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RESUMEN. El polen apicola es un alimento con propiedades nutricionales y terapéuticas demostradas para el hombre y
en Cuba pudiera constituir un renglén econémico importante, lo que no es posible actualmente por exceder las especifi-
caciones microbiolégicas de este producto. Con el objetivo de utilizar bacterias dcido-lacticas para ensilar polen apicola y
obtener un producto con calidad microbiolégica aceptable, se ensayaron siete cepas de Lactobacillus autéctonas del pan
de abejas, pertenecientes a las especies L. plantarum, L. coryniformis y L. delbrueckii y tres industriales, L. plantarum,
L. casei y L. acidophilus. Se evalué la producciéon de acido y la capacidad de inhibir la viabilidad de Escherichia coli ATCC
25922. Las cepas mas promisorias derivadas del estudio fueron inoculadas en silos de polen disefiados a 24, 29, 36 y 40 %
de humedad y a los 15 d fueron analizadas las variables acidez, presencia de coliformes, levaduras y hongos segun las
normas NC-ISO vigentes. Las bacterias industriales y las autéctonas L. delbrueckii (32) y L. plantarum (42) fueron las mas
promisorias, con resultados superiores al 1 % de acido lactico e inhibicién total de la viabilidad de E. coli. La evaluacién de
estas cepas en los silos sugirié que las autéctonas, a 36 y 40 % de humedad, producen la mayor acidez, aproximadamente
del 2 % de 4cido lactico y una reduccién hasta la aceptacion de los indicadores microbiolégicos segtn los criterios vigentes
para la calidad del polen seco en Cuba y la norma NC-585:2008. El polen ensilado con bacterias acido-lacticas autéctonas
del pan de abejas permite obtener un producto 4cido con calidad microbiolégica aceptable.

ABSTRACT. The bee pollen is a food with nutritional and therapeutic properties for the man, in Cuba could be an eco-
nomic, but and it is not possible because it exceeds the microbiological specifications for this product. With the aim to
use lactic acid bacteria for silage bee pollen and get a product with acceptable microbiological quality, were tested seven
strains of Lactobacillus autochthonous of the bee bread and belonging to the species L. plantarum, L. coryniformis and
L. delbrueckii and three industrials, L. plantarum, L. casei and L. acidophilus. It was evaluated the production of acid
and the capacity to inhibit the viability of Escherichia coli ATCC 25922 strain. The most promising were inoculated in
silos of pollen designed to 24, 29, 36 and 40 % humidity, to the 15 d were analyzed variables acidity, total coliforms, yeasts
and fungi according to the NC-ISO standards. The results were processed statistically through a double ANOVA. The
industrial bacteria and autochthonous, 42-L. plantarum and 32-L delbrueckii were the most promising, with results above
1 % lactic acid and total inhibition of E. coli. The inoculation of these strains in silos suggested that the autochthonous,
36 - 40 % humidity, produce more acid, about 2 % lactic acid, and reduction to the acceptance of microbiological indicators.
The silage pollen with lactic acid bacteria autochthonous of the bee bread permits to get acid product with acceptable
microbiological quality.

INTRODUCCION que tiene elevados recuentos de organismos indicadores

Los granos de polen apicola son el resultado de la
aglutinacién de las células de polen floral por las abejas
Apis mellifera, las cuales transportan el polen a la col-
mena y lo ensilan en las celdas de los panales donde se
transforma en pan de abejas.!? La conversion del polen
en pan de abejas es el resultado de la accién microbiana,
fundamentalmente a través de una fermentacion acido
lactica.?

El polen apicola que se cosecha y seca por los apicul-
tores se promueve como un alimento saludable con un
amplio espectro de propiedades nutricionales y terapéu-
ticas.*® Sin embargo, se ha comprobado en varios paises

dela calidad sanitaria, principalmente: microorganismos
a 30 °C, hongos filamentosos, levaduras y coliformes
totales.?!? Cuba no esta exenta de esta regularidad y el
polen que se obtiene posee una elevada carga microbiana
que invalida su comercializacién.'®!* Dado que el polen
se consume crudo y no se utilizan practicas de interven-
cién que puedan controlar o disminuir eficazmente la
microbiota, pudiera constituir una fuente potencial de
enfermedades de transmisién alimentaria.

Con el propésito de disminuir la carga microbiana del
polen, se realiz6 su ensilaje espontdneo sin inoculacién
de bacterias acido-lacticas, con resultados microbiolo-
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gicos aceptables.’® Con el nuevo producto, denominado
“Pan de Abejas Industrial”, se elaboraron y comercializa-
ron mezclas apicolas de elevado valor nutricional. Debido
a la falta de inoculacién microbiana que garantizara la
presencia dominante de bacterias acido-lacticas y el
predominio de otros microorganismos propios del polen
apicola empleado como materia prima, varias produccio-
nes de “Pan de Abejas” fueron rechazadas.

Teniendo en cuenta que Cuba posee una vegetacion
polinifera durante casi todo el ano, la comercializaciéon
del polen pudiera constituir una fuente de ingreso
importante. Por tal razén, es necesario emplear cepas
acido-lacticas que acidifiquen y disminuyan la micro-
biota del polen (actividad antagonista), para inocular
posteriormente los ensilajes de modo que el proceso se
desarrolle de manera dirigida con el fin de obtener una
calidad microbioldgica aceptable en el producto.

MATERIALES Y METODOS

Lainvestigacién experimental se llevé a cabo durante
el periodo de diciembre de 2006 a enero de 2010.

Bacterias acido-lacticas empleadas en la investigacion

Se utilizaron siete cepas de Lactobacillus provenien-
tes del Centro de Investigaciones Apicolas del Ministerio
de la Agricultura de la Republica de Cuba, aisladas del
pan de abejas, identificadas por pruebas bioquimicas
clasicas como L. plantarum, L. coryniformis y L. del-
brueckii y codificadas como 1, 14, 15, 29, 32, 41 y 42.¢
Ademas, se probaron las bacterias L. plantarum, L. casei
y L. acidophilus empleadas en la industria y procedentes
del banco de cepas del Instituto de Investigaciones para
la Industria Alimentaria, reportadas como probiéticas y
adecuadas para la conservacion de alimentos.'”!® Todas
fueron conservadas por liofilizacion.

Evaluacion de la produccion de acido por las bacterias
acido-lacticas

Las cepas propagadas previamente se inocularon al 2 %
en el medio caldo MRS (peptona, extracto de carne y
levadura, glucosa, tween 80, fosfato dipotasico, acetato de
sodio, citrato triamonico, sulfato de magnesio y sulfato
de manganeso) (Merck, Alemania),' suplementado con
glucosa al 5 % y se incubaron a 35 °C. La produccién de
acido se evalud por valoraciéon con hidréxido de sodio
0,1 mol - L' al inicio y cada 24 h, hasta obtener tres titu-
laciones sucesivas con el mismo resultado (acidez final).?
A la acidez final se le sustrajo la inicial y se obtuvo la
acidez producida por cada cepa, expresada como por
acido lactico (%).

Evaluacion de la actividad antagonica de las bacterias
acido-lacticas

Las cepas acido-lacticas y Escherichia coli ATCC
25922 se hicieron crecer juntas en el medio caldo MRS.
Esta Gltima, se inoculé con una concentracién aproxi-
mada de 10° unidades formadoras de colonias por
mililitro (UFC - mL™1) y las acido-lacticas al 2 % a partir
de un cultivo realizado previamente. Como control de
ensayo se inocul6 solo E. coli en el mismo medio. Todos
los ensayos y el control se incubaron a 35 °C y a las 24 h,
se cuantificé la enterobacteria por el método de las
diluciones seriadas en disolucién salina con Triptona
C (BioCen, Cuba) y siembra por duplicado en el medio
Agar Mac Conkey (BioCen, Cuba). Los recuentos de
E. coli se expresaron como el logaritmo en base 10 del
numero de unidades formadoras de colonias obtenidas.
La capacidad antagonista se considero positiva cuando

se observo un decremento de la viabilidad de E. coli en
los tratamientos con respecto al control.

Las cepas que produjeron mayor acidez e inhibiciéon
del crecimiento de E. coli se evaluaron como inéculo en
el ensilaje de polen apicola.

Seleccion de las cepas para ensilar polen apicola

Serealizé un diseno de bloques al azar y se determind
el efecto de la humedad (%) y el tipo de inéculo en silos
elaborados con polen apicola seco de produccién a escala
de laboratorio e incubados a 35 °C por 15 d. La humedad
se mantuvo entre el 24 % (valor medio determinado para
el polen apicola en investigaciones previas) y el 40 %
(referido por Pérez y cols. para el ensilaje espontaneo
del polen apicola).?'® Como variantes de indéculo se
utilizaron las cepas seleccionadas a una concentraciéon
en los silos de 106 UFC - g'. Las variables de respuesta
evaluadas fueron la acidez producida y los indicadores
sanitarios: coliformes totales, levaduras y hongos fila-
mentosos.2*?%2 Los datos microbiolégicos se expresaron
como el logaritmo en base 10 de los recuentos obtenidos
al inicio y al finalizar los ensilajes.

Tratamiento estadistico

Todos los tratamientos se realizaron con tres réplicas;
previo al andlisis estadistico se comprobé a través de las
pruebas de Kolmogorov-Smirnov-Lilliefors y de Levene
que los datos cumplian una distribucién normal y homo-
geneidad de varianza respectivamente. Los resultados
fueron procesados a través de una prueba ANOVA de
clasificacién simple para la evaluacién de las cepas y doble
para la seleccién en el ensilaje del polen apicola, con la
prueba de Tukey y un grado de confianza del 95 % en el
paquete estadistico SPSS versién 12.0.2*

RESULTADOS Y DISCUSION

Produccion de acido y actividad antagonica de las
cepas acido-lacticas

Las cepas industriales resultaron significativamente
las mas acidificantes del medio MRS, con un contenido
de acido lactico entre 1,27y 1,75 %. Entre las aisladas del
pan de abejas (autéctonas) solo sobrepasaron el 1 % de
acido lactico las cepas 32 (L. delbrueckii) y 42 (L. planta-
rum) sin diferencias significativas entre ellas (Tabla 1).

En la evaluaciéon de la actividad antagénica se ob-
servo una inhibicién total de la viabilidad de E. coli por
las tres cepas industriales y las autéctonas 32 y 42, las
restantes disminuyeron la viabilidad de la enterobacteria
aproximadamente en siete érdenes logaritmicos con res-
pecto al control, con diferencias significativas (Tabla 1).

Las cepas mas acidificantes mostraron una inhibi-
cién total de E. coli y a medida que la acidez fue menor
la enterobacteria se pudo cuantificar con un aumento
progresivo y significativo. La accién antimicrobiana de
las bacterias 4cido-lacticas esta dada por la produccién
de acido lactico fundamentalmente y otras sustancias
inhibidoras tales como diacetilo (2,3-Butanodiona),
peréxido de hidrégeno, reuterina y bacteriocinas.? Los
acidos organicos de cadena corta cruzan la membrana
celular y en el medio citoplasmatico neutro (pH 0) se
disocian con liberacién de protones (H*), con lo cual se
acidifica el citoplasma. Las células, para mantener el
equilibrio, expulsan los protones con la energia necesaria
para el crecimiento, por lo que su desarrollo es afectado
a medida que aumenta la acidez en el medio.?

Resultados similares de acidificacién y actividad an-
tagonista por bacterias 4cido-lacticas han sido reportados
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recientemente. Las cepas de Lactobacillus johnsonii
identificadas por Carina y cols. a partir del intestino de
abejas obreras producen entre 0,9 y 2,5 % de 4cido lactico,
con inhibicién in vitro de cepas patdégenas humanas
como Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, E. coli
0157:H7 y Staphylococcus aureus.?”

Las tres cepas industriales y las autéctonas 32 y 42
fueron seleccionadas para su inoculacién en los ensilajes
de polen a escala de laboratorio.

Seleccion de las cepas para ensilar polen apicola

Acidez producida

En el diseno experimental, el factor humedad y el
tipo de inéculo tuvieron efectos significativos sobre la
variable acidez. Los resultados de la acidez en los silos
inoculados con las cepas autdctonas, se incrementa-
ron a medida que aumenté la humedad en el diseno,
sin diferencias significativas entre los tratamientos
ajustados a 24 y 29 % y entre 36 y 40 %, pero si entre
los silos pertenecientes a estos dos grupos. No se ob-
servaron diferencias significativas en la produccién
de 4cido entre las cepas autdctonas, las cuales fueron
significativamente mas productoras de acido lactico

que las industriales. Las bacterias autdctonas acidifi-
caron el medio con un aporte préoximo al 2 % de acido
lactico en las humedades superiores, lo cual representé
aproximadamente el doble de la acidez obtenida en las
humedades inferiores (Tabla 2).

El polen apicola no fue un sustrato adecuado para el
desarrollo de las bacterias industriales, puesto que no
se observé un aumento progresivo de la acidez con el
incremento de la humedad. Este efecto pudo deberse al
predominio de la microbiota propia del polen, que al ser
muy diversa produce metabolitos 4cidos o alcalinos.?®

Es importante senalar que las cepas industriales
fueron superiores a las autéctonas 32 y 42 en cuanto ala
acidificacién del medio MRS. Sin embargo, en los silos
de polen apicola ocurrié todo lo contrario. Esto pudo
deberse a que las cepas autdctonas, al ser aisladas del
polen ensilado por las abejas, mantienen un metabolismo
adaptado a la composicién quimica de este sustrato y a
la concentracién de los constituyentes que lo componen,
lo cual es apoyado por el hecho de que la acidez produ-
cida en los silos de polen a 36 y 40 % de humedad por
las bacterias autdctonas fue superior a la producida en
el medio MRS.

Tabla 1. Acidez producida e influencia sobre la viabilidad de E. coli de las cepas &cido-lacticas

Acidez producida Viabilidad
en acido lactico de E. coli
Cepas (%) Log UFC - mL*!
L. casei 1,75 £ 0,022 Inhibicién total
L. acidophilus 1,56 + 0,04 Inhibicion total
L. plantarum 1,27 +0,01¢ Inhibicién total
42 1,08 £ 0,03¢ Inhibicién total
32 1,06 £ 0,034 Inhibicién total
1 0,95 + 0,05¢ 0,15+ 0,212
15 0,94 + 0,06¢ 0,24 + 0,342
14 0,92 £ 0,05¢ 0,90 £ 0,15
29 0,90 +0,01¢ 1,03 £ 0,11°
41 0,87 +0,07¢ 1,56 + 0,11¢
Control, medio MRS 0,32 £ 0,01f
Control, E. coli en medio MRS 8,02 + 0,034

Significacién estadistica de los valores medios comparados entre las filas: Acidez: p(®b-edef)
< 0,05; E. coli: p(¢*<9) < 0,05. Los resultados estan expresados como la media + DE de tres va-
lores independientes.

Tabla 2. Acidez producida por las cepas acido-lacticas en silos de polen ajustados a diferentes porcentajes

de humedad
Acidez producida en acido lactico
(%)
Cepas
Humedad! Autéctonas Industriales
(%) 32 42 L. plantarum L. acidophilus L. casei
24 0,36 + 0,032* 0,47 + 0,112 0,49 + 0,06 0,51+0,17 0,63 +£0,18
29 1,00 + 0,112* 0,60 + 0,142* 0,41+0,18 0,44 +0,11 0,44 +0,21
36 1,98 + 0,05°* 1,81 + 0,03"* 0,64 + 0,03 0,86 + 0,04 0,36 + 0,06
40 2,26 + 0,08>* 2,06 + 0,21°* 0,51+0,03 0,86 + 0,53 0,28 + 0,08

! Humedad inicial de los silos. Significacién estadistica de los valores medios comparados entre las filas: Acidez:
p®® < 0,05 y entre las columnas: Acidez: p* < 0,05. Los resultados estan expresados como la media + DE de tres
valores independientes.
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Indicadores microbiolégicos

En el recuento microbiolégico inicial de los silos
ajustados a diferentes porcentajes de humedad se
encontré que los indicadores: hongos filamentosos,
levaduras y coliformes totales resultaron superiores
a dos (102 UFC - g), valor maximo establecido en las
especificaciones de calidad del polen apicola vigente en
Cuba para los hongos y levaduras y lo dispuesto para los
coliformes totales en los alimentos listos para el consumo
(Tabla 3).2%%° A los tratamientos ajustados a 36 y 40 % de
humedad e inoculados con las cepas industriales no se
les determinaron los indicadores microbiolégicos finales
por el crecimiento en la superficie de hongos filamen-
tosos en todos los silos, lo cual pudo ser consecuencia
de la escasa acidificacién que tuvieron estas cepas
comparadas con las autéctonas y a los porcentajes de
humedad superiores, por lo que el anélisis estadistico
solo se realizé a las cepas autdctonas.

Entre las cepas autéctonas no tuvo efecto significati-
vo el factor tipo de inéculo sobre los recuentos de hongos
filamentosos, sin embargo, este indicador disminuy6 con
el aumento de la humedad en el diseno, sin diferencias
significativas entre 36 y 40 %.

Al comparar los recuentos de hongos al inicio y al fi-
nal de los silos con 24 y 29 % de humedad, se observé que
todos los tratamientos disminuyeron aproximadamente
este indicador en dos érdenes logaritmicos, incluso en
los silos inoculados con las cepas industriales. Por otra
parte, todos los tratamientos ajustados a 36 y 40 % de
humedad e inoculados con las cepas autéctonas presen-
taron un decremento de los hongos, aproximadamente
en tres 6rdenes logaritmicos y de este modo, alcanzaron
los limites de aceptacién para el polen apicola (Tabla 4).
Los hongos filamentosos estan provistos de esporas que
no solo les permiten una facil y rapida diseminacioén,
también son muy resistentes a los cambios medioam-
bientales.?! Los indicadores coliformes totales y leva-
duras no se detectaron en ninguno de los tratamientos
una vez concluidos. Esto pudiera estar dado a varios
factores: a la accién negativa sobre la fisiologia celular
de los acidos organicos de cadena corta, como el lactico
que se produce en la fermentacién? y a la produccién
de bacteriocinas con actividad antimicrobiana por las
bacterias acido-lacticas.®

Lamayor produccién de acido por las cepas al méas bajo
porcentaje de agua en los silos garantiza la reduccién y
estabilidad microbiolégica del producto final, por lo que
se estima que los silos a 36 % de humedad e inoculados

con las cepas autéctonas son los mas promisorios para ob-
tener un producto con calidad microbioldgica aceptable.
Resultados similares han sido descritos con respecto
al empleo de bacterias acido-lacticas con un perspecti-
vo uso en el biocontrol de los alimentos y en la salud.
Trias, reportd que de 496 cepas acido-lacticas aisladas de
frutas frescas, 23 de ellas tenian actividad antagonista
frente a microorganismos fitopatégenos y patégenos
humanos (E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
typhimurium, L. monocytogenes y S. aureus).’* En otros
casos se ha comprobado la actividad antifingica de ce-
pas de L. plantarum aisladas de pastos ensilados y ha
sido demostrado que se debe a la produccién de 4cidos
organicos, metabolitos de bajo peso molecular y péptidos
ciclicos.?® Por otra parte, Pérez y cols. obtuvieron recuen-
tos aceptables de microorganismos a 30 °C, levaduras,
hongos filamentosos y coliformes totales en el ensilaje
espontaneo del polen apicola, pero sin la garantia de las
producciones al no inocular bacterias acido-lacticas para
dirigir el proceso.!® En el presente estudio, los microor-
ganismos a 30 °C no fueron evaluados en los silos dise-
nados porque al inocularse con bacterias acido-lacticas
evidentemente este indicador seria afectado.?

CONCLUSIONES

El ensilaje del polen apicola a 36 % de humedad,
inoculado con las cepas 4cido-lacticas L. delbrueckii (32)
y L. plantarum (42) aisladas del pan de abejas, permite
obtener un producto fermentado con recuentos acep-
tables de los indicadores sanitarios: coliformes totales,
levaduras y hongos filamentosos, lo que posibilita su
potencial comercializacién.

Tabla 3. Recuentos microbiolégicos iniciales de los silos
ajustados a diferentes porcentajes de humedad

Humedad Log UFC - g!
de los
diferentes silos Hongos Coliformes
(%) filamentosos totales Levaduras
24 4,31+0,11 3,92+ 0,33 3,85+0,34
29 4,00+0,38 3,78 +0,34 3,71+0,16
36 4,64+0,25 3,78+0,15 3,63+0,13
40 3,93 +0,16 3,48 +£0,25 3,01+0,25

Los resultados estan expresados como la media + DE de tres
valores independientes.

Tabla 4. Recuentos de hongos filamentosos al finalizar los ensilajes de polen, ajustados a diferentes

porcentajes de humedad e inéculo &cido-lactico

Log UFC - g!
Cepas
Autéctonas Industriales
Humedad!

(%) 32 42 L. plantarum L. acidophilus L. casei
24 2,63 +0,782* 2,41+ 0,67 2,49+0,88 2,65+0,57 2,56 +0,67
29 2,64 +0,482* 2,66 + 0,88 2,41 +0,74 2,31 +0,44 2,31+0,86
36 1,51 + 0,16°* 1,54 + 0,48°* - - -

40 1,08 £ 0,11°* 1,63 £ 0,89"* - - -

! Humedad inicial de los silos. Significacién estadistica de los valores medios comparados entre las filas:
Acidez: p(®*?) < 0,05 y entre las columnas: Acidez: p(*) < 0,05. Los resultados estan expresados como la

media + DE de tres valores independientes.
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