayos de fermentacion; el analisis encontré que los sensores
W3C, W5C, W1S, W2S y la coordenada de color a son los que permiten una mejor
separacion entre productos obtenidos en el proceso de fermentacion por cada cepa

evaluada.

Finalmente se realiz6 el conteo de células viables en las distintas cepas. Igualmente se
realizaron fotografias de las cepas ATCC y las obtenidas en los ensayos de fermentacion

para corroborar la cepa utilizada (ver Anexo D.)

En la Figura 3-21 se puede observar como la cepa de L. plantarum es la que presenta
una mayor producciéon de biomasa (~10° ufc/g), manteniéndose hasta el final de la
fermentacion, en comparacion con las cepas de L. acidophilus y S. cerevisiae que
descendieron hasta valores aproximados de 10° y 10° ufc/g, respectivamente. Analizando
el cultivo mixto (L. plantarum y S. cerevisiae) se observa que la bacteria presenta

recuentos inferiores, contrariamente a la levadura respecto a las cepas individuales.
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Figura 3-21: Cinética de crecimiento de los distintos microorganismos.
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Los resultados obtenidos estan acordes con lo realizado por Fuenmayor, quien encontré
gue después de 24 horas la viabilidad celular del cultivo L. acidophilus empieza a

descender [7].

La diferencia en la cantidad de biomasa generada por las dos bacterias se debe
principalmente a la ruta metabdlica seguida: L. acidophillus es una bacteria
homofermentativa, que utiliza Unicamente la glucosa como fuente de energia y realiza el
proceso fermentativo mediante la glucoélisis o el mecanismo Embden-Meyerhof-Parnas
(EMP), mientras que L. plantarum sigue esa misma ruta aprovechando el mismo sustrato
o también puede seguir la ruta derivacion de hexosa-monofosfato (Hexose
Monophosphate Shunt - HMS) en la cual utilizan hexosas pero también pueden utilizar
pentosas [64, 80, 103, 114]. Igualmente se ha encontrado que el L. plantarum puede
metabolizar la lactosa [80], lo que le da al microorganismo otra fuente de energia. Al
tener una mayor disponibilidad de nutrientes L. plantarum tiene mas posibilidades de
aumentar su biomasa, igualmente es una bacteria que puede tolerar valores de pH
inferiores a los de la mayoria de bacterias [64, 69], el pH inferior debido a la produccion

de acido lactico no afecta su desarrollo por lo que su tiempo de supervivencia en el
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sustrato es mayor. lgualmente el L. plantarum ha sido utilizado en procesos de ensilaje,
gue utilizan una fermentacion en fase sélida para realizar la conversion, por tal razén son
microorganismos que se adaptan mas facilmente a sustratos complejos [14, 67], mientras
qgue L. acidophillus se utiliza mayormente en productos méas sencillos, como en la
produccion de bebidas fermentadas. Dado que el polen es un sustrato complejo el L.
plantarum puede realizar el bioproceso de forma mas efectiva y aprovechar mejor los

nutrientes.

S. cerevisiae utiliza la glucosa para la generacion de energia mediante la ruta EMP [64,
103], y debido que el polen posee los nutrientes al interior del grano, la levadura debe
terminar de degradar la exina para obtener mas sustrato, por lo cual la falta de glucosa
actia como nutriente limitante y afecta la supervivencia de la levadura. Observando los
resultados del cultivo mixto se aprecia la sinergia entre los dos cultivos: la poblacién de
S. cerevisiae aumenta respecto a la fermentacién con la cepa individual mientras que la
de L. plantarum desciende. Es posible que la ruta seguida por el cultivo mixto sea la
degradacién de la exina por parte de la bacteria, con lo cual la levadura aprovecha las
hexosas liberadas manteniendo la sobrevivencia de la poblacion en el tiempo; al
degradar la exina la bacteria empieza a utilizar las hexosas (después de 12 horas) y su
biomasa aumenta hasta las 24 horas, después el crecimiento empieza a descender en
ambos microorganismos. En la levadura la disminucion poblacional es menos marcada
gue en el ensayo de la cepa individual. Es importante tener en cuenta que ambos
microorganismos utilizan fosfatos para su crecimiento [128-129], por tanto entran en
competencia por el nutriente y eso también ocasiona el comportamiento observado
(disminucién en la bacteria y aumento en la levadura). Igualmente la bacteria puede
obtener energia de otros compuestos como lactosa o pentosas [64, 80, 103, 114] lo que

le permite aumentar y mantener su poblacion.

Evaluando el potencial probi6tico de las cepas trabajadas se puede asumir que solo las
bacterias tienen las condiciones necesarias para considerarse probioticas, ya que su
poblacién esta en el rango 10°-10° [104, 130] necesario para tener esta caracteristica.
Sin embargo se observa que la cepa L. plantarum mantiene su biomasa por un periodo

de tiempo mayor, importante para la administracion y paso por el sistema digestivo.
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La fermentacion en fase sélida es un bioproceso que necesita de condiciones especificas
para su Optimo desarrollo dependiendo del microorganismo que va a efectuar la
transformaciéon. Evaluando la composicién del sustrato y temperatura en las cepas L.
plantarum, L. acidophilus, S.cerevisiae y un cultivo mixto (L. plantarum y S.cerevisiae) en
la fermentacion en fase sdlida de polen apicola, se encontré6 que para la cepa L.
plantarum y el cultivo mixto las mejores condiciones son una temperatura de incubacion
de 35°C en un sustrato polen:agua 1:1, mientras que para la cepa L. acidophilus la
temperatura optima fue de 40°C trabajando en el mismo sustrato y la levadura reportd
mejores condiciones a 35°C en el sustrato polen:agua 2:1. Realizada la seleccion de las
mejores condiciones de proceso se evaluaron parametros bioactivos, microestructurales,
sensoriales y cinéticos para seleccionar la mejor cepa encontrando que el cultivo mixto
es el que presenta mayores contenidos de vitamina E, contenido de carotenoides totales
y fenoles totales, igualmente mantiene la poblaciébn microbiana en valores que
caracterizan el producto obtenido como un alimento probiético (~108 ufc/g). Teniendo en
cuenta los costos de la materia prima, puede usarse Unicamente la cepa L. plantarum,
gue presenta caracteristicas bioactivas ligeramente menores al cultivo mixto pero
considerablemente mejores a la materia prima, ademas mantiene también la poblacién

microbiana, con lo cual se considera un producto probiético (~10° ufc/g).

De acuerdo a las caracteristicas bioactivas y probidticas del nuevo producto, puede ser
utilizado como suplemento nutricional o incluido en alimentos de consumo diario, para

mejorar las deficiencias nutricionales actuales.



4.Conclusiones y recomendaciones
4.1 Conclusiones

El polen apicola es un sustrato complejo, su contenido de proteina (24.9%), grasa
(5.78%), cenizas (2.39%), actividad antioxidante (0.041 y 0.052mM trolox/g para TEAC y
FRAP, respectivamente), fenoles totales (16.28mg acido gélico/g), carotenoides totales
(2149mg [-caroteno/kg) y vitamina E (119ug a-tocoferol/g) lo hacen una buena fuente de
nutrientes para el desarrollo de microorganismos, ademas de tener aptitud tecnolégica

para realizar un bioproceso con posibilidad de escalar a nivel industrial.

El polen apicola necesita operaciones de acondicionamiento previas al proceso, para
mejorar la acciéon de los microorganismos, como tamizado para eliminar impurezas
macroscoépicas, tratamientos térmicos para disminuir la carga microbiana, aumentar la
vida atil y realizar un escalamiento de las cepas. Para el escalamiento se utiliz6 una
relacion de polen-caldo nutritivo 1:10, dado que no existieron diferencias significativas

con las otras relaciones evaluadas.

El tratamiento térmico con mayor efectividad para eliminar la carga microbiana inicial del
polen apicola es una esterilizacion efectuada a 121°C durante 15 minutos, ensayo con
resultado satisfactorio en la prueba de esterilidad comercial. Tratamientos térmicos mas
suaves no permiten obtener las condiciones necesarias para el buen desarrollo del

bioproceso.

La actividad antioxidante del polen apicola es favorecida por el tratamiento térmico de
esterilizacion (121°C por 15 minutos), originada debido a la reaccion de Maillard, a la
presencia de carotenoides contenidos en el sustrato que son beneficiados por efecto de

la temperatura, aumentando su actividad. La microestructura del polen sufre cambios
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gue favorecen el proceso de fermentacion, debido a que degrada parcialmente la exina y

los microorganismos pueden utilizar los nutrientes que se liberan del sustrato.

Durante este trabajo se estandarizaron las condiciones del proceso de fermentacion en
fase solida con polen apicola proveniente de boque andino en el altiplano
cundiboyacense, determinado por el aumento de acidez en los ensayos y el
comportamiento cinético de cepas comerciales de Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus plantarum, Saccharomyces cerevisiae y una mezcla. Los factores que
mayor influencia tienen sobre el proceso son la temperatura y la composicion del sustrato

en funcion del microorganismo.

La evaluacién de la mayor acidez producida por las cepas estudiadas no tiene diferencia
significativa por influencia de la relacion polen:agua y la temperatura de incubacién

utilizada.

La acidez final expresada en meqg/kg polen del sustrato fermentado con Saccharomyces
cerevisiae no tiene diferencias significativas con el pan de abejas natural, sin embargo la
acidez del producto final obtenido de la fermentacién con Lactobacillus acidophillus y el
cultivo mixto son iguales entre si pero diferentes al pan de abejas natural. Finalmente la
acidez del producto final obtenido de la fermentacion con Lactobacillus plantarum es la
mas alta obtenida en todos los procesos de fermentacion, diferente a la acidez del pan de
abejas natural y a la acidez de los productos finales de las otras cepas estudiadas.

Evaluando la composicion del sustrato y temperatura en las cepas Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus acidophilus, Saccharomyces cerevisiae y un cultivo mixto
(Lactobacillus plantarum y Saccharomyces cerevisiae) en la fermentacion en fase sélida
de polen apicola, se encontré que para la cepa Lactobacillus plantarum y el cultivo mixto
las mejores condiciones son una temperatura de incubacion de 35°C en un sustrato
polen:agua 1:1, mientras que para la cepa Lactobacillus acidophilus la temperatura
Optima fue de 40°C trabajando en el mismo sustrato y la levadura report6 mejores

condiciones a 35°C en el sustrato polen:agua 2:1.
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El proceso de fermentacion en fase sélida no genera cambios significativos en la
actividad antioxidante evaluada por los métodos de TEAC y FRAP, el contenido de
carotenoides totales, fenoles totales y el color a lo largo del proceso, mientras que la
microestructura, el contenido de la vitamina E y el perfil aromatico obtenido mediante la

nariz electrénica si muestran cambios significativos.

La accion de las cepas Lactobacillus acidophillus ATCC 4356, Lactobacillus plantarum
ATCC 8014 y Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 generan diferencias significativas
en todos los parametros evaluados. La actividad antioxidante evaluada mediante TEAC
presenta similitud entre las fermentaciones realizadas con el cultivo mixto y las cepas
Lactobacillus plantarum y Lactobacillus acidophillus, sin embargo las cepas individuales
presentan diferencias entre si. La actividad antioxidante evaluada mediante FRAP es
similar entre todas las cepas excepto para Saccharomyces cerevisiae. El contenido de
fenoles totales presenta diferencias significativas entre las cepas de bacterias y las otras
cepas analizadas. El contenido de carotenoides totales difiere entre los ensayos del
cultivo mixto con las cepas Lactobacillus acidophillus y Saccharomyces cerevisiae, pero
es similar al de la cepa Lactobacillus plantarum. La vitamina E sélo presenta diferencias

significativas entre la cepa Lactobacillus plantarum respecto a las demas.

En el cultivo mixto hay una accion conjunta de las cepas de Lactobacillus plantarum y
Saccharomyces cerevisiae sobre los compuestos bioactivos del polen apicola, mostrando
incrementos en el contenido de carotenoides totales, fenoles totales y vitamina E durante

el proceso de fermentacion en fase sélida de polen apicola.

La microestructura del polen apicola presenta cambios debido al proceso de
fermentacion en fase soélida, evidenciados en la degradacién de la exina. La fermentacién
genera mayores cambios en la microestructura que el tratamiento térmico de

esterilizacion.

El monitoreo del perfil aromético del bioproceso explica entre un 42.3% y un 95.7% de la
varianza de la informacién y permite diferenciar el comportamiento del sustrato frente a
cada cepa utilizada, identificando el grupo de compuestos que mayor influencia tienen

durante el tiempo de proceso, asi como las tasas de cambio mas significativas.
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Un analisis de componentes principales permite comparar el comportamiento del perfil
aromatico de los distintos cultivos, explicando el 94.8% de la varianza de los datos,
encontrando similitud entre las bacterias del género Lactobacillus. Se diferencia
claramente entre los cultivos individuales y el mixto, la produccion de compuestos
aromaéticos esté influenciada por las distintas cepas y realizar la mezcla genera productos

totalmente diferentes, debido a un posible efecto sinérgico de las cepas del cultivo mixto.

El contenido de carotenoides y la coordenada de color b tienen una correlacién directa en

los sustratos de polen fermentados.

Las variables sensoriales que mayor aportan en la descripcion de los ensayos de
fermentaciéon y que permiten diferenciar los productos finales son los sensores de la nariz
electrénica W3C, W5C, W1S, W2S (compuestos aromaticos y alifaticos, hidrocarburos de

cadena corta y alcoholes) y la coordenada de color a.

La fermentacion en fase solida de polen apicola en un sustrato con relacion polen agua
1.1 incubado a 35°C, que utiliza Lactobacillus plantarum tiene el mayor incremento de
acidez de las cepas estudiadas, es la que genera mayor caracter probiético de acuerdo a

la poblacién microbiana final obtenida y la que presenta mayor estabilidad en el tiempo.

El estudio selecciona el cultivo mixto con la adicién de un inéculo de 10° ufc/g en un
sustrato polen:agua 1:1 incubado a 35°C como las mejores condiciones de proceso, de
acuerdo a los resultados obtenidos tanto en el monitoreo de las caracteristicas bioactivas

como en el conteo de la poblacion microbiana final.

4.2 Recomendaciones

Realizar la determinacién de carbohidratos fermentables, para evaluar cuales son los

utilizados por los diferentes microorganismos en la fermentacién en fase sélida.

Realizar la determinacién de los aminoacidos en polen apicola a lo largo del proceso de

fermentacion, para ver el efecto sobre el proceso y el crecimiento microbiano.
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Analizar el contenido de 4cidos organicos en la fermentacion, para realizar el seguimiento

de crecimiento microbiano mediante el monitoreo del producto del metabolismo.

Realizar el bioproceso utilizando cultivo de microorganismos nativos, es decir, aislados

de pan de abejas.

Realizar un perfil de la sustancias que aportan en el contenido de carotenoides y vitamina
E, con el fin de observar cuales son las que generan los cambios observados después

del tratamiento térmico y la fermentacion.

Evaluar el tiempo en el cual el producto pierde la calidad probibtica realizando
fermentaciones hasta la disminucién de la poblacién microbiana a valores menores a 10°

ufc/g.

Evaluar la adicién del polen apicola fermentado en matrices alimenticias como productos
lacteos, de bolleria o de frutas, mediante el desarrollo de procesos y nuevos productos

para mejorar la calidad nutricional y bioactiva.

Realizar pruebas in vivo para observar la biodisponibilidad vy biodigestibilidad de los

nutrientes y componentes con caracteristicas funcionales.
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B. Anexo: Procedimiento de

10.

11.
12.

activacion de las cepas ATCC.

Dejar la bolsa que contiene la cepa sin abrir a temperatura ambiente.

Abrir la bolsa por la muesca y retirar la unidad.

Tirar de la lenguieta para retirar la etiqueta que debe ser colocada en la caja de
Petri que contiene el agar. No desarmar el dispositivo durante la hidratacion.
Apretar una sola vez la ampolla en la parte superior, situada en la tapa (debajo
del menisco de liquido de la ampolla) para liberar el liquido hidratante.

Sujetar en posicion vertical y golpear sobre una superficie dura para facilitar el
flujo del liquido hacia la parte inferior que contiene el sedimento, permitiendo que
todo el liquido hidrate el sedimento.

Triturar cuidadosamente el sedimento entre el liquido hasta lograr una solucién
homogénea.

Inmediatamente saturar completamente un hisopo en el material hidratado y
transferir al medio de cultivo a un tercio del agar. Luego continuar la siembra por
aislamiento con un asa bacterioldgica.

Incubar a la temperatura y condiciones especificas de acuerdo con el
microorganismo.

Después de transcurrido el tiempo de incubacion de la cepa, tomar un inoculo con
un asa bacterioldgica e inocular en el medio conservante contenido dentro del vial
de criopreservacion.

Cerrar el vial y agitarlo suavemente para que la cepa se impregne en las
crioperlas.

Extraer el medio conservante con una pipeta Pasteur estéril.

Cerrar el criovial y congelar.



C.

Analisis complementarios al documento de tesis.

Acidez producida durante los ensayos de fermentacion®.

Anexo: Analisis estadisticos.

Acidez producida (meqg/kg)

Relacion T _ _ o _ _
L. plantarum L. acidophilus | S. cerevisiae | Cultivo mixto
Polen:Agua | (°C)
Polen
] -72.62+106.50 a | 96.08+12.11 a |41.44+21.36 a| 38.36%x10.96 a
Humedo -
2:1 106.03+46.47 a | 19.04+12.02 a | 24.47+2.52 a | 33.47+3.06 a
1:1 287.49+11.10a | 45.17+15.99 a |37.61+13.95 a | 144.60+£31.80 a
Polen
19.07+£7.94 a 12.73+32.22 a |17.99+17.98 a| -70.79+31.47 a
Humedo 40
2:1 49.97+37.47 a | 50.72+23.14a | 0.11+16.44 a | 38.70+£39.21 a
1:1 106.30+13.48 a | 71.34%¥13.19a | 5.59+19.31a | 93.15+37.85a

*Resultados en base seca. Letras distintas en una misma columna para cada tratamiento indica diferencias

significativas, con un nivel de confianza de 95%.
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Comparacion de la acidez y el pH del producto final con el pan de abejas*.

Acidez final (meqg/kg) pH
Pan de abejas 267.39137.91 a 3.91+0.07 ab
L. plantarum 706.68+11.10 b 3.77+0.13 a
L. acidophilus 431.46x£13.19 ¢ 3.9040.05 ab
S. cerevisiae 284.85+2.52 a 4.17+£0.24 b
Cultivo mixto 447.75+£0.07 c 3.994£0.07 ab

*Resultados en base seca. Letras distintas en una misma columna para cada tratamiento indica diferencias

significativas, con un nivel de confianza de 95%.

Caracteristicas bioactivas en las fermentaciones con las distintas cepas de
microorganismos?*.
Parametros de calidad bioactiva
Carotenoides | Vitamina E
Sustrato TEAC (mM FRAP (mM Fer(];lez:;jes (mg B- (Mg a-
Trolox/g polen) | Trolox/g polen) gélicglg polen) caroteno/kg | tocoferol/g
polen) polen)
X +SD
Pan de abejas | 0.061+0.001 | 0.048+0.005 8.70+1.00 127432 -
L. plantarum
Polen inicial | 0.041+0.002 a | 0.052+0.004 a | 16.28+2.21 a | 2149+122 a | 119+12 a
Producto final | 0.058+0.007 b | 0.066+£0.002 b | 6.35+0.30b | 2479+209a | 77+2a
L. acidophilus
Polen inicial | 0.041+0.002 a | 0.052+0.004 a | 16.28+2.21 a | 2149+122 a | 119+12 a
Producto final | 0.048+0.005 a | 0.063+0.001 b | 6.06£0.69b | 1692+206a | 171+16 a
S. cerevisiae
Polen inicial | 0.041+0.002 a | 0.052+0.004 a | 16.28+2.21 a | 2149+122 a | 119+12 a
Producto final | 0.059+£0.007 b | 0.069+0.004 a | 8.24+1.75b | 2443t524a | 143+28 a
Cultivo mixto
Polen inicial | 0.041+0.002 a | 0.052+0.004 a | 16.28+2.21 a | 2149+122 a | 119+12 a
Producto final | 0.050+0.003 b | 0.069+0.001 b | 9.00+0.61 b | 2819+206 b | 167+10 a

*Resultados en base seca. Letras distintas en una misma columna para cada tratamiento indica diferencias

significativas, con un nivel de confianza de 95%.
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D. Anexo: Fotografias de
microorganismos.

Cepa L. acidophilus ATCC 4356
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Cepa L. plantarum ATCC 8014

Cepa S. cerevisiae ATCC 8014
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Ensayo con L. acidophilus

Ensayo con L. plantarum
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