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RESUMEN

El polen es un recurso fundamental para la nutricién de las abejas por su alto valor nutricional, tanto en pro-
teina y grasa; estos insectos lo recolectan de las flores y aportan a la colmena (polen apicola), donde desarrollan
un bioproceso natural, al inducir una fermentacién del polen dentro de la colmena, generando el pan de abejas,
alternativa que se considera sustentable para la alimentacion del ser humano. En el presente estudio se evalu6 a
escala de laboratorio la influencia de algunos factores en la fermentacién 4cido léctica de esta matriz vegetal. Pri-
mero se caracterizé la matriz vegetal, segundo se evaluaron las diferentes relaciones como polen: agua (1:1 y 1:2),
adecuacién de pH con NaOH 5N (neutralizado y sin neutralizar) hasta llegar a un pH cercano a 6.0, adicional
se fermenté con tres cultivos iniciadores L.acidophilus, Bifidobacterium lactis y Yomix@205, posterior, se efectu6
un seguimiento de la acidificacién, pH y recuento de células viables para analizar las diferentes cinéticas a través
del tiempo. Se encontré que el polen es rico en proteina 25.362+0,38% y en grasa 7.27+0,02%, respecto a la
fermentacién se encontré un cambio significativo para la relacién polen: agua 1:2 neutralizado, al ser un com-
portamiento tipico de fermentacién al disminuir el pH e incrementar la acidez para cada uno de los tres cultivos
starter. Posteriormente se realiza un recuento de células viables al punto final de la fermentacién, encontrando
que el cultivo Bifidobacterium lactis, presenté mayor concentracién de microrganismos a las 47 horas de 2.26

x109 unidades formadoras de colonia/g, en comparacién a otros cultivos.
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ABSTRACT

Pollen is a fundamental resource for the nutrition of bees due to its high nutritional value, both in protein and fat;
these insects collect it from the flowers and contribute to the hive (bee pollen), where these develop a natural bioprocess,
by inducing a fermentation of the pollen within the hive, generating bee bread, an alternative that is considered sustai-
nable for feeding the being human. In the present study, the influence of some factors on the lactic acid fermentation of
this plant matrix was evaluated on a laboratory scale. First, the plant matrix was characterized, secondly, the different
relationships such as pollen: water (1: 1 and 1: 2), pH adequacy with 5N NaOH (neutralized and not neutralized)
were evaluated until reaching a pH close to 6.0, additionally used for the fermentation three starter cultures L. acido-
philus, Bifidobacterium lactis and Yomix @ 205, later, acidification and pH were monitored to analyze the different
kinetics over time. It was found that the pollen is rich in protein 25.362 + % and in fat 7.27 + 0.02 %, with respect
to fermentation, a significant change was found for the pollen: water ratio 1: 2 neutralized, being a typical behavior
fermentation by decreasing the pH and increasing the acidity for each of the three starter cultures. Subsequently, the
viable cells are counted at the end point of the fermentation, finding that the Bifidobacterium lactis culture presented a
higher concentration of microorganisms at 47 hours of 2.26 x109 colony- forming units/g, compared ro other cultures.

Key words: cultures, fermentation, pollen. °e

1. INTRODUCCION

La fermentacién es la transformacién de una sus-
tancia orgdnica (generalmente un carbohidrato) en
otra utilizable, producida mediante un proceso meta-
bélico por microorganismos o por enzimas que provo-
can reacciones de oxidacién- reduccién, de las cuales el
organismo productor deriva la energfa suficiente para
su metabolismo, las fermentaciones pueden ser anae-
rébicas, si se producen fuera del contacto con el aire,
o aerdbicas, que sélo tienen lugar en presencia de oxi-
geno (Visquez & Olofsson, 2009; Rivera-Espinoza &
Gallardo-Navarro, 2010).

Este bioproceso se identifica por ser econdémico y
sencillo, que causa cambios quimicos y modifica la
funcionalidad de los alimentos debida a la accién de
los microorganismos y/o enzimas que genera cambios
en dicho proceso y como consecuencia mejora el valor
nutricional, aumenta la vida util de algunos alimentos
y se modifican las propiedades sensoriales. Sin embar-
go, los cambios que se producen en los alimentos fer-
mentados dependen de las condiciones de la fermenta-
cién en cada alimento (Buitrago, 2007; Bourdichon ez
al., 2012).

Existe una tendencia y demanda de nuevos alimen-
tos probidticos a nivel mundial, creando la necesidad
de desarrollar productos no ldcteos y explorar dife-
rentes matrices vegetales. Se espera que a través del
tiempo se logre innovar con los cultivos iniciadores y
transformar la industria de alimentos (Bourdichon ez
al., 2012; Hansen 2002).

Con el propésito de evaluar nuevas alternativas
tendientes a aprovechar el potencial nutricional y la
alta produccién de polen apicola en el altiplano cundi-
boyacense, se considerd el modelo natural de fermen-
tacién que realizan las abejas en la colmena para su
sustento (Esteban ez a/., 2016).

Este estudio parte de un polen apicola seco, al ser
considerado como sustrato de fermentacién, se em-
plearon cultivos starter, y se evalto la influencia de
diferentes relaciones polen: agua, y neutralizacién.
Buscando ampliar las posibilidades de transforma-
cién del polen apicola para la alimentacién humana,
con criterios de sustentabilidad, beneficios econémi-
cos y sociales.
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2. MATERIALES Y METODOLOGIA

2.1 Caracterizacion del Polen apicola
El polen seco, se recolecté en el municipio de Vira-
cachd (Boyacd), ubicado en el altiplano cundiboyacen-

se colombiano.

El polen fue caracterizado fisicoquimicamente, de
acuerdo con los métodos que se presentan en la Tabla

1, respectivamente.

TaBLA 1.

Metodologia empleada para la evaluacién de propiedades
fisicoquimicas del polen

Propiedad Método Referencia
Humedad (%) 0SS (AOAC, 2019a)
Actividad AOAC
de agua (aw) 978.18 (Ward ez al., 1989)
pH S (AOAC, 2019b)
Acidez AOAC
(meq/kg) 950.15 (AOAC, 20199
AOAC
Grasa (%) (AOAC, 2019d)
942.05
Proteina (%) oS (AOAC, 2019¢)

2.2 Cultivos starter

* Howaru7M Bifido (Bifidobacterium lactis).

* Howaru7M Dophilus (Lactobacillus
acidophilus).

* YO-MIX TM * 205 (Streptococcus
thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus, Lactobacillus acidophilus,
Bifidobacterium lactis)

2.3 Fermentacion del polen

Para los ensayos de fermentacién, se consideraron
diferentes relaciones polen: agua (1:1 y 1:2), adecuacién
de pH con NaOH 5N (neutralizado y sin neutralizar)
hasta un pH cercano a 6.0, dicho, sustrato fue esterili-
zado. Posteriormente, se inocula de forma directa en el
sustrato, teniendo en cuenta las especificaciones de la
ficha técnica. Se agit6 durante 2 minutos al buscar ho-

mogenizacion, para ser distribuidos en frascos de vidrio.

Se incubaron a 37°C en condiciones aerdbicas (Rivera-
Espinoza & Gallardo-Navarro), durante 45 horas de
fermentacién (Shurkhno e 4/, 2006). Al inicio de la
fermentacién se realizaron mediciones cada 3 horas du-
rante el primer dia (Fuenmayor, 2009; Salazar, 2014).

2.4 Determinacion pH y acidez

La acidez y el pH, se realizé segiin el método y
950.15 propuestos por la AOAC (2019b; 2019¢), don-
de se emplea un titulador automdtico Mettler Tole-
do ° T70, al considerar como agente de titulacién el
NaOH 0,05 M hasta llegar a un pH 8,3, las unidades
se expresan en meq/kg, o se transforma a porcentaje
de 4cido l4ctico.

2.5 Recuento de células viables

Mediante el conteo, se busca obtener un prome-
dio de colonias desarrolladas en las cajas de Petri.
Adicionalmente, se considera las cajas que presenten
un nimero de colonias entre 30-300; multiplicar por
el factor de dilucién y se reporta como el nimero de
Unidades Formadoras de Colonias sobre gramos polen
(UFClg polen) (Ramirez, 2008).

2.6 Diseio experimental

En la Tabla 2, se presentan las condiciones expe-
rimentales para un disefio factorial completamente al
azar. Se usé polen seco, diferentes relaciones polen:
agua, adecuacién de pH y se empleé para la fermenta-
cién tres cultivos iniciadores L.acidophilus, Bifidobac-
terium lactis y Yomix@205.

TaBLA 2.

Condiciones experimentales empleadas para los ensayos
preliminares de fermentacién del polen

Factor Nivel
Relacién (m/m) 1:1
Polen:Agua 12
Neutralizado
pH inicial Sin neutralizar
Cultivos Lactobacillus
acidophillus

Bifidobacterium lactis
Yomix@205
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2.7 Andlisis estadistico

Los resultados se evaluaron mediante un andlisis de
varianza (ANOVA) y prueba de Tuckey con un nivel
de confianza a = 0.05. Los datos se procesaron me-
diante Statgraphics.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Caracterizacion del polen apicola

En la Tabla 3, se evidencia la caracterizacién fisico-
quimica del polen seco. Dichos, valores se encuentran
dentro del rango que establecen otros estudios para el
polen en Colombia (Mesa Valencia, 2015). Sin embar-
go, presenté un mayor contenido de grasa 7.27+0.02
(%) al ser comparado con otras variedades de polen de
otros paises, Serbia oscila valores entre 1.31%- 6.78%
y Brasil 2.02%, estos valores pueden ser altamente va-
riables, y esto depende de su cantidad de dcidos gra-
sos, carotenos que puedan estar presentes (Gasparotto,
2013; Kosti¢ et al., 2015). Respecto a la proteina se
evidencia un alto valor 25.362+0.38 (%), respecto al
polen proveniente de distintos paises como Hungria
16.3%, Espafia 15.8%, China 17.6% y Bulgaria 19.2%.
Se considera que los cambios fisicoquimicos son causa-

dos por su origen botdnico (Fuenmayor, 2014).

Respeto a la humedad, se evidencia 4.87+0,02 %,
valor que cumple con algunas normas internacionales
como Argentina Max 8, Brasil Max 4 y México Min
4.5 y Max 8, por otro lado, este valor fue coherente
con algunos estudios reportados para el polen colom-
biano (Kosti¢ ez al., 2015; Yang ez al., 2013).

TaBLA 3.

Propiedades fisicoquimicas del polen

Caracteristicas Polen seco
Humedad (%) 4.87+0.02
aw 0.27+0.02
pH 4.1620.18
Acidez (meq/kg) 326+8.81
Grasa (%) 7.27+0.02
Proteina (%) 25.362+0.38

Aunque en Colombia no existe una normativi-
dad vigente sobre los pardmetros fisicoquimicos del
polen para consumo humano, al comparar los valo-
res expuestos en la Tabla 3, cumple con los requisitos
establecidos con la legislacién internacional como Ar-
gentina y Brasil (Coronel ez al., 2004; Secretaria de
Agricultura, Ganaderfa, Desarrollo Rural, Pesca y Ali-
mentacién, 2008).

3.2 Cinéticas de fermentacion
Se observé en las figuras de 1 a la 6, que el pH y la
acidez no presentaron cambios significativos en las cinéti-
cas de fermentacion, al evaluar las siguientes condiciones:
* Polen:agua 1:1 sin neutralizar
* Polen:agua 1:1 neutralizado

o Polen:agua 1:2 sin neutralizar

0 20 40 60
Tiempo (Horas)

=== || Sin neutralizar
=== |12 Sin neutralizar

11 Neutralizar
==fe== ]2 Neutralizar

Figura 1. Comportamiento del pH en la fermentacién
con cultivo Bifidobacterium lactis.
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*Acidez total expresada en 4cido l4ctico.

Figura 2. Comportamiento de la acidez en la fermentacién
con el cultivo Bifidobacterium lactis.
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Figura 3. Comportamiento del pH en la fermentacién
con el cultivo L.acidophilus.
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*Acidez total expresada en 4cido ldctico.

Figura 4. Comportamiento de la acidez en la fermentacién
con el cultivo L.acidophilus.
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Figura 5. Comportamiento del pH en la fermentacién
del cultivo mixto Yomix@205.
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*Acidez total expresada en 4cido ldctico

Figura 6. Comportamiento de la acidez en la fermentacién
del cultivo mixto Yomix@205.

Por otro lado, se evidencia en las figuras de 1 a la
6, un comportamiento tipico de fermentacién para el
sustrato con una relacién polen: agua 1:2 neutraliza-
do, al disminuir el pH e incrementar la acidez para
cada uno de los tres cultivos starter. Estos cambios se
pronuncian significativamente hasta las 21 horas, evi-
denciando valores no significativos de pH entre 3.9
y 3.8 hasta las 45 horas, tanto para Bifidobacterium
lactis, L.acidophilus y Yomix@205. Estos resultados
son coherentes con otros estudios donde reportan una
reduccion del pH de 6.1 a 4.8 después de 24 horas de
fermentacién de un jugo de albaricoque, este mismo
comportamiento se evidencia para una leche fermen-
tada con adicién de quinua a las 3 horas aproximada-
mente (Bujna , 2018; Arenas ez al., 2012).

Se reporta que un cultivo mixto, puede disminuir
el pH de forma lenta al inicio de la fermentacion, de-
bido al crecimiento de S.zhermophilus es mis lento que
L. acidophilus (Arenas et al., 2012), hecho que se evi-
dencia con el cultivo mixto Yomix@205 en la figura
5, al observar que las primeras tres horas los valores
de pH estdn entre 6.2 y 6.1. Mientras en L.acidophilus
llega a un pH de 4.8 a las 3 horas, igual ocurre para
Bifidobacterium lactis al llegar a un pH de 5.1.

Se reporta que el pH pertinente para el crecimiento
de bifidobacteria estd entre 6.0 — 7.0, destacando que
valores de 4.5 no crecen, hecho que se evidencia en la
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figura 1 para el sustrato polen: agua 1:1 y 1:2 con un

pH 4.3 (Rivera-Espinoza & Gallardo-Navarro, 2010).

Diferentes estudios afirman que el polen presenta
aminodcidos y dcidos grasos esenciales, al ser compues-
tos nutricionales de gran importancia para algunos mi-
croorganismos con caracteristicas probidticas, ya que
favorece a su crecimiento en diferentes matrices vege-
tales ((Arenas ez al., 2012; Zuluaga, 2015), esto indica
que los microorganismos dependen de las condiciones
de adecuacién del sustrato y la riqueza nutricional de
la matriz vegetal, para que puedan crecer apropiada-
mente, al demostrar que variables como el pH y la re-
lacién polen:agua estdn relacionadas de forma directa
con su metabolismo, al destacar que bajos niveles de

estas variables dificultan su crecimiento (Reid, 2015).

Por otro lado, se considera que la fermentacién de
esta matriz vegetal es una nueva alternativa al no ser
ldctea. De hecho, puede existir una gran poblacién que
requiera este tipo de alimentos vegetales fermentados,
por sus afectaciones de salud. Algunos estudios men-
cionan que tanto frutas como verduras pueden ser sus-
tratos apropiados para una fermentacién, por su alto
potencial nutritivo y a su vez saludable (Do Espirito
Santo et al., 2012; Martins et al., 2013).

3.3 Recuento de células viables

La normatividad nacional como la Norma Técnica
Colombiana 805 y algunos reportes (Rivera-Espinoza &
Gallardo-Navarro, 2010; Heller, 2008), establecen que la
concentracién minima de microrganismos para un ali-
mento con caracteristicas probidticas debe cumplir 106

UFC/g (niimero minimo de microorganismos viables).

TABLA 4.

Recuento de células viables en la fermentacién

{If;;:f s()) Cultivos starter UFC/g
47 Bifidobacterium lactis 2.26 x10°
47 L.acidophilus 2.15x107
47 Yomix@205 3.53x10°

Se observé que a las 45 horas la mayor con-
centracién de microorganismos fue para el cul-
tivo Bifidobacterium lactis 2.6 x109 UFClg, con-
tinua L.acidophilus 2.15x107 UFClg, y finaliza
Yomix@205 3.53x106 UFC/g, evidenciando que
cumplen con la carga minima de microorganismos

segun la normatividad colombiana.

Respecto a la funcionalidad de los probidticos, se
considera que pueden ejercer un beneficio en la salud
de las personas, siempre que sean viables y disponibles
con una alta concentracién de 108 y 109 por gramos
de producto (Rivera-Espinoza & Gallardo-Navarro,
2010), hecho que se evidencié con Bifidobacterium lac-
tis al lograr una concentracién de 2.26 x109 UFCl/g.

Algunos estudios reportan que los cultivos mixtos
presentan ciertas ventajas sobre los cultivos puros; al
poseer una mayor tasa de crecimiento, un rendimiento
mds elevado, como un mayor contenido de 4cido ldc-
tico, ademds son muy resistentes a la contaminacidn,
y pueden intervenir, simultdineamente, en las trans-
formaciones en varias etapas de mezclas de sustratos
complejos (Bourdichon, 2012). Sin embargo, no se
evidencia a las 45 horas la mayor concentracién de mi-

croorganismos para Yomix@205.

4, CONCLUSIONES

Se evidencia que el polen presenté un alto valor
nutricional en proteina y grasa al ser comparado con
otras variedades de polen de otros paises, y cumplen

con los requisitos de las normas internacionales.

Se concluye que el crecimiento de los tres cultivos
se detiene con un sustrato que presente pH 4.2 — 4.3
y una relacién polen: agua 1:1 o 1:2, este mismo com-
portamiento se evidencio con un pH 6.2 -6.5 y una

relacién polen: agua 1:1.

Se encontré que todas las fermentaciones fueron
favorecidas, al considerar una relacién polen: agua 1:2

y neutralizacién del sustrato.
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Al evaluar las cinéticas de fermentacidn con el culti-
vo Bifidobacterium lactis, L.acidophilus y Yomix@205,
se concluye que los valores no son significativos desde
las 21 a las 45 horas, durante la fermentacién del polen

apicola.

Al comparar la acidez para las diferentes fermenta-
ciones se evidenci6 que L.acidophilus, presenté un ma-
yor rendimiento 2.31% a las 45 horas en comparacién

a los otros cultivos starter.

Los cultivos starter evaluados logran fermentar la
matriz vegetal, a pesar de que son cultivos para ino-
culacién en leche directa, se evidencié que Bifidobac-
terium lactis a las 45 horas, presenté la mayor con-
centracién de microorganismos 2.26 x109 UFC/g en
comparacién a los demds cultivos, al considerar que
el polen fermentado podria ser una buena alternativa

para los seres humanos.
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