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RESUMEN.

Una de las posibilidades de incorporar el polen a una gama de productos es con la
utilizacion de Extracto Bioactivo de Polen (EBIOP).y este trabajo se realiz6 con el
objetivo de conocer el comportamiento del EBIOP en las condiciones de obtencion
fijadas, la eficiencia o rendimiento y la temperatura de conservaciéon no definidas en
trabajos anteriores, determinar la calidad microbiolégica, pardmetros fisico-quimicos y
organoléptica, asi como la vida util del mismo.

Obteniéndose como resultado que al cabo de los 7 dias de maceracion los extractos
con y sin agitacion aportaron un contenido de sélidos solubles practicamente iguales,
que la primera filtraciébn bajo las condiciones establecidas no resultd eficiente fue
necesario una segunda filtracion por gravedad donde se obtuvo un rendimiento
promedio de un 55 % del extracto (EBIOP) para una merma del un 45 %.

No hubo agotamiento total de los componentes del polen en la primera maceracion y la
segunda extraccion aportd un extracto con un contenido de solidos solubles entre 6 y
9%.

El EBIOP no presenté efecto antibacteriano frente a las cepas empleadas, en el estudio
de forma acelerada a 37 °C por 7 dias presentd Optima la calidad microbiolégica y
organoléptica mientras que los conservados a temperatura ambiente en el tiempo
presentaron una vida util solo hasta los 6 meses de elaborado.

El proceso de enfriamiento a -20 °C durante 5 dias no afecto el color, aspecto y olor y
su conservacion a — 20 °C proporciona una vida util de 2 afios.

INTRODUCCION

Muchos trabajos han sido dedicados a investigar las propiedades nutricionales y
curativas del polen apicola que corroboran la accién eficaz de su consumo por el
hombre, lo que permite justificar los esfuerzos encaminados para su explotacion pero
con la dificultad de que el producto obtenido contiene un alto contenido de humedad y
una elevada carga microbiana que lo invalida para su consumo en su forma natural.

El exceso de humedad provoca durante su almacenamiento la descomposicion del
polen y el desarrollo de hongos, bacterias, acaros, etc, indeseables. Esto ha motivado
la realizacién de estudios dedicados a obtener un polen mas seco y libre de impurezas.
(Valdés y col, 1991 ay b).

Los trabajos iniciales para dar solucién a la utilizacion del polen para el consumo
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humano fue dado por Pérez y col, 1990 con la obtencion de un producto a partir del
polen apicola llamado Pan de Abejas Industrial (PAI, polen acidificado) que permitio
obtener un producto con calidad microbiolégica aceptables para ser empleado (Valdés
y colb, 1993), pasando en ese entonces a ser utilizado como un ingrediente de las
mezclas apicolas (Apiasmin, Propoforte y Pan miel).

Posteriormente del Risco y col. (2012), con el objetivo de controlar la fermentacion de
los silos y obtener mayor reproducibilidad de las caracteristicas del producto final,
identifican y seleccionan las bacterias acido lacticas presentes en el pan de abejas y
con los aislados mas promisorios optimizan la fermentacién del polen apicola a escala
de laboratorio. Estos investigadores logran también obtener un producto con calidad
microbiolégica aceptable y ademas, con menor porcentaje de humedad.

Como parte del interés de ampliar la utilizacion del polen en otras formas fue
determinado obtener sus componentes de un extracto fluido para cremas de belleza
(APIQUEN) con la calidad sanitaria requerida para su empleo y es precisamente el
objetivo de este trabajo determinar y evaluar el proceso de maceracién del polen
apicola, caracteristicas microbiolégicas, organolépticas y fisico quimicas, asi como
condiciones de almacenamiento y vida util del Extracto Bioactivo de Polen (EBIOP).

MATERIALES Y METODOS

El polen apicola empleado fue obtenido de trampas de polen OAC modificado (trampas
en posicion inferior) humedo y sin beneficiar que se mantuvieron en congelacién (-
20°C)

Para la elaboracion del EBIOP se tomaron 20 kg de polen y 40 litros de alcohol etilico
clase A al 70 %, que fueron distribuidos en 4 tanquetas plasticas a razon de 5 kg de
polen con 10 litros de alcohol etilico al 70 % para una relacién de 1:2, que fueron
homogenizadas manualmente para obtener el mayor rompimiento o mezclado posible,
2 tanquetas fueron sometidas a una agitacion manual 2 veces al dia, mientras que las 2
restantes se mantuvieron sin agitacion durante todo el proceso de maceracion que se
establecio de 7 dias.

Finalizado este tiempo de maceracion establecido se procedi6 a homogenizar
manualmente vy filtrar con bomba de vacio empleando embudo busner colocando sobre
el embudo papel de filtro de filtracién rapida y encima una malla de nylon de diametro
0.1 mm, cambiando el papel de filtro y eliminando el residuo acumulado en la malla por
raspado cuando se obstruia o disminuia la filtracion. (Primera filtracion)

El filtrado obtenido mantuvo una determinada turbidez y se procedid a realizar una
segunda filtracion con empleo de la bomba de vacio que a pesar de emplear mas de un
papel de filtro, el filtrado obtenido no se mostraba transparente por lo que se procedié a
filtrar por gravedad a través de papel de filtro de filtracion rapida y de esta forma
finalmente fue lograda la transparencia deseada.

Se procedio a determinar la eficiencia de la extraccion (EBIOP ) midiendo el volumen
del filtrado obtenido y ademas el agotamiento de la materia prima realizando una
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segunda maceracion a razon de 1:2, para ello se pesaron 250 g del residuo de polen
(de cada una independiente) y se afiadido 500 ml de alcohol etilico al 70 % en frascos
ambar y se sometieron a agitacion por 6 horas, posteriormente fueron filtrados (EBIOP
II) por gravedad con papel de filtro de filtracidon rapida. Para ambas extracciones fue
realizada la determinacion del % de Sdélidos solubles totales (PNO 0-105-023).

Para los estudios que se describen a continuacion se conformo una mezcla de los 4
extractos (pull) que fue distribuido en la cantidad de muestras a estudiar. .

El comportamiento o afectacion del enfriamiento a -20 °C fue realizado distribuyendo el
pull en 10 frascos de cristal que se colocaron bajo esas condiciones durante 5 dias al
cabo de las cuales se les realiz6 la observacion de la apariencia (opalescencia o
transparencia y color).

La determinacién del limite microbiano fue realizada primeramente la prueba preliminar
para descartar la presencia de accién inhibitoria del crecimiento. (2 réplicas) frente a
Salmonella typhi ATCC 725, Escherichia coli ATCC 259221, Staphylococcus aureus
ATCC 6538 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 (USP 25, 2002, USP 29, 2006 y
USP 32, 2009).

Fueron sometidas 3 replicas del pull para determinar de forma acelerada la existencia
de un deterioro colocando las muestras de tiempo 0 a una incubacion a 37 °C por 7
dias y determindndoles los parametros de determinacion del Limite microbiano
(NUumero mas probable de microorganismo aerobios mesofilos viables. (NMP m.o/mL),
Conteo de hongos filamentos (ufc/g), Conteo de levaduras viables (ufc/g),
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli en 0.1 g vy
Salmonella sp en 25 g. (USP 25, 2002).y ademas caracteristicas organolépticas
(aspecto, olor y sabor)

Para el estudio de caracterizacion y estabilidad fue empleado el pull y las muestras
fueron envasadas en frascos ambar estériles de 120 ml, colocadas a temperatura
ambiente y en la oscuridad las que fueron retiradas de esas condiciones en los tiempos
previstos (tiempo 0, 1 mes, 3, 6, 9, 12, 18, 24 meses) y otras fueron conservadas en
congelacion y analizadas al cabo de 1, 1.5y 2 afios.

Los aspectos estudiados fueron en organolépticos: olor, sabor y aspecto, como
parametros fisicos- quimicos: % de solidos solubles, pH y acidez (NC ISO 750, 1998 y
NC ISO 1842: 1991) y la calidad microbiologica Numero mas probable de
microorganismo aerobios mesofilos viables, Conteo de hongos filamentos, Conteo de
levaduras viables, determinacibn de Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli y Salmonella sp (USP 25, 2002).

A los resultados del volumen obtenido de la primera maceracion, el % de recuperacion
y el contenido de sdlidos solubles (%) de cada una de las condiciones (agitacion o
estatico) fue realizado u test T-students aplicando el Statgraphics Plus y con
transformacion de 1/x (para % de recuperacion y el contenido de Sdlidos solubles
totales)
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RESULTADOS Y DISCUSION

En los resultados del volumen obtenido de los filtrados de la primera maceracion
(EBIOP 1) no hubo diferencias significativas para un nivel de confianza del 95% en
cuanto al volumen, en ambos casos tanto agitacibn como estéatico a los 7 dias se
recupero entre 5.2 y 5.89 litros que representan una recuperacion del 52 al 58.9 Bajo
las condiciones en que se desarrollo esta maceracion el % de recuperacion o eficiencia
fue con un del 55.25% (Ver la tabla No. 1).

En cuanto al contenido de sdlidos solubles correspondiente a estas misma condiciones
de maceracion los valores estuvieron entre el 19.69 y 23.9 %, donde estos dos valores
limites correspondieron precisamente a los extractos en agitacion, esto pudiera
deberse a que el proceso de homogenizacion del polen para conformar el trabajo no
quedo lo suficientemente mezclado y en estos casos el polen empleado estuvo algo
diferente uno del otro, no obstante se obtuvo como promedio numérico de estos 4
extractos un valor de 22.15 % pero del pull conformado de mezclar los mismos el valor
real fue del 21.71, no obstante no se encontré diferencias significativas para un nivel de
confianza del 95%.

Los resultados de la determinacion del agotamiento de la materia prima (residuo) con la
elaboracién del una segunda maceracion dio como resultado (ver tabla 2) que el EBIOP
Il obtenido presentd un contenido de sélidos solubles de 6.13 y 7.23 % para los que
procedian de las condiciones de agitacion mientras que para los estaticos de 6.85 y
9.14%, no encontrdndose diferencias significativas entre las medias para un nivel de
confianza del 95%.

Por otro lado fue evidente que no ocurrié una extraccion total de los componentes en la
primera maceracion quedando incluso cantidad suficiente de soélidos solubles como
para ser utilizado este extracto en la elaboracion de productos (Cremas APIQUEN) que
llevan en su formulacion la presencia de EBIOP a concentraciones inferiores a las
encontradas.

Con respecto a la influencia del proceso de enfriamiento a -20 °C en que se mantuvo el
estudio (5 dias) en cuanto su apariencia se mantuvo su estado liquido pero si con la
presencia de una opalescencia, que al atemperarse recobré6 su estado original de
liquido viscoso transparente de coloraciéon amarrilla por lo que se considero que estas
condiciones de almacenamiento en primera instancia no afectaban la transparencia y
color del producto.

En la determinacion de la prueba preliminar para descartar la presencia de accion
inhibitoria del crecimiento se obtuvo como resultado que no present6 efecto inhibidor
del crecimiento por lo tanto esto permitio por un lado afirmar que este EBIOP | no
presenta este efecto antibacteriano frente a ninguno de los microorganismos
empleados y por otro lado pasar directamente a efectuar la determinacion del Limite
microbiano sin la utilizacion de aumentar la dilucion de trabajo o el empleo de
inactivadores de esta accion
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Del estudio para determinar de forma acelerada la existencia de un deterioro de las
muestras de tiempo O incubadas a 37 °C por 7 dias (ver tabla No. 3) se encontro que
los valores de los parametros de determinacion del NMP (m.o/mL), Conteo de hongos
filamentosos (ufc/g) y Conteo de levaduras viables (ufc/g) estuvieron por debajo de lo
permisible y tampoco hubo presencia de Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli y Salmonella sp, es decir las condiciones establecidas
para determinar posible deterioro aportaron un producto que mantuvo calidad
microbioldgica con valores o limites permisibles de aceptacion para su consumo segun
NC 585:2008. Por otro lado las caracteristicas organolépticas se corresponden a lo
deseado y esperado de este producto.

Se encontré que los resultados del estudio de limite microbiano, calidad microbiolégica
y/o la estabilidad sanitaria del EBIOP | (pull) en el tiempo conservados a temperatura
ambiente (ver tabla 4) estuvieron dentro de los limites permisibles de aceptacion para el
consumo o utilizacién del producto como ingrediente de formulaciones alimenticias
(segun NC 585:2008) durante los 12 meses que fueron estudiadas , sin embargo en
cuanto a sus parametros organolépticos especificamente en el Aspecto, los tiempos de
1, 3 y 6 meses presentaron una suspension de coloracion amarilla no detectada en el
tiempo O y a los 9 meses paso a ser mas intensa, algo parda que continuo
intensificAndose y ya es evidente a los 12 meses, por lo que se considero que el
producto desde el punto de vista organoléptico conservado a temperatura ambiente
comienzan a ocurrir cambios en el 1 mes y ya a los 9 meses esta deteriorado.

Se decidié no continuar realizando el estudio de estabilidad al EBIOP conservado a
temperatura ambiente hasta los 2 aflos como estaba previsto por los cambios
organolépticos, especificamente en el aspecto con la presencia de una coloracion
parda detectada en el estudio correspondiente al 9 mes de elaborado

Los resultados del estudio de estabilidad del EBIOP | conservados a — 20 °C durante 1,
1.5 y 2 afios (ver Tabla No. 5) se encontré que la calidad microbiolégica tuvo un
comportamiento estable en el tiempo y con valores por debajo de aceptacion para su
utilizacion segun NC 585:2008. De igual forma los parametros organolépticos tuvieron y
se mantuvieron dentro de las caracteristicas originales del extracto, no presenciando
alteraciéon alguna de los mismos.

Con respecto a los parametros fisico-quimicos, el contenido de sdlidos solubles tuvo un
decremento en el tiempo, esto pudiera deberse a que ocurrid incorporacion de
humedad provocada por la no hermeticidad del envase empleado, aspecto que
qguedaria por dilucidar en estudios posteriores, no obstante es importante el resultado
obtenido ya que este aspecto solo afectaria la cantidad de EBIOP | a utilizar en la
formulacion en que se va a emplear y en el caso de la acidez hubo un ligero
incremento, mientras que el pH puede decirse gue se mantuvo estable.

Por el analisis de los resultados obtenidos el EBIOP | conservados a — 20 °C mantuvo
estabilidad en el tiempo, pudiéndose considerarse que tiene una vida de anaquel de 2
afos bajo estas condiciones de almacenamiento.
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CONCLUSIONES.

1. Con 7 dias de maceracién los extractos con y sin agitacion aportaron un contenido

de sélidos solubles practicamente iguales.

2. La primera filtracion, bajo las condiciones descritas no resulto eficiente.

3. Para obtener un liguido transparente es necesario someterlo a una segunda

filtracion por gravedad a través de papel de filtro.

4. Se obtiene una media de un 55 % de EBIOP con una merma del 45 %.

5. En la primera maceracion no hubo agotamiento total de los componentes del polen

6. Una segunda maceracion aporta un extracto con cantidad suficiente de sélidos

solubles (EBIOP IlI) como para ser utilizado en la elaboracion de productos cuya

formulacién requiera un % de estos componentes entre 6 y 9%.

7. EIl proceso de enfriamiento a -20 °C durante 5 dias no afect6 el color, aspecto y
olor.

8. EI EBIOP | no present6 efecto antibacteriano frente a las cepas empleadas.

9. El EBIOP I en el estudio de forma acelerada a 37 °C por 7 dias presentd éptima la

calidad microbioldgica y organoléptica.

10.El estudio de estabilidad de EBIOP | conservados a temperatura ambiente presento
una vida util hasta los 6 meses de elaborado.

11.EI EBIOP | conservados a — 20 °C present6 una vida util de 2 afios.
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Tabla No. 1. Resultados obtenidos del volumen del extracto, % de recuperacion vy
concentracion de solidos solubles.

Tanqueta | Sistema de [Cantidad de extracto|Recuperacion |Sdlidos

extraccion obtenido % solubles
(litros) (%)

1 Agitacion 5.89 58.9 19.69

2 Agitacion 5.2 52.0 23.9

3 No agitacion 5.2 52.0 22.54

4 No agitacion 5.8 58.0 22.5

Pull Mezcla de las 4 |Por sumatoria 55.2 21.71 (real)
tanquetas 22.09 litros

Tabla No. 2. Resultados obtenidos de los Sdlidos Solubles Totales de la segunda
maceracion (EBIOP 11).

Sistema de Extraccion Muestra | Soélidos solubles
totales (%)
Agitacion 1 6.13
2 7.23
No Agitacion 3 6.85
4 9.14

Tabla No. 3. Resultados del estudio acelerado del deterioro del EBIOP |

| Muestras
Limite microbiano 1 2 3
NUmero mas probable de microorganismo|4 x 10 <23 4x10
aerobios mesdfilos viables. (m.o/mL).
Conteo de hongos filamentos (ufc/g) 0.5x 10 <10 <10
Conteo de levaduras viables (ufc/g) 2x10 2x10 <10
Determinacion de Staphylococcus aureus en|Ausencia Ausencia Ausencia
0.1g
Determinacion de Pseudomonas aeruginosa|Ausencia Ausencia Ausencia
en0.1g
Determinacion de Escherichia colien 0.1 g Ausencia Ausencia Ausencia
Determinacion de Salmonella sp en 25 g Ausencia Ausencia | Ausencia

Organolépticos (3 réplicas)

Aspecto Liquido algo viscoso y transparente de coloracion amarilla.
Olor Alcohdlico y algo floral
Sabor Alcohdlico
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Tabla No. 4. Resultados obtenidos del estudio de estabilidad de EBIOP | conservados a
temperatura ambiente.

Limite Tiempo (meses)
Microbiano 0 1 3 5 9 12
NMP (m.o/ml). |<2.3 1.5x10°% |<2.3 <2.3 46.5 <10
Conteo de [<10 <10 <10 <10 <10 <10
hongos
filamentos
(ufc/g)
Conteo de [<10 <100 <10 <10 <10 <10
levaduras
viables (ufc/g)
Determinacion | Ausencia Ausencia |Ausencia |[Ausencia |Ausencia |Ausencia
de
Staphylococcus
aureusen 0.1 g
Determinacion | Ausencia Ausencia |Ausencia |[Ausencia |Ausencia |Ausencia
de Ps.
aeruginosa en
0.1g
Determinacion | Ausencia Ausencia |Ausencia |[Ausencia |Ausencia |Ausencia
de Escherichia
colien0.1g
Determinacion | Ausencia Ausencia |Ausencia |[Ausencia |Ausencia |Ausencia
de Salmonella
spen25¢g
Organoléptico | Tiempo (meses)
0 1 3 6 9 12
Aspecto Liquido algo | Liquido Liquido Liquido Liquido Liquido
viscoso  y|algo algo algo algo algo
transparente | viscoso, VISCOSO0, VISCOSO, VISCOSO, VISCOSO0,
de presencia |presencia |presencia |presencia |presencia
coloracién |de de de de de
amarilla. suspension | suspension | suspension | suspension | suspension
de de de de de
coloracién |coloracion |coloracion |coloracion |coloracion
amarilla. amarilla amarilla casi parda. | pardo-
oscura
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Olor Alcohdlico y|Alcohdlico |Alcohdlico |Alcohdlico |Alcohdlico |Alcohdlico

algo floral y algo|y algo|y algo |y algo |y algo
floral floral floral floral floral

Sabor Alcohdlico | Alcohdlico |Alcohdlico |Alcohdlico |Alcohdlico |Alcohdlico

Parametros Tiempo (meses)

Fisico-Quimicos | 1 3 6 9 12

Sdlidos Solubles |21.71 NR 24.6545 21.94 17.53 9,55

Totales (%)

Acidez NR NR 5.0 5.5 55 5,8

pH NR NR 4.3 4.3 4,0 4,1

Leyenda: NR: No realizado

Tabla No. 5. Resultados obtenidos del estudio de estabilidad del EBIOP | conservados

a—20°C.
Limite Tiempo (afos)
Microbiano 1 15 >
NMP <2,3x10 23x10 2x10°
(m.o/ml).
Conteo de hongos | <10 1x10° <10
filamentos (ufc/g)
Conteo de levaduras | <10 <10 <10
viables (ufc/g)
Determinacion de Ausencia Ausencia Ausencia
Staphylococcus aureus
en0.1g
Determinacion de | Ausencia Ausencia Ausencia
Pseudomonas aeruginosa
en0.1g
Determinacion de | Ausencia Ausencia Ausencia
Escherichia colien 0.1 g
Determinacion de | Ausencia Ausencia Ausencia
Salmonella sp en 25 g
Parametros Tiempo (anos)
Organolépticos 1 1.5 2
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Aspecto Liquido algo | Liquido algo | Liquido algo
ViSCcoso, ViSCoso, ViSCoso,
presencia de | presencia de | presencia de
suspension  de|suspension  de |suspension  de
coloracion coloracién coloracion
amarilla. amarilla. amarilla.

Olor Alcohdlico y algo | Alcohdlico y algo | Alcohdlico y algo
floral floral floral

Sabor Alcohdlico Alcohdlico Alcohdlico

Parametros Fisico- | Tiempo (afios)

Quimicos 1 15 2

Solidos Solubles Totales|21.235 20.691 19.027

(%)

Acidez 4.4 4.7 5.2

pH 4.44 4.54 4.6
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