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RESUMEN:

El polen apicola es un producto con propiedades nutracéuticas demostradas pero su elevado
contenido microbiano no ha permitido la comercializacion de este importante renglon de la
apicultura cubana. Investigaciones previas han demostrado que la fermentacion &cido lactica a
través del ensilaje, es un método eficaz para disminuir la microbiota del polen. El objetivo de este
trabajo es optimizar la fermentacién acido lactica del polen apicola a escala de laboratorio. Se
empled un disefio Factorial de dos factores, humedad inicial de los silos y tipo de indculo, con tres
niveles cada uno. Como variables respuestas se evaluaron la acidez, el pH y el recuento de los
microorganismos indicadores de la calidad sanitaria y de bacterias patdgenas. Los resultados se
procesaron a través del Software Design Expert® Versién 6.0.1, con un grado de confianza del 95
%. Con el aumento de la humedad en los silos del 30 al 36 %, aumentd la acidez y disminuyeron el
pH vy el recuento de hongos filamentosos de forma significativa pero solo en los silos a 36 % de
humedad disminuyeron los hongos filamentosos por debajo de los limites de aceptacion tomados
como referencia. Sin embargo, el factor indculo no tuvo efecto significativo sobre la variabilidad de
la acidez y el pH, pero si sobre los recuentos de hongos filamentosos, donde fue més efectivo para
disminuir esta variable el inéculo 42. Los modelos ajustados para la acidez y la concentracion de
hongos filamentosos fueron los mas adecuados porque explican el 99 y 88 % de la variabilidad
respectivamente, con pérdida de ajuste no significativa. Los niveles 6ptimos de los factores para
obtener un producto fermentado con calidad microbioldgica aceptable fueron 36 % de humedad y el
empleo del aislado 42 como in6culo.

Palabras clave: ensilaje, polen apicola, bacterias &cido lacticas, fermentacion.
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Abstract: The bee pollen is a product with proven nutraceutical properties but their high microbial
content has not allowed the commercialization of this important line of Cuban beekeeping. Previous
investigations have shown that lactic acid fermentation through the silage, is an effective method to
reduce the pollen microbiota. The aim of this work is to optimize the lactic acid fermentation of bee
pollen to laboratory scale. Factorial design was used with two factors, initial moisture of the silos
and inoculum type with three levels each. As response variables were evaluated acidity, pH and
enumeration of microorganisms healthcare quality indicators and pathogenic bacterias. The results
were processed through Design Expert ® Software Version 6.0.1, with a confidence level of 95%.
With increasing moisture in the silos of the 30 to 36 %, increased the acidity and decreased pH and
enumeration of the filamentous fungi significantly but only in the silos to 36 % moisture filamentous
fungi fell below the limits acceptance taken as reference. However, the factor inoculum had no
significant effect on the variability of the acidity and pH and have a significant effect on the counts of
filamentous fungi. The inoculum most effective to decrease the filamentous fungi was 42. The
Models adjusted for acidity and concentration of filamentous fungi were the best because explain
the 99 and 88 % of the variance respectively, with no significant loss of adjustment. Optimal levels
of the factors to obtain a fermented product with acceptable microbiological quality were 36 %

humidity and the use of isolated 42 as inoculum.

Keywords: silage, bee pollen, lactic acid bacteria, fermentation.
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INTRODUCCION

El polen colectado por las abejas (polen apicola) es considerado una excelente fuente natural de
proteinas, aminoacidos esenciales y compuestos fendlicos con actividad antioxidante (Carpes et
al., 2007; Yeverino et al.,2010), pero con un elevado contenido microbiano (Shaoyong, 1989;

Anselmo et a ., 1996; Serra y Escolar, 1997; Fleche et al., 1998; Khismatullin et al., 2002;
Lyapunov et al., 2005; Guerra et al., 2007; Kacéniova et al., 2009). El polen que se colecta en Cuba
no esté exento de esta regularidad por lo que no es posible su comercializacion (Valdés et al., 1992
ayb; Rodriguez et a l., 1995; Puig et al., 2012).

Las bacterias acido lacticas se aplican en la fermentacién de sustratos, como método de
bioconservacion. Estas causan la acidificacion de la materia prima por la produccién 4cido lactico o
acidos lactico y acético como principales compuestos inhibidores de los microorganismos. También
pueden producir otras sustancias inhibidoras tales como: diacetilo, peréxido de hidrégeno, reuterina
(b- hidroxipropionaldehido) y bacteriocinas (Jack et al., 1995).

Basados en la presencia demostrada de las bacterias acido lacticas en los sustratos vegetales
(Trias, 2008), y con la finalidad de reducir la carga microbiana del polen, Pérez et al (1991). llevaron
a cabo la fermentacién espontanea (sin inoculacién microbiana) de este alimento a través del
ensilaje, De este modo obtuvieron un producto final mas acido e inocuo denominado “Pan de
Abejas Industrial”. Debido a la disminucion de la calidad del polen como materia prima, dado a las
carencias del periodo especial en Cuba, y a la no inoculacién de los silos con bacterias acido
lacticas, varias producciones de “Pan de Abejas Industrial” tomaron rutas fermentativas no
deseadas y fueron rechazadas.

En la actualidad se emplean los llamados “cultivos iniciadores” liofilizados para garantizar la
presencia dominante de las bacterias acido lacticas en los silos, con especies de los géneros
Lactobacillus y Streptococcus thermophilus fundamentalmente. El empleo de estos indculos

comerciales ha permitido obtener mayor homogeneidad en las caracteristicas fisico-quimicas,
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organolépticas y microbioldgicas del producto final (Beganovic y Pavunc, 2011). Hay que destacar
gue el uso para este fin, de las bacterias acido lacticas propias del sustrato a ensilar, puede ser una
alternativa mas eficaz, puesto que estan adaptadas previamente a las caracteristicas del sustrato.
Por estas razones del Risco et al (2012) aislaron, identificaron y seleccionaron tres cepas de
Lactobacillus propias del polen, las cuales fueron mas eficaces que las bacterias acido lacticas
industriales en la fermentacién y reduccién de la microbiota del polen ensilado a escala de
laboratorio. Ademas, estos investigadores concluyeron que la humedad del polen entre el 30 — 36
% era la mas apropiada para su ensilaje.

Es importante continuar las investigaciones con el propdsito de seleccionar la humedad y el inéculo
mas adecuado en la fermentacion del polen a escala de laboratorio, puesto que estos resultados
seran la base para el escalado a un nivel superior y productivo. Este trabajo tiene como objetivo:

Optimizar la fermentacion acido lactica del polen apicola a escala de laboratorio.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se llevd a cabo en el Centro de Investigaciones Apicolas, durante el periodo de
enero del 2010 a junio del 2010.

Optimizacién de los factores humedad inicial e inéculo en el ensilaje a escala de laboratorio de
polen apicola

Se empleé un disefio Factorial de dos factores con tres niveles cada uno (3%). Se realizaron 9
tratamientos, con cinco réplicas para el punto central y tres para el resto.

En el disefio experimental se emple6 el polen apicola de produccién, secado a 42 °C hasta
alcanzar una humedad entre el 5 — 8 %. La humedad del polen seco se ajust6 segun el tratamiento
entre 30 y 36 % (Del Risco et al., 2012), con la adicién de solucion salina estéril, que a la vez fue el
vehiculo para afiadir la bacteria acido lactica correspondiente. La masa preparada se distribuy6 a
razén de 80 g en pomos de cristal y compactada. Los silos se cubrieron con 20 g de miel de abejas
con 17,4 % de humedad e incubados a 35 °C durante 15 dias. La incubacion de los silos se realiz6
segun lo establecido por Pérez et al (1991) y Valdés et al (1993)
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Para preparar los in6culos se utilizaron tres cepas de lactobacilos provenientes del pan de abejas,
seleccionadas por ser las mas eficaces para fermentar polen apicola y codificadas como cepa 1,
32, y 42 (Del Risco et al., 2012). Los in6culos bacterianos se prepararon a partir de la suspension
en solucién salina de la biomasa de cada bacteria, obtenida en Agar MRS (Merck, Alemania). Las
suspensiones se ajustaron a la escala 1 de Mc Farland (3 x 10° UFC - mL™) y a partir de las cuales
se asegurd una poblacién aproximada en cada silo de 10° UFC - g™.

Se evaluaron las variables acidez producida (acidez final menos la inicial de los silos) expresada
como porciento de acido lactico al multiplicar por el factor 0,09 (NC-ISO 750: 2001), el pH (NC-ISO
1842: 2001), recuento de los coliformes totales (NC-1SO 4832: 2002), coliformes termotolerantes
(NC 38-02-14: 1989), Escherichia coli (ISO 7251: 2005), levaduras (NC-1ISO 7954: 2002), hongos
filamentosos (NC-ISO 7954: 2002), Staphylococcus coagulasa positiva (NC-1ISO 6888-1: 2003),
Salmonella spp (ISO 6579:1993) y Clostridium perfringens (ISO 7937: 2004). Los resultados se
procesaron a través del Software Design Expert® Version 6.0.1, con un grado de confianza del 95
%.

RESULTADOS Y DISCUSION

Como se observa en la Tabla 1 la acidez producida por los tres aislados al 30 % de humedad fue
inferior al 1 % de acido lactico y aument6 de forma similar para los tres tipos de indculo una vez
gue la humedad se increment6 al 33 y 36 %. Solo en los silos a 36 % de humedad disminuyeron la
concentracion de hongos filamentosos por debajo de los limites de aceptacién tomados como
referencia (2) (NRAG 88: 09).

Los datos estadisticos calculados que se muestran en la Tabla 2 permitieron validar el ajuste del
modelo cuadratico escogido para cada variable respuesta, ellos son el coeficiente de determinacién
(R?), el p-valor del modelo, la suma cuadrada de los residuos predichos (PRESS) y el p-valor de la
pérdida de ajuste (LOF). La Tabla 3 muestra el p-valor de los efectos que tuvieron los factores
sobre cada variable respuesta y las posibles interacciones. En las Figuras 1, 2 y 3 se presentan
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graficos de superficie de respuesta, que permitieron evaluar visualmente la magnitud de los

cambios que se producen en las variables respuestas por el efecto de los factores.

Tabla 1. Acidez, pH y recuentos de hongos filamentosos obtenidos en los silos de polen

apicola de produccién disefiados para optimizar los factores humedad e inéculo.

Factores Variables respuesta

Acidez

. , Hongos
Humedad Inéculo producida ]
o o pH Filamentosos
(%) (cepa) en acido lactico L
(Log UFC - g™)

(%)
30 42 0,40 (0,19) 4,22 (0,04) 2,30 (0,17)
30 32 0,41 (0,06) 4,24 (0,01) 2,56 (0,15)
30 1 0,34 (0,05) 4,23 (0,01) 2,45 (0,27)
33 42 1,40 (0,06) 4,01 (0,05) 2,32 (0,06)
33 32 1,41 (0,04) 3,96 (0,01) 2,26 (0,17)
33 1 1,31 (0,03) 3,94 (0,01) 2,40 (0,18)
36 42 1,97 (0,06) 3,90 (0,02) 1,08 (0,10)
36 32 2,00 (0,07) 3,93 (0,02) 1,58 (0,11)
36 1 1,93 (0,09) 3,89 (0,01) 1,30 (0,24)

Leyenda: Acidez producida, acidez resultante de la diferencia entre la acidez final y la inicial;

UFC, nimero de unidades formadoras de colonia.

Los valores indican la media de n=3 (desviacion estandar), excepto el punto central del

disefio (33 ; 32) con n=5 (desviacién estandar).

Tabla 2. Resumen estadistico de los modelos de mejor ajuste a las variables respuesta.

. _ 5 p-valor p-valor
Expresion del modelo de las variables respuestas R
(modelo) (LOF)
A =-31,26556 + 1,71286 - H — 0,022027 - H? 0,9887 <0,0001 0,23 0,9433
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pH = 18,08222 — 0,80718 - H + 0,011486 - H* 0,9657 <0,0001 0,031 0,0153
HF = -49,67889 + 3,30687 - H — 0,053123 - H* -
5 0,8782 <0,0001 1,64 0,1965
0,18477 - 1

Leyenda: A, acidez; H, Humedad; HF, hongos filamentosos; I, Inéculo; R? coeficiente de
determinacién; PRESS, suma cuadrada de los residuos predichos; LOF, pérdida de ajuste.

Tabla 3. Significacion de los efectos de los factores en las variables respuestas.

Variables respuesta

Factores Acidez Hongos
producida P Filamentosos
Humedad <0,0001 <0,0001 < 0,0001
Inéculo 0,1129° 0,1338 0,2534
Humedad * <0,0001 <0,0001 <0,0001
Inéculo 2 0,1124° 0,3796' 0,0345
Interaccion 0,7633 0,4311° 0,7281

Leyenda: Inéculo 2 variable inéculo de segundo grado; Humedad 2 variable humedad de
segundo grado; Acidez producida, acidez resultante de la diferencia entre la acidez final y la

inicial; *, no significativo, p>0,05.

8 APICIENCIA. La Revista Cubana de Ciencia Apicola



I
{'C g /b(\ Vol. XVI No.4
‘ﬁ ‘ \‘i Afio 2014

k, Pag. 1-18
‘ ISSN 1608 - 1862

RNPS 1920 - 040

100034

158332

Acidez

producida en

acido lactico (%)

36 00
3450

Fnn

. Cepa 32 33 .00
E Cepa Inéculo

A Humadzd Humedad (%)

Tt
1.00 30.00
Cepa 42

Fig. 1. Descriptivo de superficie de respuesta en relacion a la acidez producida.
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Fig. 2. Descriptivo de superficie de respuesta en relacion a los valores pH.
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Fig. 3. Descriptivo de superficie de respuesta en relacién al conteo de hongos filamentosos.
El aumento de la humedad en los silos afect6 los valores de las tres variables respuestas
(Figuras 1, 2 y 3), para las cuales el p-valor del analisis de varianza fue significativo. La
variable in6culo, tanto lineal como de segundo grado (I, 1%, no tuvo efecto significativo sobre
la variabilidad de la acidez y el pH, pero si I> sobre los recuentos de hongos filamentosos. La
interaccién de los factores fue no significativa para las tres variables respuestas (Tabla 3).
Se observé que al aumentar el valor porcentual de humedad en los silos aumenta la acidez y
disminuye el pH, elementos relacionados con la produccion de acido. Esto puede estar dado
por que la gran mayoria de los microorganismos, especialmente las bacterias, se desarrollan
de manera O6ptima a una actividad de agua cercana a 1 (0,993 - 0,998), a medida que
disminuye la actividad de agua, la velocidad de crecimiento y la masa celular final

disminuyen y la fase de latencia aumenta (Thomas y kart, 2009).
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Como se puede observar en la Tabla 2 los modelos ajustados para la acidez y hongos filamentosos
explican el 99 y 88 % de la variabilidad (R?) respectivamente, con pérdida de ajuste no significativa
(LOF). El modelo del pH aunque predice el 96 % de la variabilidad, presenta un LOF significativo,
por tanto, el modelo de la acidez y el de los hongos filamentosos son los mejores predictores del
proceso de ensilaje del polen apicola de produccién a escala de laboratorio.

Como se muestra en la Tabla 1, los niveles 6ptimos de humedad e in6culo para obtener resultados
de acidez maximos y minimos de pH y hongos filamentosos fueron 36 % y el aislado 42
respectivamente.

La comparacion de los recuentos microbianos iniciales y finales de los silos indico (Tabla 4), que
hubo una disminucién de los coliformes totales, termotolerantes y E. coli hasta la no deteccion en
todos los tratamientos y de las levaduras por debajo del limite de aceptacion tomado como
referencia (10> UFC - g™*) (NRAG 88: 09), principalmente, todos los tratamientos a 36 % de
humedad y los inoculados con los aislados 32 y 42 a 33 % de humedad, puesto que en estos las
levaduras no fueron detectadas. Por otra parte, solo en los silos ajustados a 36 % de humedad
hubo una disminucién de los hongos filamentosos por debajo del limite maximo (NRAG 88: 09).
Esta fue la variable microbiolégica tomada en cuenta en el andlisis estadistico por ser la Unica
detectada al principio y final en todos los tratamientos, lo cual puede estar dado a que estan
provistos de esporas que les permiten una facil y rapida diseminacion y resistencia a los cambios
medioambientales (Leyva et al., 2008). No se detectaron al inicio ni al final de los silos
Staphylococcus coagulasa positivo, Salmonella spp. ni C. perfringens. El indicador
microorganismos a 30 °C no se determiné por estar afectado por el in6culo empleado (Leyva et al.,
2008; ICMSF, 2000).

Para el control de la calidad microbiolégica de los alimentos en Cuba, no se determina
especificamente la especie Staphylococcus aureus, sino un grupo mas amplio denominado
Staphylococcus coagulasa positivo (NC 585:2008). Este parametro microbiolégico agrupa a las
especies potencialmente enterotoxigénicas Staphylococcus aureus, Staphylococcus intermedius y
Staphylococcus hyicus (NC-ISO 6888-1: 2003), puesto que la condicion indispensable para que

ocurra la intoxicacion estafilococica es la produccion de enterotoxina (Thomas y kart, 2009). S.
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aureus es la productora de coagulasa que se aisla con mayor frecuencia, por tanto, la mas

implicada como causa de intoxicacibn en humanos. S. intermedius y S. hyicus se informan

generalmente como causantes de enfermedades de interés veterinario pero en 1994 se describe el

primer brote de enfermedad en humanos producida por S. intermedius (Levin, 2010), razon por la

cual en la actualidad esta especie debe tenerse en cuenta.

Tabla 4. Recuento microbioldgico inicial y final en silos de polen apicola de produccién disefiados

para optimizar los factores humedad e inéculo.

UFC - g™ NMP - g*
_ Coliformes o
Factores Coliformes Hongos Escherichia
termotolerant Levaduras _
totales filamentosos coli
es
A %) Inicio Final Inicio Final Inicio Final Inicio Final Inicio Final
0
1 30 53x10° <10 <10 <10 2,7x10*> 2,8x10° 3,3x10®> 1,7x10 <03 <0,3
1 33 47x10 <10 <10 <10 2,6x10% 25x10®> 58x10% 1,2x10 <03 <0,3
1 36 21x10 <10 <10 <10 1,3x10* 2x10 45x 10° <10 <0,3 <0,3
32 30 21x10 <10 <10 <10 2,6x10°® 3,6x10%* 6,3x10%° 25x10 <0,3 <0,3
32 33 46x10 <10 <10 <10 2,8x10% 1,8x10% 2,2x10° <10 <0,3 <0,3
32 3 24x10 <10 <10 <10 1x10° 38x10 1,4x10* <10 <0,3 <0,3
42 30 1,4x10° <10 2x10 <10 8x10®° 2x10° 89x10%> 1,3x10 0,36 <0,3
42 33 8x10 <10 <10 <10 2,4x10* 2,1x10%> 2,7x10* <10 <0,3 <0,3
42 36 95x10 <10 3x10 <10 2,3x10° 1,2x10 5,3x10° <10 1,5 <0,3

Leyenda: A, aislado; H, humedad; UFC, unidades formadoras de colonia; NMP, nimero mas

probable.

Los valores indican la media de n=3, excepto el punto central (33; 32) con n=5.
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Resultados similares se han encontrado en la literatura consultada, respecto a bacterias acido
lacticas aisladas del medio natural para un perspectivo uso en la bioconservacion de los alimentos
y en la salud humana (Abriouel y Benomar, 2011). Trias (2008), informa que de 496 bacterias &cido
lacticas aisladas de frutas frescas, 23 de ellas tienen actividad antagonista frente a
microorganismos fitopatégenos y patdgenos humanos (E. coli, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella Typhimurium y Staphylococcus aureus). Otros investigadores comprueban la actividad
antifingica de Lactobacillus plantarum aislada de pastos ensilados y demuestran que se debe a la
produccion de acidos organicos, metabolitos de bajo peso molecular y péptidos ciclicos (Schnurer y
Magnusson, 2005).

La accién antimicrobiana de las bacterias acido lacticas se debe fundamentalmente a la produccion
de &cido lactico y a otras sustancias inhibidoras: diacetilo, peréxido de hidrogeno, reuterina y
bacteriocinas (Jack et al., 1995). Los &cidos organicos de cadena corta difunden a través de la
membrana celular y se disocian debido al pH neutro del citoplasma, por tanto, ocurre la liberacion
de los protones (H") y a la vez la acidificacion del citoplasma. Las células para mantener el
equilibrio, expulsan hacia el medio extracelular los protones empleando la energia necesaria para
su crecimiento, el cual es inhibido a medida que aumenta la concentracién de acido en el medio
(Thomas y Kart, 2009).

CONCLUSIONES
El ensilaje del polen apicola a escala de laboratorio, a 36 % de humedad e inoculado con la cepa
acido lactica 42 aislada del pan de abejas, permite obtener un producto fermentado con calidad

microbiol6gica aceptable y que permite su empleo para el consumo humano.
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