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Resumen IX

Resumen

En el presente trabajo se evaluaron diferentes condiciones de proceso para llevar a cabo
la fermentacion lactica de polen apicola a escala piloto como estrategia para mejorar la
biodisponibilidad de sus nutrientes y generar valor agregado a través de su inclusién en
bebidas lacteas fermentadas confiriendo caracteristicas funcionales. En una primera
etapa del proyecto se determind la calidad del polen proveniente de Apiarios Los cerezos
(Viracachd, Boyacd) como sustrato a fermentar lacticamente y se establecieron
condiciones de higienizacion. Se evalu6 el efecto de la relaciéon agua:polen (1:1, 2:1), la
intensidad del tratamiento térmico en recipiente presurizado a 115°C, 80 kPa (10, 20
minutos) y la acidez inicial del medio (sin neutralizar, neutralizado) en procesos de
fermentacion lactica con cultivos comerciales CHOOZIT® MY800, CHOOZIT® MA4001 y
HOWARU® Dophilus. Con seguimiento del pH, acidez titulable y morfologia del grano,
se determiné el tratamiento con mejores indicadores de fermentacion para cada uno de
los cultivos trabajados (relacion 2:1, 10 minutos de tratamiento térmico, medio
neutralizado). Dados los mudltiples y reconocidos beneficios para la salud y la accion
sinérgica de las bacterias lacticas en productos lacteos, el polen fermentado obtenido fue
mezclado en proporciones del 5, 10, 20, 40 y 60% en yogur y kumis. El nivel de inclusién
con mayor potencial, tanto en yogur como en kumis, se estableci6 ponderando la
productividad de acido lactico, la sinéresis, el analisis sensorial de calidad y el andlisis
sensorial hedonico a través de una funcion de beneficio-utilidad. Los productos
seleccionados fueron kumis y yogur con inclusién del 5% de polen fermentado con
cultivo CHOOZIT® MY800. Tras un estudio de almacenamiento en condiciones
aceleradas se determinaron modelos para predecir la vida util de los productos. Se
establecio una ficha técnica de los procesos y productos desarrollados para facilitar su

futura implementacién en el contexto industrial colombiano.

Palabras clave: Polen apicola, fermentacion lactica, bebidas lacteas funcionales,

desarrollo de producto.
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Abstract

In this work different process conditions were evaluated to carry out lactic acid
fermentation of bee pollen as a strategy for improving the bioavailability of its nutrients
and generate added value through inclusion in fermented milk drinks conferring functional
characteristics. In a first stage of the project the quality of the pollen from Apiarios Los
cerezos (Viracacha, Boyacd) was determined as substrate to lactic fermentation and it
was established the necessity of submit it to sanitization processes. The effect of the
water: pollen ratio (1: 1, 2: 1), the intensity of the heat treatment in pressurized vessel at
115°C, 80 kPa (10, 20 minutes) and initial acidity of the medium (unneutralized,
neutralized) in fermentative processes with commercial cultures (CHOOZIT® MY800,
CHOOZIT® MA4001 and HOWARU® Dophilus) were evaluated. With pH, titratable
acidity and grain morphology monitoring, the treatment with the best fermentation
indicators for each of the cultures studied was determined (ratio 2: 1, 10 minutes of heat
treatment, neutralized medium). Given the multiple and recognized health benefits and
synergistic action of lactic acid bacteria in dairy products, the obtained fermented pollen
was mixed in proportions of 5, 10, 20, 40 and 60% in yogurt and kumis. The inclusion
level with greater potential, both yogurt and kumis, was established by weighting
productivity, syneresis, sensory quality analysis and hedonic sensory analysis through a
profit-utility function. The selected products were kumis and yogurt including 5% pollen
fermented with CHOOZIT® MY800 culture. After storage study under accelerated
conditions models were determined to predict product’s shelf life. A technical datasheet of
the processes and products developed was established to facilitate its future

implementation in the Colombian industrial context.

Keywords: Bee pollen, lactic fermentation, functional dairy drinks, product development.
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DART Decision Analysis and Ranking Techniques
FRAP Ferric Reducing Antioxidant Power

HPLC Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia
ICTA Instituto de Ciencia y Tecnologia de Alimentos
ISO International Organization for Standardization
MRS Man Rogosa Sharpe

NMP Numero Mas Probable

NTC Norma Técnica Colombiana

OGYE Oxytetracycline Glucose Yeast Extract

PDA Potato Dextrose Agar

pH Potencial de hidrégeno

rpm Revoluciones por minuto

SPC Standard Plate Count

TEAC Trolox Equivalent Antioxidant Capacity

UFC Unidades Formadoras de Colonia

UHT Ultra High Temperature

uv Ultravioleta
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La FAO estima que de 100 especies de cultivos que proporcionan el 90% del suministro
de alimentos para 146 paises, 71 son polinizados por abejas. El papel protagénico de
estos insectos resulta vital para el mantenimiento de ecosistemas naturales por lo cual su
uso y explotacion por parte del hombre encabeza uno de los pocos procesos productivos

realmente sostenibles a nivel mundial (Sanchez, Castafieda, Mufios, & Tellez, 2013).

En Colombia se reconocié a cadena productiva de las abejas y la apicultura a través de
la Resolucién 282 del 13 de Agosto de 2012. No se le considera competitiva para el
desarrollo agropecuario del pais, aun cuando es una actividad que genera grandes
beneficios para el medio ambiente y la economia rural por medio de la produccion de
miel, polen, propodleos, cera, jalea y larvas (Espinal, Martinez, & Pefia, 2006). Es asi que
se debe replantear dicho juicio y establecer estrategias que permitan explorar y
evidenciar el potencial econémico y social que pueden llegar a generar los productos

apicolas y sus derivados.

En el caso especifico del polen recolectado por las abejas de la especie Apis mellifera,
considerado como el segundo producto de la colmena con mayor potencial econémico
después de la miel (Krell, 1996). El pais cuenta con ventajas geogréaficas excepcionales
qgue permiten productividades del orden de los 36 kg por colmena afio en zonas de
bosques alto-andinos (Gutierrez, Osorio, & Salamanca, 2010). Dichas productividades
sobresalen frente los 15 kg por colmena afio promedio a nivel mundial (Ismail et al.,
2013; Laverde et al., 2010; O’'Neal & Waller, 1984).

Al reconocer el potencial del polen en la apicultura a nivel nacional, el Instituto de Ciencia
y Tecnologia de Alimentos — ICTA de la Universidad Nacional de Colombia estudio y
resaltd la importancia nutricional y bioactiva del polen apicola como matriz vegetal que

puede ser empleada en el desarrollo de productos funcionales de alto valor agregado e
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impacto social (Blanco, Quicazan, & Cuenca, 2012; Castro, Zuluaga, Quicazan, Pastrana,
& De Paula, 2014; Diaz, Zuluaga, Morales, & Quicazan, 2012; Duran, 2014; Fuenmayor,
Quicazan, & Figueroa, 2011; Fuenmayor et al., 2014; Hidalgo, Quicazan, & Figueroa,
2014; Salazar, Céspedes, & Diaz-Moreno, 2013; Salazar, Diaz, & Quicazan, 2012;
Zuluaga, Serrato, & Quicazan, 2014; Zuluaga, Quicazan, & Serrato, 2014; Zuluaga, 2016;
Zuluaga, Serrato, & Quicazan, 2015). Dicho reconocimiento se dio en el marco del
proyecto “Establecimiento de procesos de conservacion y trasformacion de polen apicola
para la obtencion de alimentos con caracteristicas funcionales” financiado por el

Departamento Administrativo de Ciencia, Tecnologia e Innovacién — Colciencias.

En este sentido cabe destacar investigaciones previas donde se ha realizado la inclusion
de polen seco en diversas matrices como pulpas y salsas de frutas, barras con cereal y
bebidas fermentadas de soya y leche semidescremada (Longo, 2012, 2013), asi como en
yogures saborizados con productos apicolas tales como miel y jalea real (Branco, Barros,
Barros, Neves, & Ferreira, 2014; Lomova, Narizhnyi, & Snizhko, 2014; Lomova, Snezhko,
& Narizhnyi, 2014; Chacun & Herrera Medina, 2010; Yerlikaya, 2014) y con adicion de

otros componentes como frutas y semillas (Pop et al., 2014).

Igualmente se han realizado investigaciones para lograr a nivel laboratorio la
fermentacion 4cido-lactica de polen (Alarcén, 2016; Alarcon & Quicazan, 2016;
Benavides, 2016; Del Risco-Rios et al., 2012; Fuenmayor, 2009; Salazar-Gonzélez &
Diaz-Moreno, 2016). Las ventajas de buscar un producto con inclusién de polen
fermentado, radica en una mayor asimilacién de los nutrientes por parte del ser humano,
ya que este bioproceso mejora su digestibilidad y su valor nutricional (Herbert &
Shimanuki, 1978). Especificamente para el polen fresco o seco tradicionalmente incluido
en diversas matrices alimentarias, algunos de sus nutrientes no pueden ser
aprovechados al ser ingeridos, particularmente en el caso de animales monogastricos.
Esto se debe principalmente a la resistente microestructura que recubre las particulas de
polen para proteger la célula generativa, conocida como exina (Bell etal.,, 1983;
Fernandes-Da Silva & Serrao, 2000; Human & Nicolson, 2006 citados por Fuenmayor,
Quicazan, & Figueroa, 2011). De hecho el polen recolectado por las abejas como fuente
de proteina, aminoéacidos, lipidos, vitaminas y minerales, solo es consumido tras haber

sido sometido a un proceso fermentativo al interior de la colmena.
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A pesar de los desarrollos realizados alrededor del tema, alun no se ha explorado la
posibilidad de generar una salida comercial real para el polen fermentado producido con
bacterias acido-lacticas por problemas de estabilidad y aceptacion sensorial propios del
producto. El presente trabajo busca evaluar diferentes condiciones de proceso en la
fermentacion lactica de polen apicola que permitan la generacién de valor agregado a

través del desarrollo de productos alimenticios con caracteristicas funcionales.

En el mercado actual, las tendencias observadas en el consumidor estan orientadas a la
obtencién de nuevos productos que aporten a una vida mas saludable, razén por la cual
alimentos de alto valor nutricional o que reporten propiedades bioactivas cobran fuerza.
De estos destacan los productos lacteos fermentados (queso, yogur, kumis) que ademas
de ser facilmente asimilables, reportan propiedades benéficas para combatir
enfermedades cardiovasculares, ciertos tipos de cancer, alergias, problemas intestinales,
entre otros (Pihlanto, Virtanen, & Korhonen, 2010). Se encuentran en la literatura
reportes de yogures saborizados con productos apicolas tales como miel y jalea real
(Branco etal., 2014; Lomova et al.,, 2014; Lomova, Snezhko, et al.,, 2014; Chacun &
Herrera, 2010; Yerlikaya, 2014) y de mezclas de estos con otros componentes como
frutas y semillas (Pop et al.,, 2014). Se tiene especial interés en las bebidas lacteas
fermentadas para realizar la inclusién de polen fermentado. Ninguno de los alimentos que
se han trabajado con polen apicola, a excepcién de las bebidas fermentadas de soya y
leche semidescremada, tiene un efecto probiético en humanos, como lo tiene las bebidas

lacteas fermentadas tipo kumis o yogur (Lomova, Narizhnyi, et al., 2014).

Con la investigacion que se presenta a continuacion, se busco estandarizar el proceso de
fermentacion lactica de polen apicola a escala piloto evaluando diferentes condiciones de
proceso tales como la relacion agua:polen, tratamientos térmicos y neutralizacién del
medio fermentativo previa inoculacién de cultivos lacticos comerciales. Tras seleccionar
los tratamientos con mejor respuesta fermentativa se evalué con criterios de
productividad, aceptabilidad y estabilidad la inclusion del polen fermentado obtenido en
bebidas lacteas fermentadas tipo yogur y kumis en proporciones del 5, 10, 20, 40 y 60%.
Los resultados permitieron seleccionar el yogur y el kumis con mayor potencial y
viabilidad técnica y comercial; estos productos fueron sometidos a condiciones de
almacenamiento aceleradas y con seguimiento de pardmetros fisicoquimicos,

microbiol6gicos y sensoriales se determind y model6 su tiempo de vida util.
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El cuerpo del documento se divide en cuatro grandes capitulos que evidencian la
investigacion desarrollada como requisito parcial para optar por el titulo de Magister en

Ingenieria Quimica.

El primer capitulo sintetiza el marco conceptual alrededor de la definicion y aptitud
nutricional y bioactiva del polen apicola, asi como el fundamento teorico tras los procesos
fermentativos con especial énfasis en las fermentaciones lacticas, los microorganismos
involucrados y estado del arte de su aplicacion en esta matriz vegetal. Seguidamente se
resefia las bebidas lacteas fermentadas tipo yogur y kumis. Se finaliza con una breve
revision bibliografica alrededor de la estimacién de la vida util de los alimentos desde un
enfoque predictivo del deterioro de sus caracteristicas fisicoquimicas, microbioldgicas y

sensoriales.

El segundo capitulo se refiere a los materiales utilizados y a las metodologias empleadas
para el cumplimiento de los objetivos planteados. Se muestran las caracteristicas de las
materias primas empleadas, las metodologias analiticas seguidas y finaliza con la

estrategia experimental que detalla el disefio con sus respectivas variables de respuesta.

El tercer capitulo muestra los datos experimentales obtenidos en cada una de las etapas
con su respectivo andlisis que sustenta la propuesta de limites permisible de impurezas
macroscopicas en polen apicola seco, la seleccién del mejor tratamiento de adecuacion
de polen como sustrato en el proceso de fermentacion lactica, la selecciéon del nivel de
inclusion de polen fermentado en bebidas lacteas fermentadas tipo yogur y kumis con
mayor potencial bajo criterios de productividad, aceptabilidad y estabilidad y el

modelamiento del tiempo de vida Gtil de estos productos.

El cuarto capitulo recopila el desarrollo de producto planteado a modo de ficha técnica de
los productos desarrollados que sirva como medio de transferencia tecnol6gica al sector
industrial en el contexto caracteristico colombiano, en concordancia con los objetivos

planteados.



1.0Objetivos

1.1 Objetivo general

Evaluar diferentes condiciones de proceso en la fermentacién lactica de polen apicola
gue permitan la generacién de valor agregado a través del desarrollo de productos

alimenticios con caracteristicas funcionales en el contexto caracteristico colombiano.

1.2 Objetivos especificos

= Establecer condiciones de higienizacion y adecuacion de polen apicola como insumo
para el proceso de fermentacion acido-lactica a escala piloto.

= Determinar las condiciones de proceso adecuadas para obtener productos con
inclusion de polen apicola fermentado con criterios de productividad, aceptabilidad y
estabilidad.

= Establecer modelos que permitan predecir la vida Util de los productos desarrollados.

= Desarrollar la ficha técnica de los productos desarrollados con los soportes técnicos-
cientificos que sirvan de base para su implementacién en el contexto industrial

colombiano.






2.Marco tedrico

2.1 Polen

Se entiende por polen al gametofito masculino que cumple la funcién biol6gica de
fecundar el 6vulo presente en las flores, en el proceso de reproduccién sexual de las
plantas. Se encuentra ubicado en los sacos polinicos de la antera de la flor; esta
conformado por una multitud de cuerpos microscoépicos (20 a 40 um), de diversas formas
geométicas y aspecto variable (Del Risco, 2002). El grano de polen estd compuesto por
una parte central consistente en la célula viva u 6rgano esencial en la reproduccion de la
planta, rodeada por una membrana protectora compleja, la esporodermis (ver Figura
2-1). Las fibras de celulosa de la esporodermis (intina) le permiten al grano de polen ser
elastico al aplastamiento mientras que una capa externa (exina) le ofrece resistencia
mecanica (Hullya et al., 2010) y protege el material genético de la planta de condiciones

medioambientales tales como lluvia, viento, radiacion solar y temperaturas extremas.

Figura 2-1: Estructura del grano de polen floral (Zuluaga, 2016)

Citoplasma
Nucleo vegetativo

2.2 Polen apicola

Definido como el “alimento producido a partir de la aglutinacion del polen de las flores

efectuado por abejas pecoreadoras mediante néctar y sus propias sustancias salivares,
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gue el hombre utiliza tras su recoleccion y subsiguiente elaboracién (secado, limpieza y

envasado)” (Baldi Coronel et al., 1999).

En términos generales, su recoleccién se realiza mediante trampas para polen, que
consisten en una lamina plastica de 2 mm de espesor provista de agujeros de
aproximadamente 4,76 mm de didmetro en hileras a lo largo de la ldmina, separadas por
perfiles de madera de 5 mm de ancho y 10 mm de altura que se ubica en la entrada de
las colmenas y obliga a las abejas a liberar el 50% del polen que haya recolectado al
ingresar a la colmena. Los pellets caen a una bandeja y a medida que se van
acumulando, son recolectados por el apicultor (Fuenmayor et al., 2014).

Luego de su recoleccién el polen es transportado a las instalaciones de beneficio en
donde es sometido a una operacién de secado en la que se retira la humedad del polen
hasta conseguir un valor de entre 3 - 8%. Tradicionalmente se secaba el polen a una
temperatura no superior de 40°C (CONACYT, 2004; Ministério da agricultura e do
abastecimento, 2001), aunque estudios recientes han comprobado que este proceso se
puede realizar mediante deshidratadores solares o de forma atrtificial en hornos eléctricos
operados a temperaturas alrededor de 60 °C sin afectar el contenido nutricional o

bioactivo del producto (Duran, 2014).

Debido a las condiciones de cosecha, en las que esta expuesto a contaminantes
extrinsecos (provenientes del medio) e intrinsecos (propios de la colmena), el polen
contiene un porcentaje variable de impurezas que deben retirarse ya que estas restan
valor comercial al polen. En la separaciébn de estas, se implementan tamices que
permiten retirarlas (Duran, 2014). Otro método consiste en la alimentacion del polen a
una tolva que dosifica el paso del producto a través de una corriente de aire que retira las
impurezas mas livianas por soplado (Diaz-Moreno, Zuluaga-Dominguez, Fuenmayor, &
Martinez, 2009 citados por Duran, 2014).

A nivel internacional, Espafa es el principal productor de polen en Europa. En América,
se produce polen en Colombia y, en menor escala, en Estados Unidos, Argentina y Chile.
En el continente asiatico, China presenta una produccion total anual de polen de 3000

toneladas aunque con evidentes fallas en su procesamiento (Laverde et al., 2010).
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En el mercado nacional de productos apicolas, se estima que existen unos 2100
apicultores que manejan unas 40.000 colmenas (Martinez, 2006). Después de la
produccién de miel de abejas, el polen apicola se considera el segundo producto apicola
de mayor potencial econémico para el pais. En zonas de bosques alto-andinos, se
obtienen producciones del orden de los 35,4 a 48,9 kg por colmena afio (Gutierrez et al.,
2010), con ventajas productivas que sobresalen de la produccion de polen apicola a nivel
internacional que ronda los 15 kg por colmena afio (Ismail et al., 2013; Laverde et al.,
2010; O’'Neal & Waller, 1984).

La produccién de polen, disponible para su cosecha a lo largo de todo el afio, es vendido
a comercializadores y se estima que solo el 36% de los productores comercializa el polen
de manera fraccionada (Martinez, 2006). Segun el ministerio de Agricultura, en los
ltimos cuatro afios el costo promedio de produccién de un kilo de polen oscila los 7.700
COP. El precio de venta final se establece entre los 12.000 y 25.000 COP (Espinal et al.,
2006).

Se reportan exportaciones de polen colombiano a partir del afio 2004 principalmente a

paises centroamericanos, que superan las 3 toneladas en el afio 2007 (Figura 2-2).

Figura 2-2: Exportaciones colombianas de polen, 2001 — 2007 (Laverde et al., 2010).
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2.2.1 Caracterizacion fisicoquimica y bioactiva

Se ha reportado en diversos estudios la calidad nutricional del polen, como excelente
fuente de proteina, carbohidratos, fibra, vitaminas y minerales (Almeida-Muradian et al.,
2005; Fuenmayor et al., 2014; Herbert & Shimanuki, 1978).

Las caracteristicas fisicoquimicas del polen dependen de su origen botanico (Almeida-
Muradian et al.,, 2005). Para el caso del polen apicola a utilizar en la presente
investigacion, proveniente del altiplano Cundiboyacense, se reporta la composicion

presentada en la Tabla 2-1.

Tabla 2-1: Caracterizacién fisicoquimica del polen apicola del altiplano Cundiboyacense

Parametro Promedio = DE | Minimo | Maximo
pH 46+0,4 3,8 54
Acidez (meq / kg)* 256 £ 67 155 402
Humedad (g /100 g) 7,752 1,8 11,8
Cenizas (g / 100 g)* 25+0,4 15 3,2
Lipidos (g /100 g)* 6,9+3,5 2,8 9,7
Proteina (g / 100 g)* 23,8+3,2 16,1 32,1
Fructosa (g / 100 g)* 195+0,9 18,1 21,3
Glucosa (g / 100 g)* 13,624 11,6 20,3
Sacarosa (g / 100 g)* 6,7+20 4,5 9,0
Fibra dietaria soluble (g / 100 g)* 27+18 0,5 4,6
Fibra dietaria insoluble (g / 100 g)* 11,7+ 3,3 6,5 17,6
Fibra dietaria total (g / 100 g)* 145+ 3,5 7,8 18,1

Fuente: (Fuenmayor et al., 2014).

Se trata de un alimento rico en proteinas, posee los 20 aminoéacidos, incluidos aquellos
gue no sintetizamos y que deben ser aportados por la dieta. Su aporte de acidos grasos
es importante; es especialmente rico en linoleico y linolénico, acidos grasos esenciales
gue deben ser incorporados en la dieta (Baldi Coronel, Grasso, Chaves, & Fernandez,
2004).
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Cerca de la tercera parte de su valor calérico (246 kcal/100 g) es dada por los glucidos,
principalmente glucosa y fructosa, provenientes principalmente del néctar usado por las
abejas para dar forma a los pellets de polen. También hay un contenido de
oligosacéaridos y polisacaridos, como almidén, calosa, pectina, celulosa, lignina,
esporopolenina y sustancias derivadas de la lignina que también estan presentes

(Fuenmayor, 2009).

Entre las sales minerales se destaca la presencia de hierro, zinc, fésforo y un elevado
cociente potasio/sodio, en menor proporcién calcio, cobre, magnesio y (Fuenmayor et al.,
2014; Salazar, Diaz, & Quicazéan, 2012). Para el caso del polen a utilizar, proveniente del
altiplano Cundiboyacense, se tiene reportado el contenido mineral de calcio, potasio,
zinc, hierro, cobre, sodio y magnesio (Tabla 2-2).

Tabla 2-2: Contenido de minerales de polen colombiano proveniente del altiplano

Cundiboyacense

Origen Boyaca Cundinamarca

Sodio (ppm) 90,2+27,5° 137,1£96,9"

Potasio (ppm)

5029,5+1173,8%

5175,5+820,5%

Calcio (ppm)

1698,7+421,2°

1691,1+222,7°

Hierro (ppm)

63,0+26,2°

70,1+40,8%

Magnesio (ppm)

844,6+366,6°

977,6+247,9%

Cobre (ppm) 8,6+1,8% 9,0+2,0%

Zinc (ppm) 46,6+34,4° 47,5+15,7°

Promedios en la misma fila con la misma letra (superindice) indican que no tienen diferencias significativas

mediante una prueba de Tukey con un intervalo de confianza 95%. X = DS, n=20

Fuente: (Salazar, Diaz, & Quicazan, 2012)

Respecto al contenido de fibra dietaria encontrado, este constituye un factor de
funcionalidad en polen apicola y se destaca por su contenido comparable con cereales y

alimentos hortofruticolas (Diaz et al., 2012).

En cuanto a las propiedades bioactivas y antioxidantes, se han hallado valores
apreciables de vitaminas, compuestos fendlicos, flavonoides, carotenoides y otros

compuestos antioxidantes (Fuenmayor et al., 2014; Pulido, 2013; Salazar, Céspedes, &
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Diaz-Moreno, 2013; Zuluaga, Quicazan, & Serrato, 2014). En la Tabla 2-3 se presentan

algunos valores obtenidos en diferentes investigaciones.

Tabla 2-3: Caracteristicas bioactivas del polen apicola.

i Referencia
Parametro
(Morais, et al., 2011) | (Marghitas et al., 2009) | (Castro, et al., 2014)
Fenoles totales 10,5-16,8 14,0+0,3 13,8+1,4

(mg &cido galico/qg)
Carotenoides totales - 1685,7+4,3
(mg B-caroteno/kq)

Flavonoides totales - 3,840,1 4,36+0,35

(mg Quercetina/g)

2.2.2 Parametros de calidad del polen apicola

En Colombia no existen reglamentos o normas referentes a la calidad del polen apicola

en aspectos fisicoquimicos y microbiol6gicos. Adicionalmente, son pocos los que

mantienen vigencia. En la Tabla 2-4 se presentan algunos parametros de calidad

fisicoquimica del polen apicola establecidos en el ambito internacional.

Tabla 2-4: Normatividad para control de calidad fisicoquimico en polen apicola seco

Parametro Argentina Brasil El Salvador | México

Acidez libre (meq/kg) — | Max. 300,0 | Max. 300,0 -
pH 4-6 4,0-6,0 40-6,0 Min. 4,0
Azlcares totales % —114,5-550 - -
Cenizas (%) Max.4,0 Max. 4,0 Max. 4,0 15-2.2
Fibra cruda (%) - Min. 2,0 - 10,27 -0,70
Humedad (%) Max. 8,0 Max. 4,0 Max.4,0| 4,5-8,0
Lipidos (%) — Min. 1,8 -1 25-65
Proteinas (%) 15-28 Min. 8,0 — 12 -18

Fuente:(CONACYT, 2004; Ministério da agricultura e do abastecimento, 2001; Ministerio

de agricultura ganaderia y pesca, 2005; Ramos, 2008).
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A nivel microbiolégico, en la Tabla 2-5 se resumen algunos de los valores establecidos
para su comercializacion, de acuerdo a la normatividad manejada en paises como

México, Argentina y Brasil (Duran, 2014).

Tabla 2-5: Requisitos microbiolégicos a nivel internacional para polen apicola.

Parametro México | Argentina | Brasil
Aerobios meséfilos (UFC/g) | 1*10° 15*10* -
Mohos y levaduras (UFC/g) 300 100 100

NMP coliformes totales - - -
NMP coliformes fecales - - 0
Salmonella spp. Ausente | Ausente | Ausente

Staphylococcus aureus Ausente | Ausente -

Escherichia coli Ausente | Ausente -

Fuente: (Ministério da agricultura e do abastecimento, 2001; Ministerio de agricultura
ganaderia y pesca, 2005; Ramos, 2008).

2.3 Fermentacion

El termino fermentaciéon denota la propagacion de microorganismos y la generacion de
productos bajo condiciones aerdbicas o anaerébicas. La secrecion de metabolitos desde
el interior de las células microbianas al medio circundante y su acumulacién se produce
como consecuencia de la oxidacion de monosacéridos, particularmente glucosa, tanto en

condiciones aerdbicas y anaerodbicas (Mosier & Ladisch, 2009).

Como técnica, la fermentacion se desarrollé para conservar los alimentos con un bajo
requerimiento energético anterior al desarrollo de otras técnicas de conservacién como la
refrigeracion, congelacion y enlatado. Los ejemplos mas extendidos de esta han sido el
uso de bacterias del acido lactico para reducir el pH y el empleo de levaduras para
efectuar fermentaciones alcohdlicas con el fin de obtener alimentos mas nutritivos o

digeribles, mas seguros o modificar sus perfiles sensoriales (Bamforth, 2008).

En un alimento fermentado, el microorganismo involucrado es fundamental. De este

depende la naturaleza del producto obtenido y sus caracteristicas fisicoquimicas,
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microbiologicas y sensoriales finales. Alimentos como el queso, el pan, el yogur son

ejemplos clasicos de alimentos fermentados (Okafor, 2007).

2.3.1 Fermentacioén lactica

Se entiende por fermentacion lactica al bioproceso llevado por Bacterias Acido Lacticas
(BAL) donde la energia celular se deriva de la fermentacion de carbohidratos para
producir &cido lactico principalmente. Para ello, llevan a cabo dos rutas metabolicas
diferentes: fermentacion homolactica y heterolactica (Figura 2-3). En la ruta
homofermentativa se produce lactato como producto mayoritario a partir de la
degradacién de la glucosa siguiendo la via glucolitica Emden-Meyerhof Parnas (EMP),
mientras que la fermentacion heterolactica se caracteriza por producir cantidades
aproximadamente equimolares de lactato, etanol/acetato, y diéxido de carbono a partir de
glucosa por la via 6-fosfogluconato/fosfocetolasa.

Figura 2-3: Rutas metabdlicas de fermentacion Ilactica homofermentativa y
heterofermentativa (Madigan et al., 2010)
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Las bacterias acido-lacticas se caracterizan por generar un efecto inhibitorio a otros
microorganismos y esta es la base para mantener la calidad y seguridad de gran
variedad de productos alimenticios. Los principales factores que contribuyen a esta
inhibicién son: bajo pH y produccion de bacteriocinas, etanol y diacetilo (Adams & Moss,
2000; Beristain-Bauza et al. , 2012).

Todos los cultivos con los que inician un proceso fermentativo de caracteristicas
benéficas o deseables, se denominan cultivos iniciadores o starter. Un cultivo iniciador
consiste en una especie 0 combinaciones de especies microbianas que una vez
adicionados a una matriz alimentaria, originan un proceso fermentativo determinado con
baja produccién de metabolitos indeseados, con un resultado final que se manifiesta en
el cambio de textura, color y flavor del producto final, incrementando su poder de
conservacion y en ocasiones efectos benéficos para la salud del consumidor (Cabeza,
s. f.).

2.3.2 Microorganismos probidticos

Se define como probiético a todo microorganismo viable que llega al intestino en
cantidades suficientes en un estado activo y que ejerce efectos positivos para la salud
(Scheper, 2008), comprobados en estudios clinicos in-vivo e in-vitro, para seres humanos
y animales. Por otro lado, se entiende por alimento probidtico a toda matriz alimentaria
gue contenga microorganismos probiéticos en concentracién suficiente, de modo que

después de su ingestidn, se obtenga el efecto deseado (FAO, 2001).

Se ha identificado que la mayoria de microorganismos probioticos pertenecen a los
géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, aunque se han comprobado propiedades
probidticas en otros microorganismos de los géneros Enterobacter y Streptococcus
(Sinha, 2007).

Dependiendo del tipo de microorganismos probiéticos suministrado al ser humano, se
han atribuido diversidad de beneficios para la salud de forma directa o indirecta a través
del sistema inmune dispuesto en el tracto gastrointestinal. La mayoria de cepas
probidticas actian modulando la microfloral intestinal e inhibiendo la colonizacién de

patégenos en el intestino. Se sugiere, sin tener un conocimiento claro, que estos efectos
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se deben a una reduccién del pH intestinal, producciéon de sustancias bactericidas,
aglutinacion de microorganismos patdégenos, competencia por sustratos fermentables
disponibles, absorcibn y metabolizacibn de metabolitos y enzimas potencialmente
patégenas, toxicas 0 cancerigenas y a la produccion y liberacibn de sustancias
protectoras (arginina, glutamina, acidos grasos de cadena corta) entre otros (Scheper,
2008).

2.3.3 Fermentacion de polen apicola

El pan de abejas o polen fermentado es polen parcialmente fermentado que las abejas
obreras mezclan con sus propias enzimas digestivas y que almacenan en las celdillas del
panal agregando una capa de miel como Unica fuente de carbono (Audisio, Terzolo, &
Apella, 2005 citados por Araneda et al., 2014; Herbert & Shimanuki, 1978). En el
almacenamiento del polen en las celdillas, la abeja empuja el polen con su cabeza con el
fin de aumentar su almacenamiento 2,5 veces mas que si lo almacenara sin apretar
(Connor & Muir, 2013). La capa de miel impide el ingreso de aire y evita pérdidas por
oxidacién y fermentaciones aerdbicas putrefactivas indeseadas al interior de la colmena

(Elizalde, Hargreaves, & Wernik, 1996 citados por Araneda et al., 2014).

Entre las enzimas digestivas involucradas en el proceso se han identificado esterasas,
lipasas, proteasas, aminopeptidasas y fosfatasas que hacen al pan de abejas mas
digerible (Gilliam, Roubik, & Lorenz, 1990).

Chevtchik llevé a cabo andlisis microbiolégicos del polen almacenado en la colmena y
encontré cuatro fases de desarrollo microbiano en el proceso fermentativo de polen que
ocurre en un periodo de 7 dias. La primera fase con una duracion de 12 horas se
caracteriza por el desarrollo de un grupo heterogéneo de microorganismos incluyendo
levaduras. En la segunda fase, bacterias acido-lacticas anaerébicas (Streptococcus)
utilizan los factores de crecimiento producidos por las levaduras y bacterias de
putrefaccion y generan un descenso en el pH del polen. La tercera fase se caracteriza
por la desaparicién del Streptococcus y el desarrollo de Lactobacillus que producen mas
acido que el Streptococcus. La cuarta fase, que inicia al finalizar el séptimo dia, se

caracteriza por la desaparicién de las bacterias acido-lacticas y ciertas levaduras dado a
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las grandes cantidades de 4&cido lactico producido. ElI polen llega a ser
microbiol6gicamente estéril con un pH cercano a 4 (Chevtchik, 1950 citado por Collison,
2014; Gilliam, 1979b).

La serie de cambios quimicos y bioquimicos llevados a cabo aumentan la digestibilidad y
el valor nutricional del polen (Herbert, 1992 citado Collison, 2014) aunque cabe destacar
gue dicho valor nutricional se ve mermado cuando se almacena por largos periodos de
tiempo (Connor & Muir, 2013). Se sugiere que estos cambios en la composicién
nutricional son el resultado de la actividad metabdlica de la microflora que esta presente
en el polen almacenado (Gilliam, 1979a; Herbert & Shimanuki, 1978; Vésquez &
Olofsson, 2009). Otro fendmeno observado esté relacionado con la absorcién, por parte
de los granos de polen que luego estallan por choque osmético, de los azucares y el
agua presentes en la miel que la abeja deposita al momento de almacenar el polen, lo
qgue libera el citoplasma interno de las células de polen haciendo digeribles los
aminodcidos y antioxidantes contenidos en él (Dustmann, 2007 citado por Araneda et al.,
2014).

En cuanto a los microorganismos involucrados, se han identificado 11 géneros de BAL
del género Bacillus que podrian predigerir el polen y producir acido lactico, generando un
efecto antimicrobiano sobre la poblacién microbiana nativa (Gilliam, 1979a). Ilgualmente
se han identificado 110 cepas de levaduras pertenecientes a 7 géneros, provenientes del
tracto digestivo y de las fuentes florales visitadas por las abejas. Las cepas identificadas
fermentan principalmente glucosa y sacarosa (Gilliam, 1979b). Recientemente se
identificaron 66 nuevas cepas de bacterias presentes en Apis mellifera y sus larvas,
denominadas bacterias acido-lacticas fructofilicas cuya fuente de carbono preferida es la
fructosa (Endo & Salminen, 2013).

Diversos autores han tratado de replicar este proceso fermentativo en condiciones de
laboratorio y a escala piloto, inoculando diversos microorganismos y condiciones de

proceso como se resume en la Tabla 2-6.
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Tabla 2-6: Estado del arte en fermentacion de polen apicola a escala laboratorio.

Microorganismo Tiempo de Temperatura
utilizado fermentacion (hr) (°C) Formulacion Referencia
L. plantarum - 37 Miel, polen en (Vamaru et al.,
L. acidophilus pellets / molido 2008).
_ _ Agua:polen 1:1 (Fuenmayor et al.,
L. acidophilus,
) 72 35 2011; Fuenmayor,
L. paracasei
2009)
Agua:polen 1:1 con | (Zuluaga, Quicazan,
L. plantarum oL .
_ _ 72 37 adicion de miel y & Serrato, 2014).
L. acidophilus .
fosfato diamonico
L. plantarum Ensilado de polen | (Del Risco-Rios
L. coryniformis /miel et al., 2012).
L. delbrueckii
360 35
L. plantarum
L. casei
L. acidophilus
Agua:polen 2:1 (Salazar-Gonzélez
L. plantarum
o 72 35 & Diaz-Moreno,
S. cerevisiae

2016)

2.4 Bebidas lacteas fermentadas

Se entiende por bebida lactea fermentada al producto lacteo obtenido por medio de la

fermentacion de la leche, que puede haber sido elaborado a partir de productos

obtenidos de la leche con o sin modificaciones en su composicion, por medio de la accion

de microorganismos adecuados y teniendo como resultado la reduccién del pH con o sin

coagulacion (precipitacion isoeléctrica). Estos cultivos de microorganismos seran viables,

activos y abundantes en el producto hasta la fecha de vida util (no aplica si el producto es

tratado térmicamente luego de la fermentacion) (FAO, 2003).

Ciertas leches fermentadas se caracterizan por un cultivo especifico (o cultivos

especificos) utilizado en la fermentacién, aunque esto no impligue que se puedan
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emplear otros microrganismos en el proceso. Para la industria lactea, dichos cultivos
pueden ser utilizados en forma liquida, deshidratada (liofilizada) o deshidratada

(Universidad Tecnoldgica de Bolivar, 2005):

2.4.1 Yogur

Se entiende por yogur el producto lacteo pasteurizado obtenido por fermentacion lactica
mediante la accion de L. bulgaricus y S. thermophilus a partir de leche entera,
semidescremada o descremada fortificada o no con sélidos de leche. Pueden contener
compuestos prebioticos (Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia, 2006) al igual que
bacterias vivas benéficas, que al ser ingeridas favorecen la proteccién de la microflora
intestinal (cultivos probiéticos) como L. casei, L. acidophilus, Bifidobacterium spp., etc.
(ICONTEC, 2005). Se utiliza leche de cabra, de oveja o de yegua, aunque el mas
extendido es el fabricado con leche de vaca.

A nivel industrial, se procede a la fermentacion de la leche mediante la inoculacion con el
cultivo bacteriano y posterior incubacion de la leche alrededor de 42 a 45°C. En funcién
del tipo de yogur elaborado, la incubacién se puede realizar en el mismo envase en el
gue se comercializa el yogur (yogur firme) o en tanques para su envasado posterior
(yogur batido o bebible) hasta lograr la coagulacion de la caseina por un descenso en el
pH del medio y la produccién de metabolitos secundarios que afectan positivamente al
sabor y al aroma del producto. Entre ellos, acetaldehido, acetona, etanol, butanona,
diacetilo, 2-pentanona y diversos acidos organicos (Condony Salcedo, Mariné Font, &

Rafecas Martinez, 1988). La fermentacion se detiene mediante refrigeracion.

2.4.2 Kumis

El kumis, producto de origen ruso utilizado en gran medida en ese pais con fines
terapéuticos se produce con una fermentaciébn &acida y alcohdlica combinada,
tradicionalmente a partir de leche de yegua aunque también se utiliza leche de vaca. La
fermentacion se lleva a cabo con una combinacion de L. delbrueckii subsp bulgaricus y
levaduras que fermentan la lactosa. El producto final contiene 1,0-1,8% de acido lactico,
1,0-2,5% de etanol y diéxido de carbono. Este dltimo hace del kumis tradicional un

producto espumoso (Fernandes, 2009; Marth & Steele, 2001).
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De la normatividad colombiana cabe destacar que se define este producto como el
producto fermentado por la accion de Lactococcus lactis subsp. cremoris y Lactococcus
lactis subsp. lactis, los cuales deben ser viables, abundantes y activos en el producto
hasta el final de su vida atil (ICONTEC, 2005) a partir de leche bovina (Ministerio de
salud, 1986).

En la actualidad los cultivos comerciales para la produccion del kumis permiten incubar a
temperatura de 22 — 26°C durante 6 a 8 horas. Su proceso productivo es el mismo que
se da en la elaboracién del yogur con la variacion del tipo de cultivo, temperatura y
tiempo de incubacion. A este producto no se le adicionan preparados de fruta, colorantes
ni esencias sino que su distribucién es de forma natural. Una vez alcanzado el pH
correspondiente al punto isoeléctrico de la caseina (cercano a 4,6), se agita nuevamente
para incorporar aire, se enfria y se almacena a 4°C (Almanza & Barrera, 1991).

2.4.3 Parametros de calidad

Los productos lacteos fermentados a desarrollar (yogur y kumis) deben cumplir con los
requisitos fisicoquimicos y microbioldgicos establecidos en la Resolucién 2310 de 1986
(Ministerio de salud, 1986) y en la NTC 805 (ICONTEC, 2005). El yogur, el kumis o
cualquier bebida lactea que reporte contenido probidtico deben cumplir con los requisitos
fisicoquimicos resumidos en la Tabla 2-7. A nivel microbiolégico, la normatividad

establece los requisitos presentados en la Tabla 2-8.

Tabla 2-7: Requisitos fisicoquimicos en yogur, kumis o bebidas lacteas probiéticas.

Requisitos Entera Parcialmente Descremada
descremada
Minimo | Maximo | Minimo | Maximo | Minimo | Maximo
Materia grasa % m/m 2,5 - >0,5 <255 - 0,5
Proteina lactea % m/m 2,6 - 2,6 - 2,6 -
Acidez titulable expresada | 0,6 - 0,6 - 0,6 -
como acido lactico % m/m
Fosfatasa Negativa Negativa Negativa

Adaptado (ICONTEC, 2005).
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Tabla 2-8: Requisitos microbioldgicos en leches fermentadas.

Requisitos N| m M
Recuento de Coliformes, UFC/g (30°C) |3 |10 | 100
Recuento de Coliformes, UFC/g (45°C) |3 |0
Recuento de mohos y levaduras, UFC/g | 3 | 200 | 500 | 1

Donde: N: Nimero de muestras a examinar, m: indice maximo permisible para identificar nivel de

ol | O

buena calidad, M: indice maximo permisible para identificar nivel aceptable de calidad, c: Nimero

méaximo de muestras permisibles con resultados entre m y M. Fuente: (ICONTEC, 2005).

Para el caso especifico del yogur y del kumis, se debe cumplir con un contenido minimo
del cultivo del microorganismo especifico utilizado en su produccion de 10° UFC / g y un
recuento de bacterias lacticas probidticas (opcional) de 10° UFC / g al final de la vida util

del producto.

2.5 Estimacion de la vida atil de los alimentos

Se define la vida atil como el tiempo durante el cual un producto alimenticio conserva una
calidad satisfactoria, conservando caracteristicas fisicas, quimicas, microbiolégicas y
sensoriales deseables que cumplen con cualquier declaracién nutricional relacionada en
la etiqueta cuando se almacena bajos las condiciones recomendadas (Kilcast &
Subramaniam, 2000).

Muchos factores pueden influenciar la vida util de un alimento. Estos factores pueden ser
clasificados como intrinsecos o extrinsecos. Los factores intrinsecos estan relacionados
al tipo y calidad de materias primas utilizadas y a la formulacién / composicion del
producto. Los factores extrinsecos son aquellos que estan relacionados al manejo y
condiciones de procesamiento y conservacion del producto a través de la cadena

productiva (Kilcast & Subramaniam, 2000).

Dentro de los factores intrinsecos se tiene la actividad de agua (Aw), el pH y la acidez, el
oxigeno disponible, los nutrientes, la composicion microbiolégica, la composicion
bioquimica (enzimas, lipidos, etc.), el uso de aditivos y preservativos entre otros. En
cuestion de factores extrinsecos, cabe destacar el perfil de tiempo-temperatura durante el
procesamiento del alimento, el control de temperatura y humedad relativa durante su

procesamiento, almacenamiento y distribucién, las condiciones microbiolégicas del
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ambiente durante el procesamiento, almacenamiento y distribucion, el tipo y material del
envase utilizado, el manejo dado por el consumidor entre otros. La interaccién entre
factores intrinsecos y extrinsecos puede estimular o inhibir numerosos procesos que
pueden limitar la vida atil del producto alimento, ya sea a nivel microbiolégico, quimico,

fisico o sensorial (Kilcast & Subramaniam, 2000).

El deterioro de los alimentos se produce por diversos cambios, principalmente en
respuesta a la destruccion, inactivacion o crecimiento y metabolismo de microorganismos
(benignos y patdgenos), la exposicion, la cantidad y tipo de luz que recibe el producto, el
desarrollo de rancidez por oxidacion lipidica en alimentos con un contenido importante de
grasa, pardeamiento enzimatico y no enzimatico (reacciones de Maillard) en frutas y
verduras, pérdida de vitaminas, perdida o ganancia de humedad, cambios de acidez en
funcién del tiempo, etc. (Kilcast & Subramaniam, 2000; Lépez, Brafia, & Hernandez,
2013; Sousa & Mahajan, 2011).

A continuacion se recopilan una serie de metodologias desarrolladas para la
determinacion del tiempo de vida Util bajo condiciones controladas, las cuales incluyen el
desarrollo de modelos matematicos basados en cinéticas de deterioro fisicoquimico,
microbiol6gico o sensorial. El desarrollo de estudios bajo condiciones aceleradas son una
alternativa, que permiten realizar estimaciones del tiempo de vida util bajo condiciones

menos severas (Charm, 2007 citado por Restrepo & Montoya, 2010).

2.5.1 Prediccion de deterioro fisicoquimico

Muchos de los problemas de deterioro relacionados con los alimentos se deben a
cambios quimicos, bioquimicos y/o fisicos, tales como la oxidacién, el pardeamiento
enzimatico y no enzimatico, y la pérdida o ganancia de humedad. Este tipo de reacciones
se encuentran fuertemente afectadas por condiciones medioambientales tales como
disponibilidad de oxigeno, temperatura, humedad relativa asi como por la composicion

intrinseca del alimento (Kong & Singh, 2011).

Es asi que la prediccidon cuantitativa del deterioro quimico o de la inestabilidad fisica

resulta critica para la estimacion de la vida Gtil de productos alimenticios, asi como para
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el desarrollo de nuevos procesos o0 cambios en la linea de produccién de una ya
existente. Para tal fin, se han planteado numerosos modelos matematicos, de los cuales
el modelamiento cinético es uno de los mas comunmente utilizados. El modelado cinético
descrito a continuaciéon ha sido empleado para la caracterizacion de crecimientos
microbianos, cambios en la textura y el color, asi como reacciones quimicas y

bioquimicas que se desarrollan en el procesamiento y almacenamiento de alimentos.

La ecuacion basica de este método involucra la constante de velocidad y el orden de la
reaccion de deterioro que se desea modelar. Se define la tasa de reaccion (o cambio en
el factor de calidad estudiado) como el cambio en la concentracion de un reactivo (o
factor de calidad) (C) en funcion del tiempo (t) como:

— 2 = kCn 2.1)
Donde k es la constante de reaccién y n el orden de la reaccién quimica del factor de
calidad de interés. El pardeamiento no enzimatico en alimentos generalmente sigue el
comportamiento de una reaccién de orden cero. La oxidacion lipidica, el crecimiento de
microorganismos y la pérdida de vitaminas se ajustan a reacciones de primer orden. Las
reacciones de segundo orden son relativamente menos comunes (Kong & Singh, 2011;
Sousa & Mahajan, 2011).

Se plantea el modelamiento de la cinética de las reacciones de deterioro en el alimento
en funcidn de la temperatura, estableciendo la relacién entre la constante de reaccion k y

la temperatura a través de la ecuacion de Arrhenius (Ec. 2.2).

E

k = Ae rr (2.2)

Donde A es una constante denominada factor pre-exponencial, E, la energia de

activacion, R la constante de los gases y T la temperatura absoluta.

En algunos casos el efecto de la temperatura sobre la cinética de las reacciones de
deterioro del alimento no sigue el comportamiento modelado por Arrhenius. Estos casos

particulares involucran el cambio de fase, la cristalizacion de carbohidratos amorfos, la
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desnaturalizacion de las proteinas, asi como aumento de la actividad de agua (Kong &
Singh, 2011).

Una forma alternativa de expresar la dependencia de la temperatura en la cinética de
reaccion es el término Q,, (Ec. 2.3), definido como el cociente entre las tasas de reaccion

con una diferencia de n °C (Sousa & Mahajan, 2011).

Klrin o
Qn = Slme (2.3)

Como la velocidad de reaccién es inversamente proporcional al tiempo, el tiempo de vida

Gtil se puede estimar de acuerdo a la Ec. 2.4.

Tiempo de vida util a T °C
d (2.4)

Qn = Tiempo de vida Gtil a T+n °C

En estudios de vida util llevados a cabo en bebidas lacteas fermentadas tipo yogur se
reporta que los principales indices de calidad, representativos del deterioro del producto
a lo largo de su tiempo de vida util, son el deterioro microbiol6gico por presencia de
mohos y levaduras, la acidez producto de la accién continua de las bacterias &cido-
lacticas y cambios en sus parametros organolépticos (Macbean, 2009). Se reporta el
seguimiento en la acidez expresada como acido lactico, el recuento de bacterias acido-
lacticas y de mohos y levaduras como factores de calidad en modelamientos cinéticos a
5, 15 y 25°C (Gualdron & Gonzélez, 2013; International Commission on Microbiological

Specifications for Foods, 2011).

2.5.2 Prediccion de deterioro microbioldgico

De manera anéloga al desarrollo de modelos matematicos que predicen el deterioro
fisicoquimico que pueda sufrir un alimento, se han desarrollado modelos que permiten
estimar la vida util de los alimentos a partir de parametros microbiolégicos en lo que se
conoce como microbiologia predictiva. Sin embargo, la gran variedad de
microorganismos que pueden estar involucrados en la alteracion de matrices alimentarias

hace que los modelos de prediccidén tengan una aplicacion limitada (Pin & Baranyi, 1998
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citado por Cabeza, 2011). Algunos de los modelos utilizados en la estimacion de la vida

Gtil a partir del comportamiento microbiano de los alimentos se describen a continuacion.

Uno de los modelos utilizados para la estimaciéon de la vida util microbiolégica lo describe
la aproximacion de Monod-Hinshelwood (Ec. 2.5), en el cual se modela el tiempo
necesario para que se desarrolle una alteracion en el producto alimenticio a partir del

crecimiento de microorganismos alterantes, de la forma:

_ logNs—logho , -

s log 2 9

(2.5)

Siendo t, es el tiempo necesario para que se desarrolle la alteracion bajo condiciones
controladas, N; (UFC/g) el valor maximo permisible antes de considerarse alterado el
producto, N, (UFC/g) la poblacion inicial presente en el producto y T, el tiempo de

duplicacion de la poblacion alterante especifica (E. A. Cabeza, 2011).

Otro enfoque es el modelamiento de la alteracion microbiana en productos alimenticios
en funcion de la temperatura, dado que la velocidad de crecimiento especifico y la fase
de latencia de los microrganismos son altamente dependientes de este parametro
(Giannuzzi, Pinottii, & Zaritzky, 1998 citado por Cabeza, 2011). Por tal motivo, se ha
sugerido emplear la ecuacion de Arrhenius descrita en la Ec. 2.2, donde la constante de

reaccion (k) es sustituida por la velocidad de crecimiento especifico u.

2.5.3 Prediccion de deterioro sensorial

Al trabajar con productos alimenticios, resulta interesante que la gran mayoria de los
procesos de deterioro normalmente son percibidos por el consumidor mediante el uso de
sus sentidos (vista, olfato, gusto, tacto y oido). Cuando el consumidor rechaza el
producto, porque considera que sus caracteristicas lo hacen inaceptable o porque pone
en riesgo su salud, se dice que ha llegado al final de su vida util sensorial (Lopez et al.,
2013).

Con punto de corte, se hace referencia al valor de intensidad sensorial en que un
consumidor comienza a percibir un cambio en el producto en comparacién con la

muestra fresca (Hough, 2010).
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El primer paso consiste en definir un factor de calidad sensorial sobre el cual se estimara
el tiempo de vida util. Dicho factor de calidad sera establecido por un grupo de
evaluadores con algun tipo de entrenamiento sensorial en el producto de interés, el cual
evaluara muestras sometidas a diferentes tiempos de almacenamiento. Posteriormente
las mismas muestras seran evaluadas por un panel de consumidores con el cual se
evalla la aceptabilidad de las mismas muestras haciendo uso de una escala hedodnica.
Para determinar el punto de corte se hace uso de la expresion:

S=F-12, /Z*ZME 2.7)

Donde S es el valor en que la aceptabilidad del producto almacenado comienza a

disminuir significativamente, F es la aceptabilidad de la muestra fresca (promedio del
panel de consumidores), Z, es la coordenada de la distribucién normal de una cola con
un nivel de significancia a, CME el Cuadrado Medio del Error obtenido del andlisis de
varianza del panel de consumidores empleando como fuentes de variacion fija la muestra

y fuente de variacién aleatoria el consumidor y n el nimero de consumidores.

Tras determinar el valor de S, se determina el valor correspondiente en la escala de
intensidad del panel entrenado y con esta se lee el tiempo de almacenamiento al cual se

considera como tiempo de vida til.

2.5.4 Estudios en condiciones aceleradas

La determinacion de la vida util en condiciones aceleradas hace referencia a cualquier
método que permita evaluar la estabilidad del producto en condiciones de
almacenamiento extremas que aceleren el deterioro del alimento, obteniendo una
estimacion de la vida util en un tiempo mas corto que puede ser modelada y a partir de la
cual se puede inferir el tiempo de vida util del producto almacenado en condiciones
normales (Mizrahi, 2011).

Para el caso de bebidas lacteas fermentadas tipo yogur se reportan estudios de vida util
donde se trabaja con temperaturas de 5, 15y 25 °C como factor acelerante; la estimacion

de la vida util (alrededor de 30 dias en condiciones normales) se obtiene del
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modelamiento predictivo del deterioro sensorial (Al-Kadamany et al., 2003; Cruz et al.,
2013; Cruz et al., 2010; Giménez, Ares, & Ares, 2012).






3. Materiales y métodos

3.1 Materiales e insumos

3.1.1 Polen apicola

Se empled polen apicola seco proveniente del altiplano Cundiboyacensence suministrado
por Apiarios Los Cerezos (Viracacha, Boyaca). El producto recién recolectado fue
deshidratado en secador solar a una temperatura promedio de 50°C hasta alcanzar un
contenido de humedad inferior al 6%. El polen seco fue seleccionado en una serie de
tamices Mesh 12 y 16 y posteriormente alimentado a un ciclén para eliminacion de

impurezas macroscoépicas ajenas al producto.

El polen limpio y seco fue almacenado por un periodo inferior a los dos meses en bolsas
de poliestireno hasta el momento de su uso en lugar fresco y seco. En los procesos
fermentativos la matriz fue molida durante 2 minutos utilizando un molino comercial de

especias.

3.1.2 Leche

Se empled leche entera de vaca UHT Colanta en la preparacion de yogur y kumis base.
Para efectos del presente desarrollo, se puede emplear cualquier tipo de leche entera
UHT que cumpla con los requisitos fisicoquimicos y microbiol6gicos de la NTC 3856
(ICONTEC, 2004a) y del decreto 616 de 2006 (Ministerio de la Proteccion Social, 2012).

3.1.3 AzUcar

Se empled azucar refinada (sacarosa 99,5% min.) que cumple con los requisitos
fisicoquimicos y microbiolégicos establecidos en la NTC 611 (ICONTEC, 2004b).
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3.1.4 Agua potable.

Se emple6 agua potable en la preparacion del medio fermentativo, la cual cumple con los
requisitos fisicos, quimicos y microbiolégicos establecidos en la Resolucién 2115 de 2007

(Ministerio de la Proteccion Social y de Ambiente Vivienda y Desarrollo Territorial, 2007)

3.1.5 Cultivos lacticos.

En los procesos fermentativos de polen apicola se emplearon tres cultivos mixtos
empleados a nivel industrial, comercializados por Danisco (Danisco, Dinamarca) para la
produccién de bebidas lacteas fermentadas por inoculacién directa; CHOOZIT MY800
LYO, CHOOZIT MA4001 y HOWARU™ Dophilus. En los procesos fermentativos de
leche para la elaboracién de yogur y kumis se emple6 CHOOZIT MY800 LYO vy
CHOOZIT MA 4001 LYO, respectivamente. Cabe destacar que los cultivos seleccionados
han demostrado excelentes resultados en la fermentacion de matrices vegetales
complejas como soya y polen (Alarcén & Quicazan, 2016; A. Benavides, 2009; R.
Benavides, 2016; Carlos Zuluaga, 2016)

Los cultivos fueron conservados en congelacion (-20°C) hasta el momento de su uso. Las

fichas técnicas de estos se presentan en el Anexo A.

3.2 Metodologias analiticas

3.2.1 Determinacion de impurezas macroscopicas en polen

Se empled el método de flotacidn en fraccion oleosa aprobado por la AACC con algunas
modificaciones (Nielsen, 2010). 20 g de polen seco son adicionados a 990 mL de agua
destilada y se mezclan hasta lograr disolucion de los granos; a la mezcla obtenida se le
agregan 10 mL de aceite mineral y tras permitir una separacion definida de las fases
acuosa y oleosa, se filtra por separado cada fraccion sobre papel N°1 (Whatman, Reino
Unido). Se realiza cuantificacion y cualificacion del material retenido en la filtracién de
cada fase mediante observacion y conteo manual en estereoscopio Nikon SMZ745

(Japdn).
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3.2.2 Determinacion de pH y acidez titulable

La determinacién de pH y acidez titulable se realiz6 por el método potenciométrico
siguiendo los lineamientos dados en la AOAC 937.05 (Association of Official Analytical
Chemists, 2002) con las siguientes modificaciones. Se pesaron 5 g de muestra, se
adiciondé 30 mL de agua destilada y se agitdé a 300 rpm durante 2 minutos. La titulacion se
llevd a cabo con hidréxido de sodio 0,5 N utilizando un titulador automético Mettler

Toledo T70. Los resultados se expresaron como porcentaje equivalente de acido lactico.

3.2.3 Microscopia Optica con tincion de fucsina.

Se realizé tinciéon del polen apicola de acuerdo al método desarrollado por Maurizio
(Maurizio, 1975) con las siguientes modificaciones. Se disgregé la muestra con ayuda de
una asa microbiolégica sobre un portaobjetos utilizando etanol al 70%. El portaobjetos
fue flameado tres veces y se dejé secar. Posteriormente se recubre el portaobjetos con
glicerogel con fucsina. El portaobjetos se dejé reposar durante 24 horas y se lee al

microscopio.

La microscopia 6ptica se realiz6 con un objetivo 100X en microscopio Nikon ECLIPSE
E200 LED MV SERIES (Japon), tomando 20 fotografias por muestra con el software
Optika Visio Pro V. Las imagenes publicadas en el documento reflejan la moda de cada

una de las muestras evaluadas.

3.2.4 Capacidad de retencion de agua

La sinéresis, expresada como el porcentaje masico de suero desprendido por unidad de
masa de bebida lactea fermentada fue determinada siguiendo la metodologia planteada

por (Kessler, 1998). Se reportan los resultados de acuerdo a la Ec. 3.1

masdsyero

% sineresis = * 100 (3.1)

asAmuestra

3.2.5 Determinaciéon de carbohidratos

Se determind el contenido de carbohidratos simples en las bebidas lacteas desarrolladas
por cromatografia liquida de alta eficiencia siguiendo la metodologia descrita en la AOAC

979.23 (Horwitz, 2002) con algunas modificaciones.
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Se pesé 2 g de producto en tubo de fondo cénico Falcén® de 50 mL y se le adicion6 8
mL de acetonitrilo grado HPLC seguido de 2 mL de agua desionizada previamente
filtrada con membrana de poliamida de 0,45 uym (Sortolon). La mezcla se agité en vortex
a 1500 rpm durante 5 minutos, luego se llevé a centrifuga Heraeus Megafuge 16R
(Thermo Scientific, USA) a 4500 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se
tomo6 3 mL del sobrenadante y se filtr6 en cartucho HyperSep™ C18 (Thermo Scientific,
USA) y luego por membrana de nylon de 0,22 pym.

Se inyectd 10 uL de la muestra preparada en un sistema HPLC Jasco 2000, haciendo
uso de una columna Rezex RCM-Monosaccharide (Phenomenex, USA) acondicionada a
65°C y se utiliz6 agua desionizada y desgasificada como fase movil a flujo constante de
0,6 mL/min. La deteccién y cuantificacion de glucosa, fructosa y sacarosa se realizé con
detector de indice de refraccion RI-2031 Plus acondicionado a 40°C.

3.2.6 Determinacion de acidos organicos

Se determind el contenido de &cido lactico y acido citrico en las muestras de polen
fermentado y en las bebidas lacteas con inclusién de polen siguiendo la metodologia
descrita en la AOAC 984.14 (Horwitz, 2002) con algunas modificaciones dependiendo de

la matriz de analisis.

= Determinacién en polen apicola fermentado

Se pes6 15 g del producto seco y desengrasado en tubo de fondo cénico Falcon® de 50
mL y se le adicion6 40 mL de agua desionizada previamente filtrada con membrana de
poliamida de 0,45 um (Sortolon). La mezclé se agitdé en vértex a 1500 rpm durante 15
minutos, se llevo a centrifuga Heraeus Megafuge 16R (Thermo Scientific, USA) a 5000
rpm durante 20 minutos a temperatura ambiente. Se tom6 1 mL del sobrenadante en
balon aforado de 25 mL y se llevo a volumen con agua desionizada. Esta solucién fue
filtrada con un cartucho HyperSep™ C18 (Thermo Scientific) y luego por una membrana

de nylon de 0,22 ym.

Se inyectd 10 pL de la muestra preparada en un sistema HPLC Jasco 2000, haciendo

uso de una columna Rezex ROA-Organic Acid H+ 8% (Phenomenex, USA)
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acondicionada a 40°C en horno CO-2065 Plus y utilizando &cido sulfarico 0,005 N como
fase mavil a un flujo constante de 0,6 mL/min. La deteccién y cuantificacién se realizd
con detector UV MD-2018 Plus a 210 nm.

= Determinacién en bebidas lacteas fermentadas
Estas muestras se analizaron inyectando 10 pyL de la muestra preparada en el numeral
3.2.5 bajo las mismas condiciones descritas anteriormente para la determinacién de

acidos organicos en polen apicola fermentado.

3.2.7 Determinacion de color

Se determind el color del yogur y kumis con inclusion de polen fermentado por medio de
un espectrofotometro Konica Minolta CM-5 empleando el iluminante D65 y observador de

10° como referencia. Los resultados se reportan en la escala de color CIELab.

3.2.8 Determinacion de actividad antioxidante

La determinacion de la actividad antioxidante y del contenido de fenoles totales requiere

de la preparacién de la muestra como se describe a continuacion.

» Extractos etandlicos en muestras de polen

5 gramos de muestra se sometieron a tres extracciones con etanol asistido por
ultrasonido Ultrasonic LC 30H (USA). Cada extraccion, realizada con 15 mL de etanol
98% durante 10 minutos, se centrifugé a 9000 rpm y se recolectd el sobrenadante en un
balén aforado de 50 mL; al finalizar las extracciones se lleva a aforo. De la solucién
obtenida se tomaron 5 mL y se llevaron a 10 mL; esta dilucion correspondera al extracto

a utilizar en la determinacién de la actividad antioxidante.

» Extractos de bebidas lacteas fermentadas

En el caso de las bebidas lacteas fermentadas se sigui6é la metodologia propuesta por
Shory & Baba con algunas modificaciones (Shori & Baba, 2014). Se tom6 10 g de
muestra y se adicionaron 2,5 mL de agua destilada. La mezcla se ajust6 a un pH de 4,0
adicionando HCI 1N y se llevé a incubacion a 45 °C durante 10 minutos. El precipitado se
retird por centrifugacion a 10000 rpm durante 10 minutos a 4 °C en centrifuga Heraeus

Megafuge 16R (Thermo Scientific, USA). El sobrenadante correspondiente a la fase
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acuosa se recolectd, se ajusté a pH 7,0 adicionando NaOH 0,5M y se volvié a centrifugar
a 10000 rpm durante 10 minutos a 4 °C para retirar proteinas y sales precipitadas

residuales.

= Determinacion de la actividad antioxidante por el método FRAP

La determinacion de la actividad antioxidante por el método FRAP se efectud siguiendo
la metodologia reportada por Benzie y Strain (Benzie & Strain, 1996) con algunas
modificaciones. 450 pL de reactivo de FRAP se mezclan con 735 pL de agua
desionizada y 20 pL de extracto. Tras 30 minutos, se realiza la medicién
espectrofotométrica por triplicado a 593 nm usando un espectrofotémetro UV-VIS Jasco
V-530 (Japdn). El valor medio obtenido es interpolado en la curva estandar preparada a
partir de Trolox (R2 = 0,998; Abs=0,72264x + 0,09029) en un intervalo de concentracion
de 0,025 a 0,981 mM. Los resultados se expresan como mmol Trolox por kilogramo de

muestra.

» Determinacién de la actividad antioxidante por el método TEAC

La determinacion de la actividad antioxidante por el método TEAC se efectud siguiendo
la metodologia reportada por Re et al. (1999) con algunas modificaciones. 1000 pL de
reactivo ABTS son mezclados con 10 pL de extracto etandlico. Se determind la
absorbancia a 734 nm por triplicado después de 10 min usando un espectrofotémetro
UV-VIS Jasco V-530 (Japoén). La medicion espectrofotométrica media es interpolada en
la curva estandar preparada a partir de Trolox (R? = 0,995; Abs=0,56008x + 0,02842) en
un intervalo de concentracién de 0,05 a 1,47 mM. Se expresan los resultados como mmol

Trolox por kilogramo de muestra.

3.2.9 Determinacion de contenido de fenoles totales

El contenido total de compuestos fendlicos se determiné con el reactivo de Folin-
Ciocalteau segun metodologia descrita por Singleton y colabores (1999) con algunas
modificaciones. 500 pL del reactivo de Folin fueron mezclados con 500 pL del extracto
preparado en el numeral 3.2.6 y neutralizados con 2 mL de carbonato de sodio al 10 %.
La absorbancia se determind por triplicado a 765 nm luego de 2 horas usando un

espectrofotémetro UV-VIS Jasco V-530 (Japon). La absorbancia media es interpolada en
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la curva estandar preparada a partir de &acido cafeico (R* = 0,995; Abs=0,92246x -
0,09284) en un intervalo de concentracion de 0,02 a 1,00 mg/mL. Los resultados se

expresan como ug de acido cafeico por gramo de muestra.

3.2.10 Determinacion de mohos y levaduras

La determinacién de mohos y levaduras se efectu6 a 25,0+1,0°C siguiendo las directrices
dadas en investigaciones anteriores (Nguz et al., 2005) inoculando 1 mL de las tres
primeras diluciones de la muestra en cajas de Petri estériles con agar OGYE
suplementado con antibiético de oxitetraciclina. Se realiz6 conteo a los 3 - 5 dias cuando
el nimero de colonias en la caja estaban entre 30 y 300 UFC. Se reportan los resultados
como UFC/g.

3.2.11 Determinacion de coliformes totales y fecales

La determinacién de coliformes totales se efectu6 a 37,0+1,0 °C de acuerdo a los
lineamientos establecidos en la AOAC 989.10 (Association of Official Analytical Chemists,
2002) inoculando 1 mL de las tres primeras diluciones en 3 tubos de caldo Brilla. Se
registraron como positivos los tubos que presentan turbidez y produccion de gas en la
campana de Durham con confirmaciéon mediante repique en caldo Brilla. En caso de no
encontrarse presencia de coliformes totales, no se evalud la presencia de coliformes

fecales. Se reportan los resultados como NMP.

3.2.12 Determinacion de aerobios mesofilos

La determinacion de mesdfilos aerobios se efectué a 37+1,0°C siguiendo las directrices
dadas en investigaciones anteriores (Estevinho, Rodrigues, & Pereira, 2012) inoculando
1 mL de las tres primeras diluciones en cajas de Petri estériles con agar SPC. Se

reportan los resultados como UFC/g.

3.2.13 Determinacion de cultivos lacticos especificos.

La determinacién de cultivos lacticos especificos se efectuara por conteo en placa, en
capa profunda, en medio MRS de acuerdo a lo establecido en la horma ISO 27205:2010

(ISO, 2010) inoculando 1 mL de las ocho primeras diluciones.
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3.2.14 Analisis sensorial hedonico

Los productos desarrollados fueron evaluados en su aceptabilidad por 50 consumidores
habituales de bebidas lacteas tipo yogur (por lo menos una vez a la semana),
seleccionados de forma aleatoria de la poblacion de Bogota en una proporcién similar de
hombres y mujeres en un rango de edades de 18 a 40 afios de edad. Se presentd a cada
consumidor una muestra representativa del producto (20 mL) en recipiente plastico
inodoro provisto de tapa hermética a la temperatura habitual de consumo, codificado con
namero aleatorio de tres digitos. Una escala cuantitativa asociada a escala cualitativa de
7 puntos fue utilizada para evaluar la aceptabilidad de los productos. Los valores fueron:
(1) me disgusta mucho, (2) me disgusta moderadamente, (3) me disgusta un poco, (4) ni
me gusta ni me disgusta, (5) me gusta poco, (6) me gusta moderadamente y (7) me
gusta mucho. Se consigné la edad, el género y la aceptabilidad de cada uno de los

consumidores.

3.2.15 Analisis sensorial de calidad

Las bebidas lacteas desarrolladas fueron evaluadas por 8 panelistas entrenados (3
mujeres, 5 hombres) con edades comprendidas entre los 23 y 35 afios, adscritos al panel
sensorial del ICTA. El panel evalu6 la calidad del producto determinando la presencia e
intensidad de posibles defectos tipicos en bebidas lacteas fermentadas de acuerdo a la
metodologia propuesta por Zamora para la evaluacién sensorial de yogur con inclusién
de frutas (Zamora, 2007), la cual incluye la evaluacién de parametros visuales (tipicidad
de color, homogeneidad), olfativos (calidad e intensidad), gustativos (intensidad, dulzor,
acidez) y tactiles (viscosidad, granulosidad) en una escala de 0 a 5. Las muestras fueron
codificadas con numeros aleatorios de tres digitos y presentadas al panel de forma
aleatoria. Se utiliz6 agua a temperatura ambiente para limpiar el paladar entre muestras.
El resultado ponderado de la evaluacién de cada muestra se presenta en escala de cero

(0) a veinte (20), siendo 0 la menor calificacién y 20 la mayor.

En la determinacién del tiempo de vida util sensorial, los panelistas evaluaron los
productos cuantificando la acidez en escala no estructurada de 10 cm respecto a los
productos frescos (muestra control), siendo el limite izquierdo una acidez igual a la del

producto fresco y el limite derecho una acidez excesiva respecto a la del producto fresco.
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La pruebas se llevaron a cabo en el laboratorio de andlisis sensorial del ICTA, que

cumple con los lineamientos establecidos en la normatividad internacional (ISO, 2007).

3.3 Estrategia experimental

= Caracterizacion de impurezas macroscopicas en polen apicola

Se determind y caracterizd el contenido de impurezas macroscopicas de muestras
representativas de polen apicola seco en las diferentes etapas de procesamiento del
producto de acuerdo al protocolo del proveedor (Figura 3-1). Se analiz6 el polen seco en
deshidratador solar sin ningun tipo de procesamiento adicional (tratamiento 1), el polen
seco luego de ser sometido a tamices (tratamiento 2), el polen seco después de ser
alimentado a un separador de impurezas tipo ciclén (tratamiento 3) y el polen seco
después de pasar por tamices y luego por el separador de impurezas tipo ciclén

(tratamiento 4).

Figura 3-1: Esquema de los tratamientos implementados en la adecuacion del polen
apicola seco.

_ Tratamiento 2

Tamizado MESH #16

Polen sin tratamiento Secado solar *# > Tratamiento 3

Tratamiento 1 i

Separador ciclén

Tratamiento 4

El tamizado consta de una estructura tipo zaranda con tamices intercambiables MESH

#12 (1,70 mm) y #16 (1,18 mm) construidos integramente en acero inoxidable AISI 304.
En el separador de impurezas el producto es alimentado a un ciclén Lapple de
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configuracién 2D2D construido integramente en acero inoxidable AISI304 con terminado
exterior e interior grado alimenticio, acoplado a una tolva de alimentacion y un

motoaspirador de ¥2 HP.

Se seleccion6 el polen de mayor calidad microbiolégica (menores conteos de mohos y
levaduras, mesdfilos aerobios, coliformes totales y fecales) y el de menores conteos en
impurezas macroscopicas para continuar con la investigacién. Todos los ensayos se
realizaron por triplicado con cuantificacion manual y registro fotogréafico de las impurezas

encontradas.

= Tratamientos de higienizacién y adecuacion de polen apicola

Para evaluar el efecto de diferentes tratamientos de higienizacion y adecuacion sobre la
inocuidad y estructura morfologica del polen apicola, se planteé un disefio factorial 2°
(Tabla 3-1) evaluando la relacién agua:polen (1:1, 2:1), el tiempo de tratamiento térmico
en recipiente presurizado a 80 kPa, 115°C (10 minutos, 20 minutos) y la neutralizacién
del medio con hidréxido de sodio 1 N (si, no) hasta un pH cercano a 6,0 (pH 6ptimo

reportado para los cultivos lacticos trabajados).

Tabla 3-1: Disefio planteado en la higienizacion y adecuacién de polen apicola.

Relacion | Neutralizacién | Duracién tratamiento
agua:polen del medio térmico (minutos)

10

1:1 Si
20
10

1:1 No
20
10

2:1 Si
20
10

2:1 No
20

Se inici6é con la mezcla de agua y polen en una relacion 1:1. Para los ensayos realizados
con la neutralizacion del medio, se emple6 hidréxido de sodio 1 N hasta un pH cercano a

6,0 y se ajustd la relaciéon final de agua:polen. Posteriormente la mezcla se sometié a
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tratamiento térmico durante 10 o 20 minutos contados a partir de alcanzar la presion de
trabajo luego de la primera liberacion de vapor, seguido de un enfriamiento subito de la

mezcla en bafio de hielo.

Para cada tratamiento las variables de respuesta fueron el conteo de mohos y levaduras,
mesofilos aerobios y coliformes totales y fecales y su caracterizacién por microscopia
Optica bajo las metodologias descritas previamente. Todos los tratamientos fueron
realizados por duplicado.

= Procesos fermentativos de polen apicola.

Tras seleccionar el tratamiento térmico més eficiente, el medio acondicionado fue llevado
en recipientes de vidrio sin agitacion a la temperatura recomendada de cada cultivo;
42,0+0,5°C para CHOOZIT MY800 LYO y HOWARU™ Dophilus y 37,0+0,5°C cuando se
trabajaba con el cultivo CHOOZIT MA4001. Por recomendacion del proveedor, se realizé
la inoculacién directa de 0,0160 g de cultivo liofilizado por litro de medio. En todos los

procesos se montd un blanco de referencia (sin inoculacion de cultivo lactico comercial).

En cada proceso fermentativo evaluado, se realizé seguimiento en el tiempo de pH y
acidez titulable (expresada como % de acido lactico) y se tomaron microscopias del
grano tras 45 horas de fermentacién bajo las metodologias descritas anteriormente.

Todos los ensayos fueron realizados por duplicado.

Se selecciono el tratamiento con mejores resultados, mayor aumento de acidez y mayor
descenso de pH en menos tiempo, para cada uno de los cultivos evaluados y a estos se

les evalué la productividad del proceso por cuantificacién del acido lactico con HPLC.

» Preparacion bebidas lacteas fermentadas con inclusion de polen fermentado

Se realizd la inclusion del polen fermentado resultante del mejor tratamiento de
adecuacion e higienizacién para cada uno de los tres cultivos comerciales trabajados en
yogur y kumis base en porcentajes del 5, 10, 20, 40 y 60 %p/p (30 tratamientos) como se

ejemplifica en la Figura 3-2.
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Figura 3-2: Diagrama explicativo de inclusion de polen fermentado en bebidas lacteas

fermentadas.
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Polen fermentado

Para la obtencién del yogur y kumis base se estandariz6 el contenido de sélidos solubles
para un contenido final de 9% y luego se tratd térmicamente llevandola a 85°C durante
15 minutos y enfridndola subitamente a 42°C. La leche acondicionada se inocul6
directamente con 0,02 g/L de cultivo CHOOZIT MY800 LYO y de cultivo CHOOZIT
MA4001 LYO para producir yogur y kumis, respectivamente. Tras incubacion a
42,0£0,5°C durante 5 horas, se rompi6 el coagulo formado con agitacion suave hasta la

desaparicion de grumos.

Cada una de las inclusiones resultantes fue evaluada por medio de la productividad de
acido lactico, analisis sensorial de calidad, analisis sensorial hedénico y se le evalud

sinéresis como parametro de estabilidad.

La seleccion de la mezcla con mayor potencial se realiz6 mediante técnicas de
clasificacion multivariable, especificamente a través de un ordenamiento de un conjunto
de variables que son transformadas en valores escalares en el intervalo de 0 a 1y

ponderadas en funciones de utilidad (media aritmética) y conveniencia (media
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geomeétrica). Dicha metodologia permite la seleccion de la mejor alternativa entre varios
candidatos potenciales en una decision, sujeto a varios criterios o atributos que pueden
ser concretos o imprecisos, donde las alternativas con valores que tienden a 1 en las
funciones de utilidad y conveniencia resultan ser las mas Utiles y convenientes
respectivamente (Pavan & Worth, 2008). Para el método de ordenacion se ponder6 la
productividad (30%), el andlisis sensorial de calidad (25%) y el analisis sensorial
hedonico (30%) con funciones de transformacion lineal directa y la sinéresis (15%) con
una funcién de transformacioén lineal inversa. La suma de ponderaciones de todas las
variables fue del 100%. Los analisis fueron realizados empleando el software libore DART
V 2.05 (Talete srl, Italia).

Los productos seleccionados fueron caracterizados en parametros fisicoquimicos (pH,
acidez titulable, actividad antioxidante, contenido de fenoles totales, azucares, acidos
organicos) y microbiologicos (contenido de mesdfilos aerobios, mohos y levaduras,

coliformes totales y fecales, bacterias lacticas especificas).

» Estimacion del tiempo de vida util

Para los productos seleccionados y ya caracterizados, se establecieron modelos de vida
atil basados en la prediccion del deterioro fisicoquimico (pH, acidez titulable), y
microbiolégico (mohos y levaduras) en condiciones aceleradas. Para tal fin se
almacenaron muestras de los productos desarrollados a tres temperaturas: 5, 20 y 35°C.
Se determind el tiempo de vida atil con seguimiento del deterioro sensorial de acuerdo a

la metodologia de punto de corte para el producto almacenado en refrigeracion (5°C).

Se plante6 un disefio experimental basico con 8 muestreos en los tiempos descritos en la
Tabla 3-2 por duplicado (dos lotes de cada uno de los productos) para cada una de las
temperaturas de almacenamiento mencionadas. El producto fue almacenado en
recipientes de poliestireno (PS) con tapa hermética y su analisis se realizé en un tiempo

no mayor a 3 dias.
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Tabla 3-2: Muestreo de productos planteado en el estudio de vida util.

5°C 20°C 35°C
Muestreo | Tiempo (dias) | Tiempo (dias) | Tiempo (dias)
1 0 0 0
2 7 3 1
3 14 7 1,5
4 21 10 2
5 27 13 25
6 33 15 3
7 38 16 3,5
8 42 20 4

3.4 Analisis estadistico

Todas las técnicas analiticas fueron evaluadas por triplicado. Se emplearon Andlisis de
Varianza (ANOVA) para establecer la existencia de diferencias significativas a través de
pruebas de Tukey o Kruskal-Wallis, dependiendo si se satisfacian o no las suposiciones
de distribucion normal (prueba de Shapiro-Wilk) y homocedasticidad (prueba de Levene)
respectivamente, con un nivel de significancia de 0,05 (p<0,05).



4.Resultados y discusion

4.1 Determinacion de parametros de calidad e inocuidad
en polen apicola seco

En esta primera etapa experimental se buscé caracterizar el polen apicola a utilizar como
materia prima en los procesos de fermentacion lactica. Se descubrié la necesidad de
implementar procesos de limpieza e inocuidad adicionales a los empleados por el
proveedor para cumplir con los requisitos microbiol6gicos expuestos en la Tabla 2-5.

Aunque en trabajos anteriores se habia determinado la calidad del polen suministrado
por Apiarios los Cerezos, en esta investigacién se revalud la calidad de esta materia
prima en cada una de las etapas de procesamiento tras la implementacion de las BPA y
las BPM sugeridas en la trabajo de maestria en ciencia y tecnologia de alimentos
desarrollado por el ingeniero Andrés Duran Jiménez (Duran, 2014). En dicho trabajo, el
autor realizé una evaluacién de las practicas implementadas tradicionalmente para el
beneficio del producto y su impacto sobre las caracteristicas fisicas, quimicas y
microbiol6gicas del mismo. En una segunda fase se implementaron modificaciones sobre
los sistemas y se evalud la influencia de estas sobre las caracteristicas seleccionadas
como indicadores de calidad del producto. Finalmente se disefi6 e implementé el sistema

de secado y limpieza para polen apicola evaluado en el presente trabajo.

Se evalud la calidad microbiolégica del polen seco sin ninguna limpieza, del polen seco
después de tamices, del polen seco después de ciclon y del polen seco tratado con
ambas técnicas bajo el sistema de beneficio actual (Tabla 4-1). En ninguno de los
pardmetros microbioldgicos analizados se observa diferencia significativa entre el polen
sin limpieza y las diferentes etapas de limpieza pero cabe destacar que tras la limpieza
en tamices se genera una contaminacion reflejada en un aumento significativo de

mesofilos aerobios; se propone mejorar las préacticas de limpieza y desinfeccion en las
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etapas de tamizado del producto, donde podria estar ocurriendo contaminacion cruzada
reflejada en un aumento de estos microorganismos. Respecto a la normatividad
establecida en México (Ramos, 2008), se cumple con el conteo de mesofilos (<10.000

UFC/g) mientras que el contenido de mohos y levaduras se encuentran por encima del

limite permitido (>300 UFC/q).

Tabla 4-1: indices de calidad microbioldgica del polen apicola seco de Apiarios Los

Cerezos en las diferentes etapas de procesamiento.

Tratamiento Mesobfilos Coliformes Mohos y
aerobios (UFC /) | totales (NMP/g) | levaduras (UFC/qg)
Normatividad 10000 - 300
Sin limpieza 1400 + 1058 % <3 833 +£306?
Solo tamiz 6383 + 1654° <3 767 + 252°
Solo ciclén 667 + 4042 <3 450 + 3122
Tamiz + ciclén 2933+ 814% <3 567 +321°
Valor-p 0,0323 - 0,4209

Promedios en la misma columna con la misma letra (superindice) indican que no existen diferencias
significativas mediante prueba de Tukey, a=0,05. X + DS, n=3

Se destacan los efectos positivos tras las modificaciones propuestas por Duran en el
sistema productivo de Apiarios Los Cerezos, ya que en su trabajo se reportaban conteos
de coliformes totales superiores a 20 NMP/g y de mohos y levaduras superiores a 1100
UFC/g. La disminucion en las cargas microbiolégicas, en especial de los de coliformes,
reflejan la adopcion por parte del apicultor de buenas practicas de higiene en la
recoleccion del producto fresco y en su manipulacion tras ser sometido al sistema de
beneficio. Sin embargo, a pesar de encontrar una mejora en la calidad resulta
indispensable aplicar tratamientos de higienizacion que mejoren la calidad del polen en
cuanto a la carga de mohos y levaduras, situacion que se propicia en esta matriz vegetal
de alta valor nutricional al estar expuesta al medio ambiente donde habitan estos

microorganismos.

De manera paralela se cuantificaron y registraron las impurezas macroscépicas en el
polen en las mismas etapas de procesamiento (Tabla 4-2) con un respaldo fotogréafico de

cada una de las impurezas lipofilicas encontradas (Figura 4-1). Se destaca que de forma
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descriptiva, la remocién de impurezas con una densidad y tamafio similar o superior a la
del grano de polen, como las resinas y térax, fue mas eficiente al utilizar tamices como
alternativa de limpieza mientras que las impurezas de baja densidad (alas, antenas e
insectos) fueron removidas en mayor proporcion al utilizar el ciclén como alternativa de
limpieza, aunque estadisticamente no hay reduccion significativa entre los cuatro
tratamientos de adecuacion evaluadas; solo para el pardmetro alas y antenas se logra
una reduccion significativa con cualquiera de las alternativas implementadas respecto al
polen sin limpieza.

Tabla 4-2: Cuantificacién de impurezas macroscopicas del polen en las diferentes etapas

de procesamiento.

Tratamiento Resinas | Alasy | Patas** | Torax** | Material | Insectos | Material
* antenas* sintético* *x vegetal**
Sin limpieza 46+21% | 115+24° | 10+10° 1+1° 3+1%| 43+14° 1+12
Solo tamiz 18+8°% 28+12% 5+4% 2+1° 4+3° 25+25?% 4+3°%
Solo ciclén 35+18° 27+18° 5+3° 5+5°% 11 +6° 1316 2+1°
Tamiz + ciclén 27+8% 54+18° 1+1? 0® 3+3° 9+2° 2+1°
Valor-p 0,2013 0,0211 | 0,1512| 0,1051 0,0890 0,1571 0,1975

Promedios en la misma columna con la misma letra (superindice)

significativas mediante *prueba de Tukey, ** prueba de Kruskal-wallis, a=0,05. X + DS, n=3

indican que no existe diferencias

Figura 4-1: Impurezas macroscopicas lipofilicas encontradas en polen apicola
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Figura 4-1: (Continuacion)
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(a) térax de abeja, (b) material vegetal, (c) ala de abeja, (d) Varroa destructor, (e) material resinoso, (f)
insecto, (g) pata de abeja, (h) Thysanoptera, (i) Aguijon y Varroa destructor, (j) semilla.

La caracterizacion de impurezas macroscopicas inorganicas sedimentables (Tabla 4-3)
muestra que los tratamientos que involucran tamices resulta ser los mas efectivos en la
eliminacion de material conformado principalmente por particulas minerales de una
longitud caracteristica menor al de los granos de polen pero de una densidad superior

que dificultan su remocion por el separador de impurezas tipo ciclén.
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Tabla 4-3: Cuantificacion de impurezas macroscopicas sedimentables del polen en las

diferentes etapas de procesamiento.

Tratamiento g material sedimentable / 100 g polen
Sin limpieza | 0,27 +0,03°
Solo tamiz | 0,15 + 0,05%
Solo ciclén | 0,23 +0,03™

Tamiz + ciclén | 0,08 £ 0,03%

Valor-p | 0,0009

Promedios en la misma columna con la misma letra (superindice) indican que no existe diferencias

significativas mediante prueba de Tukey, a=0,05. X + DS, n=3

La presencia de impurezas macroscépicas (ramas, partes vegetales, insectos, fibras
sintéticas) denotan un polen mal procesado/cosechado que debe rechazarse en primera
instancia. Las impurezas que puede contener el polen constituyen un porcentaje variable,
encontrandose desde alas de abejas, tierra, larvas muertas, hasta insectos. Este
porcentaje se puede ver aumentado con las manipulaciones inadecuadas, lo que acelera
el deterioro porque permite un aumento de la humedad, y facilita la contaminacion (Baldi
Coronel etal., 2004). Por tal motivo y dada la falta de normatividad relacionada, se
presenta una primera propuesta de directriz para la evaluacién de la calidad del polen
apicola a partir del contenido de impurezas macroscépicas (Tabla 4-4), tomando como

criterio lo exigido en la normatividad canadiense para granos y cereales (Pietrzak, 2009).

Tabla 4-4: Parametros del plan de muestreo de aceptacion en lote de polen apicola con
muestreos aleatorio de 20 g.

Defectos njfc|mi| M

Fragmentos de insectos 31|50/ 100
Insectos completos muertos 3|11| 4 8
Insectos vivos (abejas, polillas, gusanos) | 3| 1| O 1
Resinas y material vegetal extrafio 3|2(20| 50
Residuos sintéticos 32| 5| 10

Donde n: Nimero de muestras a examinar; ¢: Nimero maximo de muestras deficientes permisibles por lote;
m: indice maximo de contaminacion permisible por muestra; M: indice maximo de contaminacién por muestra

gue determina rechazo del lote.
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Los resultados obtenidos sugieren continuar la investigacion con polen seco que ha sido
tratado Unicamente por el separador de impurezas tipo ciclon dado que es el mayor
calidad microbiologica, aunque se pone en evidencia la necesidad de implementar
tratamientos de higienizacibn que reduzcan la carga de mohos y levaduras.
Adicionalmente se evidencia la necesidad de mejorar las practicas de limpieza y
desinfeccion de los implementos involucrados en el tamizado para prevenir el aumento
mesofilos aerobios y asi en un futuro utilizar el polen que ha sido tratado por la
combinacién de tamices y cicldn, alternativa que ofrece un menor nimero de impurezas

macroscopicas sedimentables en el polen.

4.2 Tratamientos de adecuacidén de polen apicola como
Insumo en proceso fermentativo

Se efectuaron los tratamientos de higienizacién y adecuacién planteados en la Tabla 3-1
evaluando la relacién agua:polen (1:1, 2:1), la duracién del tratamiento térmico (10
minutos, 20 minutos) y la neutralizaciéon del medio con hidréxido de sodio 1 N hasta un
pH cercano a 6,0 (si, no). Dado que con cualquiera de los 8 tratamientos se obtenia una
matriz fermentable de polen cuyos indicadores microbiol6gicos estaban por debajo del
limite de deteccién inferior de las metodologias analiticas empleadas (Tabla 4-5) fue

necesario explorar otras variables de respuesta para la toma de decisiones.

Tabla 4-5: indices de calidad microbiol6gica del polen apicola sometidos a diferentes

tratamientos de adecuacion e higienizacion (n=3).

Mohos y Coliformes | Coliformes | Mesdfilos

Tratamiento levaduras totales fecales aerobios

(UFC/Qg) (NMP/q) (NMP/q) (UFC/qg)
1:1, 10 min, sin neutralizar <3 <3 <3 <3
1:1, 10 min, neutralizado <3 <3 <3 <3
1:1, 20 min, sin neutralizar <3 <3 <3 10
1:1, 20 min, neutralizado <3 <3 <3 <3
2:1, 10 min, sin neutralizar <3 <3 <3 <3
2:1, 10 min, neutralizado <3 <3 <3 <3
2:1, 20 min, sin neutralizar <3 <3 <3 <3
2:1, 20 min, neutralizado <3 <3 <3 <3
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En el polen, investigaciones previas han demostrado la baja disponibilidad de nutrientes y
compuestos bioactivos al momento de su consumo por parte de animales monogastricos
como el ser humano, debido principalmente a la resistente microestructura que recubre
las particulas de polen para proteger la célula generativa, conocida como exina (Bell
et al., 1983; Fernandes-Da Silva & Serrao, 2000; Human & Nicolson, 2006 citados por
Fuenmayor, Quicazan, & Figueroa, 2011). Por tal motivo se evalué de forma cualitativa la
morfologia del grano de polen sin ningun tipo de tratamiento (Figura 4-2) y después de
someterlo a cada uno de los tratamientos planteados (

De forma general, en todos los tratamientos se observaron deformaciones y fisuras en la
pared celular estructural del grano de polen que en algunos casos llegaban a las
aperturas del grano con una evidente liberacion del contenido citoplasmatico (jError! La
autoreferencia al marcador no es vélida.).

Figura 4-3), resaltando la tincién de la exina de color purpura. Con este seguimiento se
gueria comprobar si los tratamientos, ademas de reducir la carga microbioldgica,
alteraban de alguna manera la pared celular del polen de modo que su contenido

intracelular quedara con mayor disponibilidad en futuros procesos fermentativos.

Figura 4-2: Microscopia 6ptica del grano de polen seco sin tratamiento
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De forma general, en todos los tratamientos se observaron deformaciones y fisuras en la
pared celular estructural del grano de polen que en algunos casos llegaban a las
aperturas del grano con una evidente liberacion del contenido citoplasmatico (jError! La
autoreferencia al marcador no es vélida.).

Figura 4-3: Microscopias de polen después de tratamientos de adecuacion (n=20).

1:1, 10 min,
sin
neutralizar
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1:1, 20 min,
sin
neutralizar
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Figura 4-3: (Continuacion)
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2:1, 20 min,

neutralizado

Dado que el tratamiento térmico ha sido utilizado tradicionalmente para la reduccion de
las cargas microbiol6gicas en matrices alimenticias, con especial interés en el tratamiento
de polen apicola (Benavides, 2016; Salazar-Gonzalez & Diaz-Moreno, 2016), se observa
gue se logra el mismo efecto al tratar el polen térmicamente 10 o 20 minutos. No se
deben descartan futuras investigaciones donde se evallen el efecto de someter el
producto a otras duraciones en el tratamiento térmico. Se podria pensar que esta misma
conclusion aplica para los otros parametros evaluados sin embargo, la influencia real de
estas variables se resuelve a continuaciéon al evaluar la capacidad fermentativa de las
bacterias lacticas que se ven favorecidos bajo ciertas condiciones de agua disponible y
pH inicial en el medio.

Teniendo en cuenta la inocuidad microbiologica del polen tratado térmicamente, ya sea
con una duracion de 10 o 20 minutos, se continda el desarrollo experimental tratando
térmicamente el polen en recipiente a presién durante 10 minutos y evaluando el efecto

de las demas variables (relacion agua:polen, neutralizacion del medio).

4.3 Seguimiento de procesos fermentativos de polen
apicola higienizado

El primer cultivo evaluado a diferentes relaciones de agua:polen (1:1y 2:1) y con
neutralizacion o no del medio previa inoculacion, fue CHOOZIT MY800 LYO. Al trabajar
con un medio sin neutralizar (Figura 4-4), con pH cercanos a 4,5 dados por la naturaleza
acida del polen apicola, no se observan cambios significativos en el pH ni en la acidez
gue sean indicadores de un proceso fermentativo. Solamente cuando se tiene una mayor

disponibilidad de agua en el medio, el proceso avanza tras 30 horas, lo que haria pensar



Resultados y discusion 53

gue esta acidificacion tardia se debe a que los microrganismos inoculados requieren de
un tiempo de adaptacion en estas condiciones o que los cambios en acidez y pH se
deben a la accién de otros microorganismos diferentes a las bacterias lacticas. Cuando
se neutraliza el medio hasta un pH cercano al 6ptimo para este tipo de bacterias (

Figura 4-5), al trabajar una relacién agua:polen de 1:1 no se observan cambios en el pH
ni en la acidez en las primeras 30 horas, lo que haria pensar que una baja disponibilidad
de agua en el medio afecta negativamente el metabolismo de este cultivo. Al trabajar el
mismo cultivo con una relacién 2:1 en medio neutralizado, se da una acidificacion del
medio y un descenso en el pH evidentes después de tres horas de inoculacion. En
ambos casos, la caida del pH y el aumento de acidez titulable como indicadores de
desarrollo de un proceso fermentativo se ven favorecidos cuando se adecua el pH inicial

del medio y es mas efectiva con una mayor cantidad de agua.

Figura 4-4: Seguimiento de acidez titulable (linea continua) y pH (linea punteada) en
proceso fermentativo de polen no neutralizado con cultivo CHOOZIT MY800 LYO en
relacién agua:polen 1:1y 2:1 (n=3).
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Figura 4-5: Seguimiento de acidez titulable (linea continua) y pH (linea punteada) en
proceso fermentativo de polen neutralizado con cultivo CHOOZIT MY800 en relacion

agua:polen 1:1y 2:1 (n=3).
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Una tendencia similar se observa en los procesos fermentativos con CHOOZIT MA4001
cuando el medio no es neutralizado (Figura 4-6). Para este cultivo, no se observan
aumentos en la acidez ni descensos en el pH independiente de la relaciéon agua:polen, lo
gue permite ver que este cultivo se ve afectado mayoritariamente por el pH inicial del

medio.
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Figura 4-6: Seguimiento de acidez titulable (linea continua) y pH (linea punteada) en
proceso fermentativo de polen no neutralizado con cultivo CHOOZIT MA4001 en relacion

agua:polen 1:1y 2:1 (n=3).
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Cabe resaltar que mientras en el medio sin neutralizar no hay acidificacioén ni disminucién
del pH, en el medio neutralizado (Figura 4-7) si se observa un aumento lento pero
sostenido en la acidez desde el inicio del seguimiento que pasa de 0,95% a 1,22% a las
30 horas vy finaliza en 1,32% tras 45 horas, aun cuando el pH finaliza en un valor
relativamente alto (5,1) frente a lo esperado (4,5) en este tipo de procesos. Respecto al
seguimiento realizado en un medio con mayor cantidad de agua disponible, se inicia con
una acidez de 0,77% vy alcanza 1,36% tras 45 horas. Dicho comportamiento se ve

correlacionado con el valor de pH que pasa de 5,6 a 4,4.
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Figura 4-7: Seguimiento de acidez titulable (linea continua) y pH (linea punteada) en
proceso fermentativo de polen neutralizado con cultivo CHOOZIT MA4001 en relacion

agua:polen 1:1y 2:1 (n=3).
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Un comportamiento totalmente diferente se encontré con el cultivo HOWARU™ Dophilus
verificando la mayor capacidad de acidificacion que se le atribuye en diversas
investigaciones al L. acidophilus, aun en medios acidos (Gomes & Malcata, 1999). El
cultivo HOWARU™ Dophilus fue el Unico que evidencié un proceso de fermentacion
lactica marcado en medio sin neutralizar para una relacion agua:polen 2:1 (Figura 4-8).
En medio neutralizado (

Figura 4-9), no existe diferencia significativa entre una relacion agua:polen 1:1 y 2:1,

donde tras 6 horas de seguimiento se alcanza una acidez de 1,33%, similar a la
alcanzada tras 45 horas por los cultivos CHOOZIT MA4001 y CHOOZIT MY800. Luego
se observa una acidificacion continua que finaliza en 2,60% tras 45 horas. Este cultivo
también se ve favorecido con un aumento en el agua disponible en el medio a fermentar.
Contrario a lo observado hasta ahora, se percibe que no existe diferencia significativa al
neutralizar o no el medio, independiente de la cantidad de agua disponible en el sustrato;
con ambos tratamientos se logra un perfil de acidificacién similar hasta alcanzar pH

cercanos a 4,2.

Este comportamiento es similar a lo encontrado en investigaciones previas (Benavides,

2016; Fuenmayor, 2009), donde los mejores resultados fermentativos se lograron con
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una cepa pura de L. acidophilus aunque en condiciones de neutralizacién y tratamiento

térmico del polen mas severas.

Figura 4-8: Seguimiento de acidez titulable (linea continua) y pH (linea punteada) en
proceso fermentativo de polen no neutralizado con cultivo L. acidophilus en relacion

agua:polen 1:1y 2:1 (n=3).
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Figura 4-9: Seguimiento de acidez titulable (linea continua) y pH (linea punteada) en
proceso fermentativo de polen neutralizado con cultivo L. acidophilus en relacién

agua:polen 1:1y 2:1 (n=3).
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Otro factor que se evalué fue la modificacién de la estructura del grano producto de la
fermentacion. Para tal fin se verificé la morfologia del grano antes y después de cada
proceso fermentativo por microscopia 6ptica, buscando identificar de manera cualitativa
posibles alteraciones. En la Figura 4-10 se muestra parte del registro fotografico obtenido
donde se comprueba degradacion de los granos y en algunos casos hidratacion de los
mismos reflejados en aumento de tamafio, pero de manera visual no se evidencia una
diferencia significativa entre tratamientos.

Figura 4-10: Microscopias del polen antes y después del proceso fermentativo (n=20).

Tratamiento Antes de la fermentacién Después de la fermentacion

CHOOZIT MYS800,
1:1, neutralizado

CHOOZIT MY800,

1:1, sin neutralizar

CHOOZIT MY800,
2:1, neutralizado
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Figura 4-10: (Continuacion)

Tratamiento Antes de la fermentacion Después de la fermentacién

CHOOZIT MY800,

2:1, sin neutralizar

CHOOZIT MA4001,
1:1, neutralizado

CHOOZIT MA4001,

1:1, sin neutralizar

CHOOZIT MA4001,
2:1, neutralizado
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Figura 4-10: (Continuacion)

Tratamiento Antes de la fermentacion Después de la fermentacién

CHOOZIT MA4001,
2:1, sin neutralizar

L. acidophilus,

1:1, neutralizado

L. acidophilus,
1:1, sin neutralizar

L. acidophilus,
2:1, neutralizado
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Figura 4-10: (Continuacion)

Tratamiento Antes de la fermentacidn Después de la fermentacion

L. acidophilus,

2:1, sin neutralizar

Tomando como criterio la capacidad fermentativa en los ensayos realizados, la discusion
anterior y en aras de estandarizar el proceso para cualquiera de los tres cultivos lacticos
trabajados, se seleccioné el tratamiento térmico durante 10 minutos, con relacion
agua:polen 2:1 y medio neutralizado como el de mayor potencial. A cada uno de los
tratamientos seleccionados se le realizO seguimiento cinético de bacterias lacticas
especificas y de acido lactico producido como principal producto del proceso
fermentativo. Cabe destacar que en el caso del cultivo HOWARU, los tratamientos con
relacibn agua:polen 1:1 también ofrecen condiciones favorables para el proceso

fermentativo.

Como se observa en la Figura 4-11 para todos los cultivos fue evidente un crecimiento
microbiano exponencial en las primeras 10 horas, una fase estacionaria entre las 10y 26
horas y una disminucion o posible muerte después de las 30 horas. En cuanto a
produccion de acido lactico, la mayor productividad se obtuvo con el cultivo HOWARU
Dophilus aun cuando su poblacion microbiana fue la de menor crecimiento. La
productividad del cultivo CHOOZIT MY800 no difiere significativamente de la del
HOWARU, aunque su poblacién microbiana se mantiene por encima de 8 unidades
logaritmicas después de las 25 horas. Tras 30 horas comienza a observarse un
descenso marcado en las poblaciones de bacterias lacticas, posiblemente por la alta
acidez del medio que actla en contra de la viabilidad de los microorganismos y teniendo
como resultado la muerte celular. Aunque se observa una estabilizaciébn en las

poblaciones microbianas entre las 12 y 30 horas, se decide detener los procesos
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BAL (Log UFC/g)

fermentativos a las 30 horas, esto con el fin de permitir el desarrollo del flavor en la matriz
de manera andloga a como se desarrolla en productos sometidos a maduracion. En este

mismo periodo de tiempo, se ve un aumento de acidez y descenso en el pH moderado.

Figura 4-11: Seguimiento cinético de bacterias acido lacticas (izg.) y produccion de acido

lactico (der.) de los mejores tratamientos seleccionados para cada cultivo trabajado (n=3)
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En ensayos posteriores se decide estandarizar la fermentacion de polen apicola y

detenerla 30 horas después de iniciar su incubacion a la temperatura recomendada.

4.4 Inclusion de polen fermentado en bebidas lacteas
fermentadas

Tras determinar las condiciones para la fermentacion de polen con cada uno de los
cultivos lacticos comerciales trabajados, se realiz6 la inclusion de estos en yogur y kumis
en proporciones del 5, 10, 20, 40 y 60% como lo ejemplifica la Figura 3-2. Para la
seleccién del yogur y del kumis con el nivel de inclusion de polen fermentado de mayor

potencial se evaluaron parametros de productividad, estabilidad y aceptabilidad.

La productividad de cada una de las mezclas resultantes fue valorada como promedio
ponderado de las productividades de acido lactico (lactico) en el polen fermentado (pf) y

en la bebida lactea fermentada (bl) como describe la Ecuacion 4.1.
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lactico pf g—lactico pf; lactico blf—lécticoi)

Productividad = %polen( vy ) + (1 — %polen) ( o (4.1.)

Los valores de productividad se muestran en la Figura 4-12, donde cabe destacar que las
mayores magnitudes se dan para los niveles de inclusibn del 5% dado que la
productividad de la bebida lactea base (yogur o kumis) es mayor, dado que alcanza
niveles de acido lactico similares a los del polen fermentado en un periodo de 5 horas

frente a las 30 horas que requiere la matriz vegetal.

Figura 4-12: Productividad de las mezclas de yogurt (Y) y kumis (K) con inclusion de
diferentes porcentajes de polen fermentado con CHOOZIT MY800 (CA), CHOOZIT
MA4001 (CB) y Howaru Dophilus (CC) (n=3).
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Tratamiento

La estabilidad fue evaluada por la sinéresis generada en cada una de las mezclas,
teniendo como criterio que en una bebida lactea fermentada de calidad la separacion
natural de las fases acuosa y grasa debe ser minima (Lee & Lucey, 2003; Temesgen,
2015). La literatura reporta valores tipicos en el intervalo de 42 a 60% (Barkallah et al.,
2017; Sert et al., 2017; Wang et al., 2017). Los valores encontrados de sinéresis,
entendida como capacidad de retencién de agua, se resumen en la Tabla 4-6. Contraria
a la tendencia encontrada en la determinacion de la productividad, tanto en kumis como
en yogur la sinéresis fue inversamente proporcional al nivel de inclusion de polen
independiente del cultivo utilizado en el polen, siendo las mezclas con mayor cantidad de

polen las que reportaron una menor sinéresis. Este comportamiento se podria generar
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debido a un mayor contenido de sélidos en la mezcla, solidos que estabilizan la emulsion
(Bosnea et al., 2016).

La aceptabilidad fue evaluada a través del analisis sensorial de cada una de las mezclas
con panel entrenado (con puntuaciones entre 0 y 20) y con panel de consumidores
habituales de productos tipo yogur y kumis (con puntuaciones entre 1 y 7). En la Tabla
4-6 se presenta la puntuacion global para cada una de las inclusiones realizadas donde
se interpreta que un producto con una menor puntuacion presentaba un mayor nimero
de defectos leves o algunos pocos defectos muy marcados. Los productos con mayor
puntaje corresponden a yogures y kumis con inclusiones que no sobrepasan el 10%, sin
diferencia significativa entre los diferentes cultivos comerciales utilizados al momento de
fermentar el polen. La ponderacion detallada para cada uno de los parametros

sensoriales evaluados (visuales, olfativos, gustativos, tactiles) se muestra en el Anexo B.

Tabla 4-6: Parametros de seleccién del producto con mayor potencial de acuerdo a

pardmetros de productividad, estabilidad y aceptabilidad (n=3).

Tratamiento Sinéresis Analisis sensorial de Analisis sensorial
(%) calidad hedoénico
5%-MY800-Y 57,90+0,18“™" 18,8+1,0® 3,6+0,8
10%-MY800-Y 58,29+0,25"™" 18,041, 62°cdefon 3,3+0,8
20%-MY800-Y 54,06+0,10%" 17,3+1, 730 3,3+0,9
40%-MY800-Y 51,09+0,26" 14,0+1,5%°cdef 2,8+1,0
60%-MY800-Y 47,07+0,24% 13,442 5% 3,1+0,9
5%-MA4001-Y 57,97+0,05“™" 16,8+1,5°cdefon 3,7+0,8
10%-MA4001-Y 58,57+0,37™" 17,441,100 3,6+0,8
20%-MA4001-Y 52,90+0,21°%™ 16,9+1,92 2,9+0,9
40%-MA4001-Y 54,18+3,75%" 15,041, g?bcdefon 2,8+1,0
60%-MA4001-Y 48,09+0,35% 13,5+1,230cde 2,5+1,0
5%-AC-Y 60,10+0,42™ 18,5+1,13bcdefan 3,9+0,5
10%-AC-Y 59,93+0,26™ 18,1+1,09" 3,5+0,7
20%-AC-Y 56,29+0,42"H 16,3+1,0%" 3,0+0,9
40%-AC-Y 51,79+0,40°% 13,841,470 2,7+0,9
60%-AC-Y 47,50+0,83% 13,1+1,0%° 2,6%0,9
5%-MY800-K 56,75+0,36"™ 17,6+1,2%° 3,6+0,8
10%-MY800-K 58,51+0,43™" 18,6+1,00cdefon 3,3+0,9
20%-MY800-K 52,11+0,14°% 17,041, 730cdeton 3,4+0,9
40%-MY800-K 49,93+0,35° 11,7+2,6° 3,2+0,9
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| 60%-MY800-K | 47,93+0,37% | 14,1+2,13bcdeton 2,9+0,9
Tabla 4-6: (Continuacién)
Tratamiento Sinéresis Andlisis sensorial de Andlisis sensorial
(%) calidad hedbnico
5%-MA4001-K 57,12+0,34mn 15,8+7,12bcdefan 3,3+0,9
10%-MA4001-K 60,34+0,34" 17,2+0,8%° 3,6+0,9
20%-MA4001-K 56,02+0,05%"K 16,5+1,3%° 2,7+1,0
40%-MA4001-K 53,38+0,33%" 14,4+2 12 2,7+1,2
60%-MA4001-K 48,00+0,42% 13,0+1,2%° 2,7+0,7
5%-AC-K 57,53+0,41m" 16,5+2,02pcdefan 3,8+0,6
10%-AC-K 54,99+0,16°""k 17,0+1,69" 3,5+0,7
20%-AC-K 56,55+0,23"H 16,9+1,gabcdefan 3,1+0,9
40%-AC-K 55,74+3,96"9" 15, 3+2,g3bcdefgh 2,5+1,0
60%-AC-K 52,54+0,22°%" 12,3+0,8% 2,6+1,0
Valor-p <0,0001 <0,0001 -

Promedios en la misma columna con la misma letra (superindice) indican que no existen diferencias

significativas mediante prueba de Tukey, a=0,05. X + DS

Se resalta que la inclusion de polen fermentado en cualquier porcentaje otorga al
producto un color naranja cremoso brillante caracteristico sin la necesidad de adicionar
colorantes artificiales. A nivel visual algunas mezclas presentaron defectos de
homogeneidad y sinéresis, defectos que fueron marcados en mezclas con bajos niveles
de inclusion (5 — 10 %), correspondiéndose con lo determinado anteriormente en la
metodologia analitica. Al momento de evaluar las mezclas con kumis, éstas presentaron
burbujas de gran tamafio en la superficie que harian pensar en procesos post-
fermentativos que de acuerdo a una ruta heterofermentativa, serian indicadores de la
produccion de dioxido de carbono. Segun reportes de la literatura el burbujeo debido a
procesos post-fermentativos debe ser a modo de burbujas finas en todo el volumen del
producto (Adams & Moss, 2000), por tal motivo el panel no castigé este posible defecto y

lo consider6 consecuencia de la agitacion del producto antes de ser servido.

A nivel olfativo y gustativo todas las mezclas presentaron notas lacteas caracteristicas,
resaltando las mezclas con kumis por tener un perfil aromatico de mayor intensidad, que
puede deberse a una mayor produccién de metabolitos secundarios como acetaldehido,
diacetilo y acetil propionil, entre otros (Ott, Fay, & Chaintreau, 1997). Las mezclas con
altos porcentajes de polen fermentado (40 y 60%) fueron valoradas negativamente por el

panel al tener una acidez agresiva no caracteristica en boca, que excedia el equilibrio
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dulce-acido que se encuentra normalmente en este tipo de productos en el mercado

colombiano.

Los mayores defectos encontrados fueron del tipo tactii al evaluar en boca la
granulosidad y viscosidad. La inclusion de grandes proporciones de polen gener6 una
sensacion arenosa no caracteristica en las bebidas lacteas. Las bajas puntuaciones en la
calidad de los productos con inclusiones del 40 y 60% se deben en gran medida a este
parametro. Igualmente el panel describe que los productos con inclusiones de polen
superiores al 20% presentan baja viscosidad, defecto que aumenta proporcionalmente a
medida que aumenta la cantidad de polen fermentado en el producto final, polen que de
por si ya lleva el doble de su peso en agua. Podria pensarse en el uso de estabilizantes
del tipo goma guar o0 goma xanthan para contrarrestar este defecto, pero no se considerd
al ir en contravia al desarrollo de un producto natural sin estabilizantes o conservantes

adicionados.

La evaluacioén sensorial se complement6 con la degustacién de cada mezcla por parte de
50 consumidores quienes, ademas de decir el grado de aceptacién / rechazo por el
producto, retroalimentaron el desarrollo con opiniones y consejos para mejorar. Fue de
gran satisfaccién encontrar que el producto fue considerado como interesante, novedoso
y en algunos casos delicioso. La idea que fuera natural (sin adicion de estabilizantes o
conservantes) y concediera propiedades funcionales comprobadas (antioxidantes vy
probidticas) fue de gran interés en los consumidores, sobre todo los jévenes. En términos
generales la mayor aceptacion, es decir los calificativos de “me gusta mucho” y “me
gusta”, se dio en las mezclas de yogur y kumis con niveles de inclusién del 5 y 10%
mientras que los mayores rechazos con el calificativo “me disgusta” se dio en las mezclas
con inclusiones del 40 y 60% (ver Anexo B). La ponderacion del nivel de aceptacion de
cada mezcla con el porcentaje de la poblacidon encuestada se resumen en la Tabla 4-6,
siendo 1 el menor puntaje posible (me disgusta mucho) y 5 el mayor puntaje posible (me

gusta mucho).

Algo sorpresivo fue la descripcion general dada a las bebidas lacteas con inclusion de
polen fermentado: bebida de color agradable que hace pensar en una bebida de

melocoton, mango o ahuyama, de olor caracteristico y sabor intenso que recordaba el
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sabor del chontaduro y la miel. Aunque en el desarrollo todas las mezclas fueron
estandarizadas a niveles de azlcar del 9 %pl/v, para el consumidor promedio todas las
mezclas estaban bajas de dulce. Esta tendencia vislumbré que el mercado local gusta de
productos con altos niveles de dulzor, como ya lo habian descrito reportes y estadisticas
poblaciones (ICBF, 2011).

Las causas de rechazo de los productos con inclusiones de polen fermentado del orden
de 20, 40 y 60% fueron similares a los motivos de baja puntuaciéon por parte del panel
entrenado: “pepitas” con residual amargo/agrio excesivo, acidez que recordaba el sabor a
limén y textura dura que hacia dificil tragar el producto. En general el consumidor lo
rechazaba porque a su juicio, lo que estaban probando era otra bebida fermentada tipo
chicha, totalmente diferente a la idea que se tiene de una bebida lactea tipo yogur o

kumis.

La seleccion del yogur y del kumis con mayor potencial se realiz6 ponderando la
productividad, la sinéresis, el analisis sensorial de calidad y el analisis sensorial heddnico
a través de una funcién de beneficio-utilidad, obteniendo los resultados ilustrados en la

Figura 4-13 para las mezclas con yogur y en la Figura 4-14 para las mezclas con kumis.

Figura 4-13: Diagrama de utilidad-beneficio por técnicas de clasificacién en yogur con

inclusion de polen fermentado.
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1. 5% MY800; 2. 5% MA4001; 3. 20% MY800; 4. 10% MA4001; 5. 10% MY800, 6; 20% MA4001; 7. 20%
HOWARU; 8. 10% HOWARU; 9. 40% MA4001; 10. 40% MY800; 11. 40% HOWARU; 12. 5% HOWARU;
13. 60% MA4001; 14. 60% HOWARU; 15. 60% MY800.

Figura 4-14: Diagrama de utilidad-beneficio por técnicas de clasificacion en kumis con

inclusion de polen fermentado.
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1. 5% MY800; 2. 5% HOWARU; 3. 10% HOWARU; 4. 20% MY800; 5. 5% MA4001, 6; 10% MY800; 7. 20%
HOWARU; 8. 20% MA4001; 9. 40% MA4001; 10. 10% MA4001; 11. 60% HOWARU; 12. 40% HOWARU,; 13.
60% MY800; 14. 60% MA4001; 15. 40% MY800.

Se observa que las mezclas con inclusiones de polen del 60% tienen valores bajos en las
funciones de conveniencia y valores de cero en sus funciones de utilidad, lo que se
corresponde con las menores productividades, menor calidad sensorial y menor
aceptacion por parte de consumidores habituales. Por otro lado, los productos de mayor
utilidad y conveniencia son: yogur y kumis con inclusion del 5% de polen fermentado con
CHOOZIT MY800. Estos fueron caracterizaron a nivel fisicoquimico, microbioldgico y

bioactivo, con los resultados exhibidos en la Tabla 4-7.

A nivel fisicoquimico los productos desarrollados cumplen con el nivel de acidez minimo
establecido en la normatividad nacional y no difieren significativamente de la acidez y pH
tipicos de este tipo de productos (Dave & Shah, 1997; Srisuvor et al., 2013). Estas
variables no presentaron una diferencia significativa entre los dos productos evaluados.
El color, mostrado en la Tabla 4-7 a modo de referencia, es el resultado de la mezcla de

las bebidas lacteas fermentadas de matiz blanco con el aporte naranja rojizo del polen
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incluido. Se determind que el yogur presenta mayor brillo, mientras que el kumis se
caracteriza por tener coordenadas a* y b* de mayor magnitud, lo que implica que su
tonalidad tiende al rojo y al amarillo respectivamente en mayor proporcién que en el
yogur. Esto puede deberse a la tonalidad amarillenta del kumis antes de realizar la

inclusion, ademas de la variabilidad normal del color en el polen multifloral trabajado.

Tabla 4-7: Caracterizacién fisicoquimica y microbiolégica de los productos lacteos

desarrollados.

Parametro Yogur Kumis
Acidez (%ac lactico) 1,027+0,168% | 0,993+0,179%
pH 4,311+0,087% | 4,369+0,120°
Color CIE L*a*b*
L* 84,24+0,23" | 82,68+0,48°
a* 1,94+0,13* | 2,70+0,18°
b* 26,52+0,44% | 29,65+0,30"

Carbohidratos

Glucosa (%p/p)

0,028+0,001°

0,032+0,001°

Fructosa (%p/p)

0,010+0,002°

0,004+0,004°

Sacarosa (%p/p)

0,232+0,051°

0,377+0,076°

Acidos orgéanicos

Acido lactico (%p/p)

0,884+0,112°

0,967+0,062°

Acido citrico (%p/p)

0,062+0,035°

0,052+0,020°

Bacterias lacticas especificas (Log UFC/Q) 9,2+0,0 9,0+0,1
Mohos y levaduras (UFC/g) 13+11 <3
Meséfilos aerobios (UFC/Q) 23+12 27+21
Coliformes totales (NMP/qQ) <3 <3
Coliformes fecales (NMP/g) <3 <3

Promedios en la misma fila con la misma letra (superindice) indican que no existe diferencias significativas

mediante prueba de Tukey, a=0,05. X + DS, n=3

A nivel microbiolégico el producto cumple con los requisitos establecidos para las
bebidas lacteas fermentadas en la normatividad nacional e internacional con conteos de
mohos y levaduras, mesdfilos aerobios y coliformes por debajo de los limites maximos
permisibles. Se destaca que ambos productos cuentan con contenidos de bacterias
lacticas especificas del orden de 9 unidades logaritmicas por gramo, superiores a las 7

unidades logaritmicas exigidas en los estdndares internacionales (FAO, 2003)
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Una de las caracteristicas mas destacables de los productos desarrollados es el aporte
de compuestos bioactivos representado en su actividad antioxidante y contenido de
fenoles totales, superior al otorgado por un yogur y kumis base sin inclusion de polen
fermentado (Tabla 4-8), excepto en la capacidad antioxidante del yogur determinado por
la metodologia FRAP donde no se tuvo diferencia significativa entre el producto base y el

producto con inclusion.

Tabla 4-8: Caracterizaciéon bioactiva de los productos lacteos desarrollados frente a los

productos sin inclusion de polen fermentado.

Parametro Producto sin Producto con | Valor-p
inclusion inclusion
TEAC
(mmol Trolox / kg muestra)** 0,018+0,004° 0,086+0,003° | 0,0481
5 | FRAP
>§>_” (mmol Trolox / kg muestra)* 0,116+0,017% 0,157+0,024° | 0,0697

Contenido de fenoles totales
(g acido cafeico/g muestra)* 8,877+0,457% | 45,494+7,007° | 0,0008

TEAC

(mmol Trolox / kg muestra)** 0,032+0,009% 0,149+0,073" | 0,0450
2 | FRAP
E (mmol Trolox / kg muestra)* 0,111+0,007° 0,179+0,033° | 0,0421

Contenido de fenoles totales
(g acido cafeico/g muestra)* 23,839+0,296% | 54,052+13,866° | 0,0196

Promedios en la misma fila con la misma letra (superindice) indican que no existe diferencias significativas

mediante *prueba de Tukey, **prueba de Kruskal-wallis, a=0,05. X + DS, n=3

Destaca el aporte de contenido de fenoles totales en los productos desarrollados entre 45
y 54 ug acido cafeico por gramo, frente a otras investigaciones donde se han
desarrollado yogures con inclusiébn de diferentes matrices vegetales ampliamente
reconocidas por su contenido fendlico: 6% de avellanas (10,6 ug/g), 0,8% de curuba
(15,5 ug/g), extracto de ajo (40 ug/g), 20% de agraz silvestre (60 ug/g) o 2% de té negro
(370 pg/g) (Bertolino et al., 2015; Muniandy, Shori, & Baba, 2015; Sanchez, Sepulveda, &
Rojano, 2013; Shori & Baba, 2014; Zapata, Sepulveda-Valencia, & Rojano, 2015). Este
mismo analisis comparativo no se desarroll6 con la actividad antioxidante, dado que el
uso de sustancias de referencia y técnicas es amplio y diverso entre los estudios de

bebidas lacteas fermentadas con inclusion de matrices vegetales. Por la técnica DPPH,
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se reporta 0,138 mmol de trolox/kg para un yogurt con extracto de curuba (Sanchez
et al., 2013), 0,265 mmol de trolox/kg para un yogurt saborizado con mortifio (Zapata

et al., 2015) y 0,101 mmol de trolox/kg para un yogurt con avellanas.

4.5 Determinacion y modelamiento de la vida util de los
productos seleccionados

La determinacion de la vida util del kumis y el yogur seleccionados estuvo sujeta al
andlisis sensorial, tanto de consumidores como de panelistas entrenados, a diferentes
tiempos en condiciones de refrigeracion (5°C), temperatura de almacenamiento
recomendada para bebidas lacteas. Cabe aclarar que dentro del plan de muestreo
planteado en la Tabla 3-2, no se evalu6 sensorialmente el octavo punto dado que no

cumplian criterios de calidad microbioldgica.

En el caso del yogur, se encontré que el punto en el cual los consumidores empiezan a
notar que la calidad del producto disminuye significativamente fue 5,6 sobre la escala
heddnica de 7 puntos. Al correlacionar la valoracion promedio dada por los consumidores
con la valoracion promedio de acidez dada por los panelistas entrenados, se encuentra
gue ésta se corresponde con una intensidad de acidez en escala no estructurada de 1,58

(Figura 4-15). Dicho valor corresponde al valor limite de aceptabilidad o punto de corte.

Figura 4-15: Determinacion del punto de corte en el estudio de vida uatil del yogur
desarrollado almacenado a 5°C.

7 -

R2=0,817

Aceptabilidad (panel de
consumidores)

0 1 2 3 4 5 6 7

Intensidad acidez (panel entrenado)
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La intensidad en la acidez evaluada por el panel entrenado en funcion del tiempo de
almacenamiento se ajustd a una cinética de primer orden como se muestra en la Figura
4-16, donde es linealizada la funcién al tomar el logaritmo natural del cociente entre la
acidez (A) y la acidez inicial del producto (Ao). Al interpolar el punto de corte calculado
anteriormente, se obtiene que la vida atil de yogur con inclusion de 5% de polen
fermentado es de 23 dias con un intervalo de confianza (a=0,05) entre 19 y 27 dias.

Figura 4-16: Determinacién del tiempo de vida Gtil sensorial a 5°C de yogur con inclusién

de 5% de polen fermentado con intervalos de confianza del 95%
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De manera analoga para el kumis con inclusion de polen fermentado, los consumidores
notaron que la calidad del producto disminuia significativamente cuando la valoracion
sobre escala hedénica de 7 puntos estaba por debajo de 5,13. La correlacion de la

valoracion de los consumidores con la valoracion de los panelistas entrenados (

Figura 4-17) arrojé un punto de corte sobre la escala no estructurada de 3,31 y de 2,56

para cada uno de los lotes evaluados.

Figura 4-17: Determinacion del punto de corte en el estudio de vida de kumis

desarrollado almacenado a 5°C para cada lote evaluado.
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R2=0,832

Aceptabilidad (panel de
consumidores)

0 1 2 3 4 5 6 7
Intensidad acidez (panel entrenado)

La acidez evaluada por panel entrenado en funcion del tiempo de almacenamiento se
ajusté a una cinética de orden cero. Al interpolar el punto de corte calculado, se obtiene
que el producto tiene una vida util de 22 dias con un intervalo de confianza (a=0,05)
comprendido entre 21y 26 dias (Figura 4-18).

Figura 4-18: Determinacién del tiempo de vida Util sensorial a 5°C de kumis con inclusion

de 5% de polen fermentado con intervalos de confianza del 95%
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Los tiempos de vida util encontrados en condiciones de refrigeracion para los productos
con inclusion de 5% de polen fermentado, de 23 dias para el yogur y 22 dias para el
kumis, estd en concordancia con bebidas lacteas fermentadas saborizados con
diferentes matrices vegetales que reportan en literatura cientifica duraciones entre 18 y

31 dias de almacenamiento bajo condiciones similares (Al-Kadamany et al., 2003; Cruz
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etal.,, 2010; Curia et al., 2005; Fernandes etal., 2016; Mataragas et al.,, 2011;
Supavititpatana & Wirjantoro, 2010)

4.5.1 Modelamiento de la vida atil bajo condiciones aceleradas

El establecimiento de constantes cinéticas y modelos matematicos de deterioro

fisicoquimico que permitan predecir la vida util de los productos desarrollados se baso en

el seguimiento del pH, la acidez titulable (expresada como porcentaje de acido lactico) y

el conteo en capa profunda de mohos y levaduras. Se aclara que también se realiz

seguimiento de coliformes totales en los productos, pero no se presentd crecimiento de

estos microorganismos de forma tal que permitiria realizar un modelamiento como factor

de deterioro. Los resultados del seguimiento realizado en funcién del tiempo de

almacenamiento para el yogur con inclusién de polen fermentado se resume en la Tabla

4-9.

Tabla 4-9: Seguimiento de pH y acidez titulable (%acido lactico) en yogur con inclusién

de 5% de polen fermentado

Temperatura | Tiempo pH Acidez (% acido | Mohos y levaduras
(°C) (dias) lactico) (UFC/9g)

0 4,267+0,021 ¢ 1,025+0,018? 10+5°

7 4,225+0,018 # 1,031+0,025% 801542

14 4,176+0,042 @ 1,021+0,0172 15472

21 4,239+0,077° 1,034+0,019% 200+41°

° 27 4,202+0,019° 1,064+0,033% 500+111°

33 4,198+0,057 ¢ 1,107+0,0922 1200+141°2

38 4,278+0,028° 1,114+0,109% 2950+71°

42 4,286+0,023° 1,111+0,2472 8850+415?

Valor-p 0,181 0,737 0,046

0 4,234+0,041° 1,030+0,011% <3?

3 4,232+0,017° 1,137+0,0922 27+13°

7 4,198+0,001° 1,209+0,032? 424242

10 4,197+0,004° 1,198+0,008? 117+52°

20 13 4,119+0,004 % 1,209+0,015% 43504982

15 4,153+0,011° 1,223+0,028? 4850+134°

16 4,109+0,099 ¢ 1,211+0,0172 6700+99°

20 4,171+0,001° 1,440+0,361% 82001566 %

Valor-p 0,060 0,407 0,049
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0 4,383+0,040°2 0,923+0,046 2 <32

1 4,386+0,0332 0,939+0,004 2 <32

1,5 4,268+0,003 2 1,113+0,007 2 <32

35 2 4,189+0,029°2 1,158+0,022 % <32
2,5 4,168+0,061°2 1,203+0,016% <3?

3 4,157+0,0112 1,331+0,033% <32

3,5 4,149+0,0082 1,390+0,032% 15+7°2

4 4,142+0,0032 1,469+0,036% 35+21°

Valor-p 0,081 0,041 0,038

Promedios en la misma columna y una misma temperatura con la misma letra (superindice) indican que no
existe diferencias significativas mediante prueba de Kruskal-wallis, a=0,05. X + DS, n=3

A nivel fisicoquimico se establecio la acidez como factor de deterioro; la variable pH no
tuvo un tendencia clara en funcién del tiempo de almacenamiento. Al modelar este factor
por medio de modelos cinéticos de orden cero, uno y dos (Ec. 2.1), el mejor ajuste se
obtuvo para una cinética de orden cero como se muestra en la Figura 4-19, con las
constantes cinéticas que se resumen en la

Tabla 4-10.

Figura 4-19: Ajuste de la acidez como factor de deterioro fisicoquimico en yogur
desarrollado a 5, 20 y 35°C.
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35°C

Tabla 4-10: Constantes de reaccion en funcién de la temperatura en cinética de deterioro

fisicoquimico de yogur con inclusion de polen apicola fermentado.

Temperatura (K) | Constante de reaccion (%acidez/dia)

278 0,0025
293 0,0144
308 0,1466

Linealizando la expresion de Arrhenius dada por la Ec. 2.2. y graficando las constantes
de reaccion de deterioro en funcién de la temperatura (Figura 4-20), se obtiene para la
cinética de deterioro fisicoquimico del yogur que la energia de activacién fue de 96,30
kJ/mol. Dicho valor esta en concordancia con otras publicaciones donde se ha modelado
el tiempo de vida util de yogures con adicion de oligofructosa con la acidez titulable como
factor de deterioro (E;=74,8 kJ/mol) (Gualdron & Gonzalez, 2013), resulta ser mas
estable que un yogurt base modelado a partir del analisis sensorial hedoénico como factor
de deterioro (E,=46,9 kJ/mol) (Al-Kadamany et al., 2003) y menos estable frente a
cambios de temperatura que un yogurt con inclusién de frutas donde el crecimiento de
mohos y levaduras fuera el parametro de modelamiento (E,=214,8 kJ/mol) (Mataragas
et al., 2011)

Figura 4-20: Ajuste lineal del modelo de Arrhenius de la cinética de deterioro

fisicoquimico de yogur
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El deterioro microbiolégico del yogur bajo las mismas condiciones de almacenamiento
tuvo un comportamiento exponencial, ajustandose a una cinética de reaccion de primer
orden a 5 y 20°C que supera el limite maximo establecido en la normatividad (Figura
4-21) tras 27 y 10,6 dias respectivamente. Como se puede observar en la Tabla 4-9, el
producto a 35°C no tuvo crecimiento de mohos en el periodo evaluado. Se podria pensar
gue a altas temperaturas no se ve favorecido el crecimiento de mohos y levaduras,
teniendo en cuenta que son microorganismos mesofilos cuya temperatura éptima de
crecimiento se encuentra entre los 15 y 30°C (Madigan et al., 2010). Otra hipétesis es
gue la fase lag a esta temperatura sea de 3,5 horas, tiempos después del cual se

empieza a tener un crecimiento de estos microorganismos.

Figura 4-21: Ajuste del crecimiento de mohos y levaduras como factor de deterioro

microbiol6gico en yogur a 5 y 20°C respecto a limite normativo (linea roja)
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Dado que a nivel microbiol6gico solo fue posible obtener dos constantes de reaccidén no
es posible modelar la dependencia de la cinética de reaccion en funciébn de la
temperatura por medio de la ecuacion de Arrhenius. Expresando la dependencia de la

cinética de reaccion con la temperatura por medio del térmico Q,5s, Se tiene que:

k|20 0,4119 Ln (mohos)/dia
le — |20 C — ( )/ — = 2,68 (41)
K|soc 0,1537 Ln(mohos)/dia

Luego se podria estimar el tiempo de vida util del producto a una temperatura mayor, por
ejemplo 35°C, dado que la velocidad de reaccion es inversamente proporcional al tiempo.

Dado que el limite maximo permisible de mohos y levaduras para bebidas lacteas
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fermentadas esta dado en la normatividad como 500 UFC/g, en la Figura 4-19 se puede
fijar el tiempo de vida Gtil microbioldgico del producto almacenado a 20°C en 10,6 dias.
Luego a partir de la Ec. 2.4 se tiene que la vida util del producto estimada a 35°C esta

dada por:

_ tvidautitl2o°c _ 10,6 dias _ ,
tyida utitl3soc = 015 =" Ses 4,0 dias (4.2)

En cuanto al estudio de vida util del kumis con inclusion de 5% de polen apicola, el
seguimiento de variables fisicoquimicas y microbiolégicas se resumen en la Tabla 4-11.

Tabla 4-11: Seguimiento de pH y acidez titulable (%acido lactico) en kumis con inclusion

de 5% de polen fermentado

Temperatura | Tiempo H Acidez (% Mohos y levaduras
(°C) (dias) P acido lactico) (UFC/9)

0 4,271+0,026°2 1,060+0,029 % 20+12°

7 4,148+0,104° | 1,059+0,008° 100+69°

14 4,236+0,037° 1,076+0,021° 130+24°

5 21 4,004+0,012° 1,079+0,006 # 200+59°

27 4,072+0,114°2 1,107+0,028° 350+35°

33 4,225+0,011°2 1,103+0,008 % 800+71°

38 4,25+0,006% | 1,155+0,050° 9000+283?

42 4,145+0,099°2 1,180+0,169% 12500+707 ?

Valor-p 0,113 0,262 0,064

0 4,335+0,037°%| 0,972+0,035° <3

3 4,312+0,0252 1,008+0,027 % 100+15%

7 4,269+0,050°% | 1,076+0,053° 130+0?

20 10 4,250+0,028° 1,110+0,046° 150+71°%

13 4,197+0,024°2 1,094+0,025% 2750+354 2

15 4,203+0,065°% | 1,126+0,095° 3950+212°

16 4,222+0,0142 1,102+0,043% 14150+1485°%

20 4,266+0,045° 1,177+0,003% 202500+2121°

Valor-p 0,060 0,147 0,045

0 4,490+0,005? 0,862+0,023° <3

1 4,383+0,037°% | 0,930+0,016° <3

35 15 4,281+0,034° 1,098+0,029? <3

2 4,144+0,130°% | 1,153+0,024° <3

2,5 4,282+0,190° | 1,183+0,007° <3
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3 4,128+0,074% | 1,321+0,0292 <3

3,5 4,162+0,005% | 1,373+0,0072 10452

4 4,045+0,004% | 1,468+0,007 2 65+492
Valor-p 0,102 0,038 0,082

Promedios en la misma columna y una misma temperatura con la misma letra (superindice) indican que no
existe diferencias significativas mediante prueba de Kruskal-wallis, a=0,05. X £ DS, n=3

De manera analoga para modelar la cinética de deterioro fisicoquimico del kumis a partir
de la acidez titulable, el mejor ajuste se obtuvo para una reaccion de orden cero para las
tres temperaturas trabajadas (Figura 4-22), mientras que el deterioro microbiolégico se
ajusto a una cinética de primer orden para el almacenamiento a 5 y 20°C (Figura 4-23).

Figura 4-22: Modelamiento de acidez como factor de deterioro fisicoquimico en kumis

desarrollado en funcién de la temperatura de almacenamiento
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Figura 4-23: Ajuste del crecimiento de mohos y levaduras como factor de deterioro

microbioldgico en yogur a 5y 20°C respecto a limite normativo (linea roja)
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En asi que para el deterioro fisicoquimico del kumis las constantes cinéticas a las tres
temperaturas de almacenamiento trabajadas se muestran en la Tabla 4-12 y se ajustan al
modelo de Arrhenius linealizado en la Figura 4-24 con una energia de activacion de
95,62 kJ/mol.

Tabla 4-12: Constantes de reaccidon en funcion de la temperatura en cinética de deterioro

fisicoquimico de kumis con inclusion de polen apicola fermentado.

Temperatura (K) | Constante de reaccion (%acidez/dia)
278,15 0,0027
293,15 0,0091
308,15 0,1560

Es claro que los procesos de acidificacion, al igual que en el almacenamiento de yogur,
se ven favorecidos a medida que aumenta la temperatura de almacenamiento y por lo
tanto la constante de la reaccion. Este comportamiento era de esperarse dado que a
medida que aumentamos la temperatura de trabajo, nos acercamos a las condiciones

optimas de incubacién de las bacterias acido lacticas presentes en la bebida.

Dado que no existe un limite maximo permisible para la acidez en bebidas lacteas
fermentadas que nos permita establecer un tiempo de vida Util Gnicamente a partir de

esta variable, la determinacién debe realizarse correlacionando otras variables.
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Figura 4-24: Ajuste lineal del modelo de Arrhenius de la cinética de deterioro
fisicoquimico de kumis
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A nivel microbiolégico el producto es apto para su consumo en un periodo de 23,52 dias
(a 5°C) y 9,52 dias (a 20°C) cuando el producto cuenta con una acidez titulable de
1,104% y 1,073%, respectivamente. De esta manera, se puede predecir el tiempo de vida
atil de los productos a partir del ajuste de los datos experimentales (ver Figura 4-22) y la
acidez inicial (Ao, expresada como %4acido lactico) de acuerdo a la Ec. 4.3 y la Ec. 4.4

cuando el producto se almacena a 5°C y 20°C respectivamente.

1,104—4¢

tutitlsoc(dias) = 0.0027

(4.3)

1,073-4¢

tutitl20°c(dias) = 0,0091 (4.4)

Otra alternativa seria conocer el tiempo de vida util del producto a una temperatura de
almacenamiento diferente. Bajo el supuesto que se desee conocer cual seria la vida util
del kumis al dejarlo a temperatura ambiente promedio de la ciudad de Bogota (14°C o

287,15 K), se podria estimar la constante de reaccion (k) de acuerdo al modelo

linealizado de Arrhenius como sigue :

1
287,15 K

Ln(k) = —11500,9141 +351423 = —491 ~  k|yuec = 0,0074 L2c4ez (4.5)
dia
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Relacionando la constante de reaccion calculada teéricamente con una constante de

reaccion calculada experimentalmente por medio del parametro Q tenemos que:

_klz0oc  0,0091 %acidez/dia

= = =1,23
kligec  0,0074 %acidez/dia

Qs

Luego el tiempo de vida estaria dado por:

tvida utitliacc = Q6 * tyiga utitlz0°c = 9,52 * 1,23 = 11,7 dias (4.6)



5. Ficha técnica de elaboracion de bebidas
lacteas fermentadas con inclusidon de polen
fermentado.

ANTECEDENTES.

Las tendencias observadas en el consumidor actual estan orientadas a la obtencion de
nuevos productos que aporten a una vida mas saludable, razén por la cual alimentos de
alto valor nutricional o que reporten propiedades bioactivas cobran fuerza. De estos
productos cabe destacar los productos lacteos fermentados (queso, yogur, kumis) y los
cereales que reportan propiedades benéficas para combatir enfermedades
cardiovasculares, ciertos tipos de cancer, alergias, problemas intestinales, entre otros
(Branco et al., 2014).

El polen apicola, “alimento producido a partir de la aglutinacion del polen de las flores
efectuado por abejas pecoreadoras mediante néctar y sus propias sustancias salivares,
gue el hombre utiliza tras su recoleccién en los cazapolenes y subsiguiente elaboracién
(secado, limpieza y envasado)” (Peris, 1984, citado por Baldi Coronel, Dall’'Oglio,
Lezcano, Berna, & Yafiez, 1999), reporta en literatura no cientifica infinidad de efectos y
amplios beneficios derivados de su consumo. Entre ellos cabe destacar el mejoramiento
del sistema digestivo, en el rendimiento de atletas, de la vitalidad, en el apetito, en el
contenido de hemoglobina y como afrodisiaco. También se le atribuyen efectos positivos
en el tratamiento de diversos tipos de cancer, resfriados, acné, anemia y de desérdenes
nerviosos y endocrinos (Krell, 1996). En cuanto a composicién, se ha reportado en
diversos estudios la calidad nutricional del polen, como excelente fuente de proteina,
carbohidratos, fibra, vitaminas y minerales (Almeida-Muradian et al., 2005; Fuenmayor
et al., 2014; Herbert & Shimanuki, 1978).
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La literatura correspondiente a la adicibn de polen fermentado en bebidas lacteas
fermentadas es practicamente nula, ya que no se tenia un procedimiento estandarizado
claro para la obtencién del polen en condiciones estables tras un proceso fermentativo.
Sin embargo, se ha reportado la adicion de polen apicola seco o fresco en este tipo de

matrices.

En el Instituto de Ciencia y Tecnologia de Alimentos de la Universidad Nacional de
Colombia Sede Bogota se ha desarrollado la inclusion de polen en diversas matrices
como pulpas, salsas de frutas, barras con cereal y bebidas fermentadas de soya y leche
semidescremada (Longo Ordofiez, 2012, 2013). A excepcion de las bebidas fermentadas
de soya y leche semidescremada, ninguno de estos alimentos tiene un efecto probiético
en humanos, como lo tienen las bebidas lacteas fermentadas (Lomova, Narizhnyi, et al.,
2014).

Se reportan en la literatura estudios donde se evaluaron caracteristicas fisicoquimicas y
microbiol6gicas de yogures producidos con cultivos probiéticos (Bifidobacterium sp.)
saborizados con miel y con la adicién de polen en proporciones de 0%, 2,5%, 5%, 7,5% y
10%, obteniendo un producto de caracteristicas reoldgicas propias de este tipo de
matrices, ademas de cumplir con la normatividad brasilera referente a bebidas lacteas

fermentadas (Branco et al., 2014).

Lomova y colaboradores han estudiado el efecto de la inclusion de productos apicolas,
como fuente natural de componentes bioactivos, sobre la consistencia y la acidez de
yogur, obteniendo un producto aceptable bajo los parametros de estudio con la adicién
de 5% de miel de acacia, 0,2% de jalea real congelada y 0,15% de polen molido (tamafio
de particula 5 — 10 um) (Lomova, Snezhko, et al., 2014). También se evalud la inclusién
de polen seco molido con diferentes contenidos de humedad (2%, 4%, 6%, 8% y 10%)
tratado con lamparas de luz UV como tratamiento antimicrobiano que aseguré la calidad

microbioldgica del producto final (Lomova et al., 2014).

Pop y colaboradores han investigado el efecto de la inclusién de polen, semillas de chia y

ardndanos en las caracteristicas fisicas y probidticas del yogur, concluyendo que la
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adicion de polen (1%) y arandanos mejoran la viabilidad de las bacterias acido-lacticas

en el periodo de vida util del producto (Pop et al., 2014).

Yerlikaya estudio el efecto de suplementar bebidas lacteas fermentadas con polen
comercial proveniente de Turquia, sobre las propiedades antimicrobianas, quimicas,
reoldgicas, sensoriales y la viabilidad de cultivos probitticos. Para tal fin estudid la
adicion de polen en concentraciones de 2,5, 5, 7,5, 10 y 20 mg/mL, detectando inhibicién
en el crecimiento de S. thyphimurium y E. coli cuando se trabajo con concentraciones de
polen superiores a 10 mg/mL. En términos generales se encontré un efecto positivo
sobre las caracteristicas fisicoquimicas del producto y sobre la viabilidad de cultivos
probiéticos, aunque con un efecto negativo en su aceptacion (Yerlikaya, 2014).
Igualmente Rosero y Herrera estudiaron el efecto de la inclusion de miel y polen seco en
las caracteristicas fisicas, quimicas y sensoriales de yogur natural batido (Chacun &
Herrera, 2010).

En China se ha patentado una metodologia para producir un yogur funcional con adicion
de polen apicola entre 0,1% y 2% del peso total y un contenido de microrganismos
probidticos de 10° — 10° UFC/mL. En dicho procedimiento se asegura obtener un yogur
con una composicion nutricional y una vida util superior comparada con la composicién
nutricional y vida util respectivamente de yogures tradicionales. El procedimiento
patentado afirma que el producto obtenido tiene un sabor agradable y un gran valor

agregado (Wang et al., 2015).

Aunque actualmente se utiliza el polen fresco o seco como ingrediente en diversas
preparaciones, las ventajas de buscar un producto con inclusién de polen fermentado,
radica en la asimilacion de los nutrientes del polen por parte del ser humano (Herbert &
Shimanuki, 1978), ya que en el polen fresco algunos de sus nutrientes no pueden ser
aprovechados al ser ingeridos, particularmente en el caso de animales monogastricos,
debido principalmente a la resistente microestructura que recubre las particulas de polen
para proteger la célula generativa, conocida como exina (Quicazan, Parra, & Tobdn,
1990, Bell et al., 1983, Human & Nicolson, 2006, Fernandes-Da Silva & Serrao, 2000

citados por Fuenmayor, Quicazan, & Figueroa, 2011).
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ALCANCE

El presente documento establece las condiciones del proceso de elaboracion, control de
calidad y condiciones de almacenamiento de yogur y kumis entero con inclusion del 5%

de polen apicola fermentado.

FUNDAMENTO TEORICO.

* Fermentacion.

El término fermentacion denota la propagacion de microorganismos y la generacion de
productos bajo condiciones aerdbicas o anaerébicas. La secrecion de metabolitos desde
el interior de las células microbianas al medio circundante y su acumulacién se produce
como consecuencia de la oxidacion de monosacaridos, particularmente glucosa, tanto en

condiciones aerdbicas y anaerdbicas (Mosier & Ladisch, 2009).

Como técnica, la fermentacion se desarroll6 para conservar los alimentos con un bajo
requerimiento energético anterior al desarrollo de otras técnicas de conservacién como la
refrigeracion, congelacion y enlatado. Los ejemplos més extendidos de ésta han sido el
uso de bacterias del acido lactico para reducir el pH y el empleo de levaduras para

efectuar fermentaciones alcohdlicas (Bamforth, 2008).

En el area de la ciencia y tecnologia de alimentos, se han definido los alimentos
fermentados como “aquellos alimentos que han sido sometidos a la accion de
microorganismos 0 enzimas para que generen cambios bioquimicos deseables y una
modificacion significativa en el alimento”. Los procesos pueden hacer los alimentos mas
nutritivos o digeribles, mas seguros o desarrollar sus caracteristicas sensoriales
(Bamforth, 2008).

* Fermentacion lactica.

Se entiende por fermentacion lactica al bioproceso llevado por bacterias acido-lacticas
donde la energia celular se deriva de la fermentacion de carbohidratos para producir
acido lactico principalmente. Para ello, llevan a cabo dos posibles rutas: fermentacion

homolctica si produce lactato como producto mayoritario a partir de la degradacién de
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glucosa y fermentacion heterolactica si produce cantidades aproximadamente

equimolares de lactato, etanol / acetato, y diéxido de carbono a partir de glucosa.

Las bacterias acido-lacticas se caracterizan por generar un efecto inhibitorio a otros
microorganismos y ésta es la base para mantener la calidad y seguridad de gran
variedad de productos alimenticios. Los principales factores que contribuyen a esta
inhibicion son: bajo pH y produccion de bacteriocinas, etanol y diacetilo (Adams & Moss,
2000).

» Bebidas lacteas fermentadas.

Se entiende por bebida lactea fermentada al producto lacteo obtenido por medio de la
fermentacion de la leche, que puede haber sido elaborado a partir de productos
obtenidos de la leche con o sin modificaciones en su composicion, por medio de la accién
de microorganismos adecuados y teniendo como resultado la reduccién del pH con o sin
coagulacion (FAO, 2003).

Ciertas leches fermentadas se caracterizan por un cultivo especifico (o cultivos
especificos) utilizado en la fermentacién, aunque esto no implica que se puedan emplear

otros microrganismaos en el proceso.

Yogur
Se denomina yogur al producto lacteo pasteurizado obtenido por fermentacion lactica
mediante la accion de L. bulgaricus y S. thermophilus a partir de leche entera,
semidescremada o descremada fortificada o no con sélidos de leche. Pueden contener
compuestos prebioticos (Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia, 2006) al igual que
bacterias vivas benéficas, que al ser ingeridas favorecen la proteccién de la microflora
intestinal (cultivos probiéticos) como L. casei, L. acidophilus, Bifidobacterium spp., etc.
(ICONTEC, 2005). Se utiliza leche de cabra, de oveja o de yegua como materia prima,

aunque en el pais el mas extendido es el fabricado a partir de leche de vaca.

Kumis
El kumis, producto de origen ruso utilizado en gran medida en ese pais con fines

terapéuticos se produce con una fermentacion &cida y alcohdlica combinada,
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tradicionalmente a partir de leche de yegua aunque también se utiliza leche de vaca. La
fermentacion se lleva a cabo con una combinacion de L. delbrueckii subsp. bulgaricus y
levaduras que fermentan la lactosa. El producto final contiene 1,0-1,8% de acido lactico,
1,0-2,5% de etanol y diéxido de carbono. Este dltimo hace del kumis tradicional un

producto espumoso (Fernandes, 2009; Marth & Steele, 2001).

PROCESO DE ELABORACION

= Materias primas

A continuacion se realiza una descripcion de cada una de las materias primas
involucradas en la elaboracion de yogur y kumis con inclusion de polen fermentado,
acompafada de los requisitos fisicoquimicos, microbiolégicos y sensoriales segun

aplique para cada una.

Polen apicola

“El polen apicola es el resultado de la aglutinacion del polen de las flores efectuado por
las abejas pecoreadoras mediante néctar y sus propias sustancias salivares, que el
hombre utiliza tras su recoleccién en los cazapolenes y subsiguiente elaboracién

(secado, limpieza y envasado)” (Peris, 1984, citado por Baldi Coronel et al., 1999).

Para efectos del presente desarrollo, se empleara polen apicola libre de cualquier tipo de
impureza macroscopica (ramas, partes vegetales, larvas, insectos, fibras sintéticas), seco

(contenido de humedad menor al 6%) y sin signos evidentes de deterioro microbiol6gico.

Leche pasteurizada

Se entiende por leche pasteurizada al producto obtenido mediante proceso térmico en
flujo continuo o discontinuo, aplicado a la leche cruda o a la termizada, para destruir su
flora patégena sin alterar su valor nutritivo ni sus caracteristicas fisicoquimicas y
organolépticas. Para efectos del presente desarrollo, se puede emplear cualquier tipo de
leche entera pasteurizada que cumpla con los requisitos fisicoquimicos y microbiol6gicos
del decreto 616 de 2006 (Ministerio de la Proteccion Social, 2012).
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Agua potable.
Toda el agua involucrada en el proceso de produccion del yogur y del kumis con inclusion
de polen fermentado debe ser apta para el consumo humano, de modo que no se

comprometa la inocuidad ni el valor nutricional del producto terminado.

Para efectos del presente desarrollo, el agua a utilizar en la elaboracion debe cumplir con
todos los requisitos fisicos, quimicos y microbiolégicos segun las condiciones y limites
reglamentados en la Resolucion 2115 de 2007 (Ministerio de la Proteccién Social y de
Ambiente Vivienda y Desarrollo Territorial, 2007).

Azucar.
Se entiende por azUcar al producto sélido cristalizado constituido esencialmente por
sacarosa (99,5% min.), obtenido mediante procedimientos industriales apropiados y que
no ha sido sometido a proceso de refinacion, que cumpla con los requisitos
fisicoquimicos y microbiol6gicos establecidos en la NTC 611 (ICONTEC, 2004b). En el
presente desarrollo, el azlcar sera utilizada para ajustar el contenido de carbohidratos

totales a 9% en el producto terminado.

Hidroxido de sodio.
El hidréxido de sodio (NaOH) esté relacionado con el proceso de neutralizacion de la
mezcla agua:polen hasta lograr un pH cercano a 6,0, previa a la inoculacion de los
cultivos de bacterias acido-lacticas encargados de desarrollar la fermentacion acido-

lactica del polen.

En el presente desarrollo se trabajé con una solucién estandarizada de NaOH 1 N para

llevar a cabo la neutralizacion del sustrato agua: polen.

Cultivos de bacterias acido-lacticas.
Se empleara cultivo mixto liofilizado CHOOZIT MY800 LYO (Danisco, Dinamarca)
recomendado para la produccidon de yogures altamente viscosos, compuesto por una
mezcla de cepas seleccionadas (S. thermophilus, L. delbrueckii subsp. lactis y L.
delbrueckii subsp. bulgaricus) y cultivo mixto liofiizado CHOOZIT MA4001 LYO 5DCU (L.
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lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris, L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis, S.

thermophilus) recomendado para la produccion de kumis.

= Descripcién del proceso de elaboracién.

El proceso de elaboracién de yogur o kumis con inclusion de polen fermentado consta de
tres etapas de produccién: obtencién del polen fermentado, elaboracion de la bebida
lactea fermentada (yogur o kumis) e inclusion del polen fermentado en la bebida lactea

fermentada.

A continuacion se describen cada una de las etapas de produccion para la obtencién de
yogur o kumis con inclusion de un 5% de polen apicola fermentado con bacterias acido-
lacticas viables.

Dado que se trata de un proceso que se enmarca en el procesamiento de alimentos,
todos los equipos y utensilios nombrados involucrados deben estar en excelente
condiciones de limpieza. Posteriormente se debe realizar una desinfeccion de utensilios
tales como cucharones, recipientes y termémetros por inmersion en una disolucion de
cualquier desinfectante comercial o en agua hirviendo y dejando actuar por un periodo de
10 a 15 minutos; enjuagar con abundante agua para eliminar cualquier resto de

desinfectante que pueda tener efectos negativos sobre los procesos fermentativos.

Elaboracién de polen fermentado.

En la obtencion del polen fermentado se requiere de los siguientes equipos y utensilios:

e Olla a presién doméstica

e Bascula

e Balanza analitica

e TermoOmetro digital de punzon

o Estufa

e Bafio termostatico sin agitacion.

e Cucharén o espatula de acero inoxidable

¢ Recipiente para fermentacion con tapa (puede ser en acero inoxidable, material

plastico o vidrio grado alimenticio)
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Fijando una cantidad de polen apicola seco y limpio (my,.., €n gramos) como base de

célculo se procede como sigue:

1)

2)

3)

4)

Pesar la cantidad de polen apicola fijada (my...,) €n olla a presion limpia y
desinfectada.

Adicionar un peso equivalente de agua potable al recipiente donde se tiene el
polen apicola y mezclar con ayuda de un cucharon, espéatula o cualquier utensilio
equivalente hasta lograr una mezcla homogénea.

Neutralizar la mezcla resultante adicionando NaOH 1 N estandarizado hasta
lograr un pH de 6,0 £ 0,1. Anotar el volumen de hidroxido de sodio adicionado
(Vaom)-

Adicionar agua potable a la mezcla agua:polen neutralizada de modo que se
obtenga una relacion final agua: polen de 2:1: La cantidad de agua potable a

adicionar se calcula como:

Agua potable adicional (g) = Mpgien — 0,04 * Vygon

Donde m, .., €s la cantidad de polen pesado (g) en el numeral 1) y Vy,oy €l volumen de

NaOH 1 N (mL) adicionado en el numeral 3).

5)

6)

7

8)

Colocar la tapa a la olla a presiéon y calentar en estufa hasta observar la primera
liberacion de vapor. Colocar la fuente de calentamiento en bajo/minimo y dejar
reposar durante 10 minutos.

Liberar la presibn remanente en la olla a presion, quitar la tapa y enfriar
subitamente la mezcla agua:polen hasta 43°C por inmersion de la olla en agua
con hielo (0 -4 ° C).

Adicionar 0,016 g del cultivo CHOOZIT MY800 por cada litro de mezcla y
homogenizar con ayuda de un cucharon, espéatula o cualquier utensilio
equivalente. Previa a la adicion del cultivo, éste debe estar a temperatura
ambiente.

Envasar la mezcla agua-polen neutralizada, tratada térmicamente e inoculada en

recipientes de fermentacion y tapar.
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9) Ubicar los recipientes de fermentacion en bafio termostatico a 42+1 °C durante 30
horas sin efectuar agitacién del producto
10) Retirar los recipientes de fermentacién del bafio termostatico, dejar enfriar a

temperatura ambiente y almacenar en condiciones de refrigeraciéon (4 °C).

En la Figura 5-1 se resume a modo de diagrama de flujo el proceso de elaboracion de
polen fermentado.

Figura 5-1: Diagrama de flujo para la elaboracion de polen fermentado.

’ N
{ NaOH1N
" /

.
( Agua potable\ v v
\\ Mezcla Neutralizacién Ajustar relacién fiRlemiShicyeimics

. P — ) ., —» enollaapresién
B R agua:polen (1:1) apH6,0+£0,1 agua:polen (2:1) .
. 10 min

/Polen aplcola\ '

‘\geco y Iimpiy

Incubacion noglacion Enfriamiento subito
‘ o <€«— CHOOZIT MY800 '« o
v 43+1 °C, 30 horas 43 °C
0,016 g/L
Envasado y
almacenamiento
4°C

Polen
fermentado

Elaboracién de bebida lactea fermentada (yogur o kumis).
El proceso de elaboracién de yogur o kumis aqui presentado parte de leche de vaca
entera pasteurizada comercial. En el proceso descrito a continuacion, se requiere de los
siguientes equipos y utensilios.

¢ Recipiente en acero inoxidable
e Bascula

¢ Balanza analitica

e Termdémetro digital

¢ Estufa
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¢ Bafio termostatico sin agitacion.

¢ Cucharén o espatula de acero inoxidable

¢ Recipiente para fermentacién con tapa (puede ser en acero inoxidable, material
plastico o vidrio grado alimenticio)

Fijando como base de calculo la cantidad de leche utilizada para la produccién de yogur

(Myecne €N gramos) se procede como sigue:

1)

2)

3)

4)

5)
6)

7

Pesar la cantidad de leche fijada (m;..ze) €n un recipiente de acero inoxidable
limpio e higienizado

Pesar y adicionar 5,45 g de azlcar blanca comercial por cada 100 g de leche
pesada en el numeral 1). Mezclar con ayuda de un cucharon, espatula o cualquier
utensilio equivalente hasta lograr una mezcla homogénea.

Aplicar tratamiento térmico a la mezcla de leche con azlucar a 85°C durante 15
minutos y enfriar stbitamente a 43 °C

Inocular la mezcla con 0,016 g/L del cultivo mixto comercial CHOOZIT MY800 y
homogenizar con ayuda de un cucharon, espatula o cualquier utensilio
equivalente limpio y desinfectado.

Incubar a 42°C £+ 1 °C durante 5 horas

Romper el coagulo generado en el proceso fermentativo mediante agitacion
suave y continua hasta la desaparicion de grumos. El producto obtenido
corresponde al yogur base.

Dejar enfriar lentamente el yogur y almacenar en condiciones de refrigeracion
(4°C).

De manera analoga se da la produccion del kumis, cambiando el cultivo lactico inoculado

(CHOOZIT MA4001) y la temperatura a la cual se da el proceso fermentativo (37+£1°C).

El diagrama de flujo relacionado a la elaboracion del yogur y kumis base, se muestra en

la Figura 5-2.
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Figura 5-2: Diagrama de flujo para la elaboraciéon de yogur o kumis base.

eche de vaca
entera UHT

Adicion 5,45 g Ly Tratamiento térmico Ly Enfriamiento subito
azlcar / 100 g leche 85°C, 15 min 42 °C
Azlcar |
\Z v
Inoculacién CHOOZIT Inoculacion CHOOZIT
MY800 0,016 g/L MA4001 0,016 g/L
Fermentacion Fermentacion
43+1 °C, 5 horas 3741 °C, 5 horas
Rompimiento Rompimiento
de coagulo de coagulo
Envasado y Envasado y
almacenamiento 4°C almacenamiento 4°C
Yogurt base Kumis base

Inclusién de polen fermentado en bebida lactea fermentada.
Esta fase del procedimiento corresponde a la inclusion de 5% del polen fermentado en
las bebidas lacteas fermentadas base. Para tal fin, se toma como base de calculo la
cantidad de bebida lactea con inclusién de polen fermentado que se quiere obtener

(Mproaucto) Y S€ desarrolla el procedimiento descrito a continuacion:

1. Determinar la cantidad de bebida lactea fermentada (kumis o yogur) y de polen

fermentado como:
Mpebida lactea fermentada = 0195 * mproducto

mpolen fermentado = 0,05 * mproducto

2. Adicionar las cantidades de bebida lactea fermentada y de polen fermentado
calculados en el numeral 1) en un recipiente limpio e inocuo.

3. Mezclar de forma homogénea y continua hasta obtener el producto de interés.
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En la Figura 5-3 se muestra el diagrama de flujo para la inclusién de polen fermentado en

yogur y kumis.

Figura 5-3: Diagrama de flujo para la produccion de yogur y kumis con inclusion de polen

fermentado.
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EMPACADO Y ALMACENAMIENTO DEL PRODUCTO.

Por disposicion de la normatividad colombiana, los derivados lacteos higienizados, con
destino al consumo publico directo, deben distribuirse en envases de material atoxico,
inalterables al contacto con el producto, de modo que eviten la contaminacién externa y
permitan la refrigeracién, cuando sea del caso. Los envases para los derivados lacteos
deberan garantizar la proteccion del producto y mantener las caracteristicas
organolépticas, fisicoquimicas y microbiol6gicas del mismo durante su vida util (Ministerio
de salud, 1986).

Se recomienda envasar o empacar productos derivados lacteos en plastico sanitario,
carton parafinado o encerado, carton plastificado, vidrio, diferentes laminados de papel,

aluminio y plastico (Tetrapack®), hojalata estafiada o aluminio con laca sanitaria.

De acuerdo a los lineamientos dados y siguiendo las tendencias del mercado, los
productos finalizados serdn almacenados y distribuidos en recipientes de poliestireno
(PS) con tapa hermética conservando la cadena de frio a temperatura de refrigeracion (2

a 4°C), en su almacenamiento, transporte, distribucién y comercializacion.
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Etiquetado.

De acuerdo a la Resolucion 5109 de 2005, por la cual se establece el reglamento técnico
sobre los requisitos de rotulado o etiquetado que deben cumplir los alimentos envasados
y materias primas de alimentos para consumo humano (Ministerio de la Proteccion
Social, 2005), se presenta un modelo de etiqueta para el yogur con inclusién de polen
apicola (Figura 5-4) y para el kumis con inclusion de polen apicola (En los productos
desarrollados se recomienda establecer una fecha de vencimiento de 21 dias siempre y
cuando sea envasado en recipientes herméticos y se conserve la cadena de frio.

Figura 5-5).

Figura 5-4: Modelo de etiqueta para yogur con inclusién de polen apicola fermentado

desarrollado.

INFORMACION NUTRICIONAL
Tamafio de laporcién  1vaso (200 ml)
Porciones por ervase 1
Yogurt con inclusion (Comador e : & @
Kilocalofias 80 [Kiocalorias de grasa 50 . ©
de polen apicola fermentado Svobroao®| £ oo E
; ) Grasa Total 5 g 8% £ X =
Alimento lacteo fermentado entero, con polen apicoia fermeniado Sodio 130 mg 5% . >_<, R
Carbohidratos totales 209 % w . >
Fibra dietana 19 4% o L
,.ﬁ) Azibcares 99
UNIV Ll{\ll) AD [Protoina 79 Te%
%8 NACIONAL
2 o) |)] (_()LU\HH A Wamina A 13% ViaminaC 0%
a-¥"~ SEDEBOGOTA .C;unn 21% Hiaro 4% s
sl e e ilmesios vemn Byt aritng s drockipamighicrdsmssebiltohlvnantey =q
depondersda de tus race ixdades ¢ skbont —
Caloias 2.000 2 500 =8
i . TODOSPORUN Geasa total  Meos de g 203
(®) COLCIENCIAS Grasasat Wwoos » %4 =
- NUEVO PA'S Colesterol M: )DO:q m:., =£
FAZ RQUIBAD | RDUCROON Sodio Moo e 2000mg 2400 mp —
Carb. totales 009 %y i
Fibsa Siotaria &g 203 -
cont' Neto 200 g :Ltﬁ:’g':c‘:;,:;;m:ma.n..z
INGREDIENTES: Leche entera higienizada, polen apicola fermentado (agua, polen apicola deshidratado, culfivos Iacticos), aziicar, estabilizan-
tes (almidon modificado, gelatina), fermento lactico (Streptococcus thermophilus, Lactobacilius delbrueckii subsp. Lachs y Lactobacilius del-
brueckii subsp. Bularicus). CONTIENE LACTOSA COMO COMPONENTE NATURAL DE LA LECHE. FABRICADO POR: Instituto de Cienda
y Tecnologia de Alimentos - ICTA. Cra 30 45-03 Ciudad Universitaria, Bogotad. INDUSTRIA COLOMBIANA. Registro sanitario RSAEX-
XXOOOK. AGITESE ANTES DE ABRIR. MANTENGASE EN CONDICIONES DE REFRIGERACION. Una vez abiero, consumase en el
menor tiempo posible
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polen apicola fermentado.

En los productos desarrollados se recomienda establecer una fecha de vencimiento de
21 dias siempre y cuando sea envasado en recipientes herméticos y se conserve la

cadena de frio.

Figura 5-5: Modelo de etiqueta para kumis con inclusion de polen apicola fermentado

desarrollado.

INFORMACION RUTRICIONAL
Tamario de laporcion 1 vaso (200 ml}
Porciones por envase
H H i Cantidad por porcion |
Kumls con lnCIUSIon Kilocalorias 80 | Kilocakorias de grasa 50 | g g
- h h
de polen apicola fermentado sveoroune®| £ o £
Grasa Total 5 g 8% E § E
Alimento lacteo fermentado entero, con polen apicola fermentado 50tio 130 mg 5% R s
C. totales 20g 7% . .
Floradetana 1 g 4% ol U
% UNIVERSIDAD feouea 9
A PRYIALL Proteina / o 14%
~ \
, NACIONAL
WA YE COLOMBIA vitamina A 13% Vilamina G 0%
» g SEDEBOGOTA Caldo __ 21% Hiero 4% m—
nstituts clencia *Los dowval H = "bazados enunadotade Sr—
tanr o 2000 ealorfaz. Suzvaboicz dznos puadon sar mayeras o maneros =N
dopendinde de sus neoaddades calédoa. _=8
Calofas 2.000 2.500 —
Grasatotal  Menszds 55 iy P
@ COLCIENCIAS mmg Grasa sat.  Memsde g 5y _':g
Colesterol NMencx de 200 m: 200
PAZ EQUIDAD EDUCACION Sodio WVrvae de 200 = a0 2 ﬁé
ot 200 mg 2400 mg —
Carb. totales 009 3mg —
Fibes dietasia g g -
Kicoakaias ama:
Cont. Neto 200 g eCraend slmbbibaie  oPvitsinad

INGREDIENTES: Leche entera higienizada, polen apicola fermentado (agua, polen apicola deshidratado, cultivos 1acticos), aziicar, estabilizan-
tes (almidon modificado, gelatina), fermento lactico (Lactococcus factis subsp. factis, Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis
subsp. lactis biovar diacetylactis, streptococcus thermophilus ). CONTIENE LACTOSA COMO COMPONENTE NATURAL DE LA LECHE.
FABRICADO POR: Instituto de Ciencia y Tecnologia de Alimentos - ICTA. Cra 30 45-03 Ciudad Universitaria, Bogota. INDUSTRIA COLOM-
BIANA. Registro sanitario RSAEXXXXXXXX. AGITESE ANTES DE ABRIR. MANTENGASE EN CONDICIONES DE REFRIGERACION. Una
vez abierto, consumase en el menor tiempo posible







6.Conclusiones y recomendaciones

6.1 Conclusiones

Se observé mejora en la calidad microbiolégica del polen apicola suministrado por
Apiarios los cerezos tras la implementacion del sistema de beneficio sugerido en
investigaciones anteriores. El polen de mayor calidad, tanto en impurezas como
microbioldgica, fue el que es limpiado Unicamente por el separador de impurezas tipo

ciclon.

Los resultados encontrados en la caracterizacion de impurezas macroscopicas
permiti6 generar una guia para determinar la calidad del polen a partir de estas

andloga a la propuesta canadiense para la evaluacion de granos y cereales.

A pesar de las mejoras en el procesamiento del polen por parte del proveedor, es
necesario la implementacién de tratamientos para mejorar la calidad microbiolégica
del producto. El polen tratado térmicamente en recipiente presurizado (80 kPa)
durante 10 minutos fue suficiente para reducir significativamente las cargas
microbiol6gicas y alterar la morfologia del grano antes de someterlo a procesos

fermentativos.

Las mejores condiciones fermentativas del polen inoculado con los cultivos lacticos
comerciales CHOOZIT MY800 LYO, CHOOZIT MA4001 y HOWARU Dophilus,
reflejadas en un mayor aumento de la acidez y mayor descenso de pH, se dieron
para la matriz acondicionada con una relacion masica final agua-polen de 2:1 en un
medio neutralizado con NaOH 1IN a pH 6,0. Las mayores acidificaciones se

obtuvieron con el cultivo HOWARU Dophilus.
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Al realizar seguimiento cinético de las bacterias lacticas viables y produccion de acido
lactico en los tratamientos con mejor rendimiento, se observé que el nimero de
colonias viables iniciaba en 5,0+0,2 unidades logaritmicas por gramo y aumentaba
hasta 6,6 en el cultivo HOWARU Dophilus, 7,8 en el cultivo MA4001 y 8,3 en el
cultivo MY800, con un descenso marcado de las poblaciones después de 30 horas,
posiblemente por la alta acidez del medio. Se establecié en 30 horas la duracién de
los procesos fermentativos de polen bajo las condiciones de trabajo.

Al realizar la inclusion del polen fermentado con cada uno de los cultivos comerciales
trabajados en bebidas lacteas fermentadas, se determind que los productos con
mayor potencial para un publico general son el yogur y el kumis con inclusion del 5%
de polen fermentado con cultivo CHOOZIT MY800. No se descartan otras mezclas
con potencial similar dirigidas a nichos de mercado especializados, por ejemplo,

vegetarianos y poblacién de la tercera edad.

La caracterizacion de los productos de mayor potencial muestran bebidas lacteas
fermentadas que cumplen con los requisitos establecidos en la normatividad
colombiana. Se destaca que los productos desarrollados no tienen colorantes,
estabilizantes o conservantes afiadidos y su aporte superior de compuestos
bioactivos frente al producto base y frente a otras formulaciones de yogur con

inclusiones de diversas matrices vegetales con reconocida capacidad antioxidante.

La determinacion del tiempo de vida Util de los productos desde el andlisis sensorial
ponderado de consumidores y panelistas entrenados permiti6 establecer una
duracion promedio de 23 dias para el yogur y 22 dias para el kumis desarrollado
siempre y cuando se conserven en refrigeracion (5°C). El almacenamiento del
producto a diferentes temperaturas (5, 20 y 35°C) permiti6 establecer diferentes
casos de estudio para el modelamiento y la prediccion de la vida util a diferentes

temperaturas.

El desarrollo logrado con esta investigacion qued6 resumida de forma sencilla y
pedagodgica a modo de ficha técnica, en aras de facilitar su difusién e implementacion

de la industria nacional en la pequefia y mediana escala.
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polen apicola fermentado.

6.2 Recomendaciones

En el desarrollo del trabajo surgen diversas posibilidades para continuar la investigacion

alrededor del polen fermentado. A continuacién se enumeran algunas de ellas.

= Evaluar la factibilidad de utilizar el polen apicola fermentado como in6culo de la leche
en los procesos productivos de bebidas lacteas fermentadas especificamente o como
parte de otros procesos de fermentacion acido-lactica.

= Comprobada la capacidad nutricional y bioactiva del polen, explorar la inclusién de

polen fermentado en otros alimentos como jugos de fruta, quesos o confiteria.






A.

Fichas técnicas de cultivos
comerciales empleados

PRODUCT DESCRIPTION - PD 2068754.0FR

CHOOZIT™ MY 800 LYO 25 DCU
CHOOZIT™ Cheese Cultures

Description

No. de produit 50574

Composition

Ferment lactique lyophilisé concentré pour
I'ensemencement direct du lait et des bases lactees.

Dosages d'utilisation

Produit Dose
Lait ferments 20 DCU / 100 1 de lait
Type Reblochon 5-8DCU/ 100 | delait
Fromages de spécialités 5-8DCU /100 | delait
Température : 42°C

Les dozes densemencement préconisées sont donnees a tre
indicatif. Des ferments suppiémentalres peuvernt 4tre rajoutes en
fonction de ia technciogie, du taux de matitres grasses et des
camciérstigues prodults recherchées.

Nore responsabliié ne senit Stre engapée dans le cas dune
utiisation autre que celie recommandée.

Conseils d'utilisation

Streptococcus thermophilus
Lactobaci#ius delbrueckil subsp. lacts
Lactobacius delbrueckii subsp. bulgancus

Propriétés

Conserver 3 une température < 4°C dans un endrodt
sec. Lorsque le produit est conserve 3 une
température négative, laisser le sachet pendant 30 3
60 minutes, atempelamtearrbsante avant de l'ouvrr.
Dans le cas contrare, les propriétés de Ia culturs en
seront affectées. Prolonger I'exposition 2 température
ambiante diminuera £galement les performances.
Vérifier avant utilisation que Ia culturs utlisée est sous
forme de poudre. Ajouter drectement au lait de
fabrication dés que les pales d'agitation de 13 cuve
sont recouvertes de lait. Eviter la formation de
mousse &t d'ar dans ke lait.

Recommandations importantes :

Si le produit forme une masse compacte, il doit étre
mis au rebut. Afin de garder la contamination

bactériophagique sous eontmie s'assurer que
l'environnement et les & ts soient nectoyes
avec des produits . 3 intervalles réguiers.

Supprimer tout systeme qul pourvan recycler une
partie du produt fini au début de lach.alne de
fabrication afin de kmiter la n phagique.
Non'eres:onsabineneseraneu'eengageeencas
d'une utilisation autre que celle recommandss.

- La forme lyophilisée facilite le stockage =t la
manutention des cultures.

- CHOOZIT™ MY 800 LYO 25 DCU est un melange
de souches sélectionnées pour fensemencement
direct des lats de fabrication. Ces souches ont &
spécialement choisies et associées pour répondrs 3
w§besomsentennesd‘amdtﬁcabon de texture et de

goit.
- CHOOZIT™ MY 800 LYO 25 DCU assure une
acidification rapide jusqu'a un pH 4.70 - 4.60 puis une
acidification plus lente pour un pH moins &leve. Ces
ractenstaquespemveﬁentunpzfaneonmedupH
pour une qualité de produit optimisée et constante.

Spécifications physiques/chimiques

Normes d'activite acidifiants

Milieu test :

Latt stérilis€ reconstitué (12% matiéres seches)
Chauffé 20 min 3 110°C. Standardisé 3 un pH 6,60

Températurs - 42°C
Taux d'ensemancement : 200DCU /1001
DeltapH : 1.00
Temps pour atteindre le delta pH : <= 3 heures

SOE fordbes wur him Uwwiux On recherthe of diveinpoement o sord, dans et ecfusd de nos confmsaanies

h:a_ Touteton, -:m-mmmmmwa-—-‘haﬁmnrumpwuhwl-o“n‘unmm-«mﬂm-

e uidaue de Fusage gois pedvolent de Teim de cos produts Les ddcieret

das zo

xiresas U Imolctn o le socidi I msute ssouhe

o gUCIOw et Uhe geraiie
L s-:-m
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Danisco Cutures

oy DANISCO
Page2i3 First you add knowledge ...
PRODUCT DESCRIPTION - PD 2068754.0FR No. de produit 50574

CHOOZIT™ MY 800 LYO 25 DCU
CHOOZIT™ Cheese Cultures

Specifications microbiologiques Seécurité et manutention
Normes bactériologiques (données standard et Fiche de Données de Sécurité disponible sur
meéthodes de référence) demande.

Coliformes <10/g(1]

enterococci <20/g2]

Lovmes <10/g 3] Statut Kasher
Moisissures <10/g[3]

Staphylococc coagulase postive <10/g4] KASHERO:UR

Listeria monocytogenes neg. /25 g (3]

salmonelize neg. /25 g [6] Statut Halal

[9] NF V08-01%, OF 73A-1385

[2] Géioze bile ezculne azide de sodium /48 h 8 37 °C Certfie Halsl AHA

3] NF V05-022, IOF 548-1331
[4] N= VO5-057, OF 135A-1337
[53 NF VD8-035, IOF 143A-1930

[6] N= V08-052, 1OF 238-1335 Allergénes
Le tableau ci-dessous indique ia présence des
Stockage allergénes et produts dérives suvants:
. s N B s Oul | Non |ANergénec cipticn cec
18 mois 3 compter de |3 date de production a <= 4°C . |cereaes ot
giuten
i X |crustaces
Conditionnement R
Sachets fabriqués en film 3 couches (polyéthyléne, X |pojeson
aluminium, polyester). Les informations suivantes sont % ki
imprimées sur chawe sachet : nom du produnt taille bl
de condtionnement, n® de lot et durée de vie. X :/iak gactose cius)
X |truts & cogues
X |coier
Quantite X |moutards
X |graines ge sézame
Cartons de transport contenant 50 sachets  |curt= stconyos o
soutre (> 10 mg%g)

Pureté et législation

Renseignements complémentaires

CHOOZIT™ MY 800 LYO 25 DCU répond aux
exigences défines par la légisiation européenns. certfie ISO 2001

Les réglementations d'étiquetage aiimentaires doivent
systématiquement étre consultées quant au statut de
ce produi ; la législation Bée 3 lutilisation dans
l'industrie alimentaire pouvant varer d'un pays 3
l'autre.

Les Sara celte pubik Sort fondim 30 hes rvedx e tecterche of divepoerment of sont dens Netet sctuel de nos conteaseiiie,
fatien Toutefon s Jtisateurs dohvent effectunt s 2ropoas easals ot de SEanmines si nos produls sont -dm- & s besoins spdciicurs of de dMink e
g jutdaun de Fusage guis préveient de falte de tos produls Les dens o doc N AUCLOE TR e e garanis
nrprasae ou Irplcie o e el RSN B n m-hmum




Anexo A. Fichas técnicas de cultivos comerciales empleados 105

Danizco Cutres
s g 'DANISCO

Page3/3 First you add knowledge ..
PRODUCT DESCRIPTION - PD 206875-4.0FR No. de produit 50574

CHOOZIT™ MY 800 LYO 25 DCU
CHOOZIT™ Cheese Cultures

Statut OGM

CHOOZIT™ MY B0O LYO 25 DCU n'est eompose
d‘ocgansmes geneoquemem modifiés, n'en content
ou n'en est issu selon les definitions établies par e
Reglement du 1820/2003 (CE), et le Réglement du
183072003 du Pariement Europeen =t du Consed du
22 Septembre 2003. En ce qui eomemelesmaneres
premieres susceptbles d'étre produites 3 partir
d'organismes génétiquement modifiés, nous avons
obtenus de nos foumisseurs des déclarations écrites
affirmant que les rrmeres premiéres ne proviennent
pas d'organismes genebquemem modfies selon les
définitions etablies par les fe@emenﬁs dela
communaute eurcpéenne mentionnes c-dessus.

N Sarm celle SO fondbed 3. NS Inevesx Se fectmrche of dhvebooermmnt of sl dans Nitel sctusl da NEs Connessnoes,
hh Toutedun, hnM)MM-vmgmu-“-Maﬂbmnlnmawuhmlmlmhmmmluﬂmb
et juddiaue de Fusage 9ot prdvainrt de faite de cas froduls Les dans cu o AUCUOE Mandre Uhe geranie
aprmsae ou lrpkete of le sCobi 1 Rkaene suCuSe Ltk e & «um
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cuzuwres{3danizco.com
wwa.danizco.com

Page 1/3

PRODUCT DESCRIPTION - PD 2070824.0EN

CHOOZIT™ MA 4001 LYO 25 DCU
CHOOZIT™ Cheese Cultures

Description

DANISCO

Firest you add knowledge .

Material no. 50430

Composition

Freeze-dried concentrated lactic starter for the direct
vat inoculation of milk and milk bases.

Usage levels

Product Dose
soft cheese 5- 10 DCU/ 100 ! of vat mik
sem-hard cheese 5- 10 DCU/ 100 | of vat mik
quark type 25-5DCU/ 100 1 of vat mik
sour cream 2.5-5DCU/ 100 I of vat mik
The quantities of Inocutation shouid be

guideines. Supplement cutures m-xberemmmenﬂmm
technoiogy, 8% content and prodiact propearties desired.
We do not accept any Iabisty i case of undue appiicaton.

Directions for use

Store at temperature < 4 °C in dry atmosphere. When
stored at negative temperature, keep the sachet at
room temperature for 20 to 80 minutes before
opening. If not, the parformance of the culture is
affected. Prolonged exposure at room temperature will
reduce . Check before use that the
culture is in powder form. Add directly to the
manufacturing milk as soon as the agitation blades of
the vat are coverad with milk. Avoid foam and air
introduction in the mik.

Important recommendations:

If the product has formed a solid mass, it should be
discarded. To keep bacteriophage contamnation
under control, ensure plant and equipments are
cleaned and disinfected with appropriate products at
regular intervals to limi bactenophage concentration
level. Avoid any system that brings back part of end
products to the beginning of the processing line in
order to limit phage propagation.

We do not accept any liability in case of undue
application.

Lactococcus lactis subsp. lactis

Lactococcus lactis subsp. cremons

Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis
Stmptocowus thermophilus

Sucvose
Maitodextrins

Properties

- Heterofermentative farmhouse culture with a
mesophilic predommnance.

- Direct vat inoculation.

- A phage altemative s avaiable on request

Physical/lchemical specifications
Quantitative/Activity standard

Test medium:
Steriised reconstituted milk {10% solids)
Heated 20 min at 110 *C. Standardisad to pH 6.80

Temperature: 30°C
Inoculation rate: 8.25DCU /1001
Deta pH: 0e
Time to reach the delta pH- <=8 hours

The n his potlcation s based on oul own reseerch end develcpmant work and & % the Sest of cur knowledpe relietie. Users should,
however, conduct el owe fasls 15 delaemine e AUtaity of sur products for Sielr own specific pupases and B lagel slatis fof thee Sriended use of the produes
Studermarts Cottaned fatath shouk! tod e cormdeed &3 & marandy of sty khd exgtessed of irpled, and to bty 5 scoepted for Sie ndiogeenend of any

petmity



Anexo A. Fichas técnicas de cultivos comerciales empleados 107

CULTURES DIVISION
culures@idanizco.com
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PRODUCT DESCRIPTION - PD 2070824.0EN

CHOOZIT™ MA 4001 LYO 25 DCU
CHOOZIT™ Cheese Cultures

DANISCO

First you add knowledge ..

Material no. 50430

Microbiological specifications Safety and handling
Microbiological quality control - standard values and MSDS is avaidable on request.
methods
Coliforms <10/g[1]
En oci <20/g[ Kosher status
Yeasts <10/g[3] |
Moulds <10/g[3] FOSEROUD
Staphyfococci coagulase positive <10/g[4]
Listeria monocytogenes neg./25g [5] Halal status
Saimonella neg./25 g [8]
[1] N V08015, IDF T3A-1385 AHA certified
[2} Geloze bile sxculine sodium azide / 43 hat 37 *
[3] NF VD8-022, 1DF 342-1381 Allergens
[4] NF VD8-057, IDF 145A-1557
Below table indicates the presence of the following
[53 NF VO8-035, 1DF 143A-195C allergens and produes thereof
[E] NF V08-052, IDF 332-1355
Yoz | No [Aliergenc [Decoription of ot

X |wheat

Storage x |omercersais
gimen

18 months from date of production at <=4 *C X [cruztacean sheimzn

X |egps

- X [%sh

Packaging X [peanutz
Sachets made with three layers of matenal x H:‘ ',':;w
(polyethylene, afuminium, polyester). The following % lacioze) used 23 fermentation nutrient™
information is printed on each sachet product name, X ot
pack sze, batch n® and shelf life. X |celery

X |mastard

= X |sesame seeds

Quantity oo soe s
Shipment cartons each containing 50 sachets = :::m" S0 Inaha)

X |moluscs

Purity and legal status

CHOOZIT™ MA 4001 LYO 25 DCU meets the
specification laid down by the EU legislation.

Labe! food regulations should always be consulted
concaming the status of this product, as legislation

* used as fermentation nutrient. Danisco has determined that
ferr muTients are outside the scope of U2 and EU food

Local reguiaion has alaays o be consuliad as alergen adeiling
reguirements may vary from counry to country.

regarding its use in food may vary from country to Additional information
SOUmEY. IS0 9001 certified
IS0 22000 cartified
Tiw n s putdoation i based on Suf own reaesch and developred work med i 1 the Dest of cur Ktuwiedge selletie Users shouds,

hoswever, comduct Dy own fesls 10 deleine the suladilty of cur produts fir thel e soecfic puposes aid Die legs stiius fof e ianded use of the predut
Sxmterments cortaned el shoukd bol Be comidersd e & wamandy of any kind excressed of impied, s 1o bty is sccepted for fim infriegeenent of any

peleta
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PRODUCT DESCRIPTION - PD 2070824.0EN

CHOOZIT™ MA 4001 LYO 25 DCU
CHOOZIT™ Cheese Cultures

GMO status

CHOOZIT™ MA 4001 LYO 25 DCU does not consist
of, nor contains, nor is produced fom genetically
modified organisms according to the definitions of
Regulation (EC) 1828/2003 and Regulation (EC)
1830/2003 of the European Parliament and of the
Counci of 22 September 2003.

The il nthe

cation i based on our own resesch mnd developrment work md I o the Best of cul khowledge

DANISCO

First you add knowledge .

Material no. 50430

Usens should,

eatie
hosever, conduct thad own Jeals 10 delseming the sLttalilly of our peodicts for thed dwh specific puposes and Hie legel slelus fof e rdended use of the predut
Eatemants corfansd hamin shouk! ot e comsdemd &3 & waranly of any kg exgressed o rpled, end fo lelslty s scoepted fof B indiegeenent of sy

peleriy
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Vaiid from: February 10, 2003

PRODUCT DESCRIPTION - PD 223810-2.0EN

HOWARU™ Dophilus LYO 40 DCU
HOWARU™ Premium Probiotics

Description

DANISCO

First you add knowledge ..

Purity and legal status

Material no. 1248156

Freeze-gned concentrated probiote culture for dairy
and beverages applications.

Directions for use

Disinfect opening area with ethanol (approx. 70 %)
before opening package. Cut open and add culturs to
process milk under aseptic condtions.

We do not accept any liability in case of undue
applicaton.

Composition

HOWARU™ Dophilus LYO 40 DCU meets the
specification laid down by the EU legislation.

Label food regulations should always be consulted
conceming the status of this product, as legisiation
regarding its use in food may vary from country to
country.

Safety and handling

Lactobacillus acidophius NCFM®

Microbiological specifications

MSDS is avalable on request.

Kosher status

Microbiological quality control - standard values and
methods

Examination of culture:

Cell count: >= {.0E+11/DCU
non-lactic acid bacteria < 100 / g [UM-0230]
enterobactenaceae <1/g[UM-031]
yeasts and moulds <10 /g [UM-017]
enterococci <10/ g [UM-033]
Staphylococcus aureus <1/g{UM-034]
Bacillus cereus® <10/ g [UM-041]
salmonellae’ neg. /25 g [UM-038]
listena® neg. / 25 g [UM-039]

“ not necessarly examined for £ach iot, but enzured by HACCS
system a3 weil as by piant and perscornel hygiene.

Storage

Dary Kosher

Halal status

18 months from date of production at <=-18 °C
8 months from shipment date 3t +4°C

Packaging

PE, PET. Al laminated foi

certified by Islamic Food Council of Europe
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Additional information

The values indicated in this document cormespond to
results from standardized laboratory tests. They
should be considered as guidelines. In practice, other
values are expacted depending on the type of product
and technology. Due to advances in technology and
continuous product improvement it may be necessary
to change standard values in the future.

GMO status

HOWARU™ Dophilus LYC 40 DCU does not consist
of, nor contains, nor is produced from genetically
modified organisms accerding to the definitons of
Regulaton (EC} 1828/2003 and Regulation (EC)
183072003 of the European Pariiament and of the
Councid of 22 September 2003.
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lacteas fermentadas

Evaluacidon sensorial en bebidas

La evaluacién sensorial de calidad en las bebidas lacteas con inclusion de polen apicola

se baso en la metodologia descrita por Zamora para la evaluacion de yogures naturales

saborizados de acuerdo a puntuaciones dadas en el intervalo de 1 a 5, siendo 1 la menor

y 5 la mayor, a parametros visuales, olfativos, gustativos y tactiles por parte de panelistas

entrenados (Zamora, 2007) haciendo uso del formato ilustrado en la

Figura B-1: Formato utilizado en la evaluacion sensorial de bebidas lacteas fermentadas

con inclusién de polen apicola

Nombre: Fecha:
INTENSIDAD DE
ATRIBUTO DEFECTOS - PERCEPCION PUNTAJE
(muy ligero — ligero — medio — marcado —
muy marcado)
Color
i (uniformidad/tipicidad)
Visual
Homogeneidad
Olfativo Calidad e intensidad del
olor
Intensidad del sabor
Gustativo | Dulzor
Acidez
Consistencia / viscosidad
Tactil

Granulosidad
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» Evaluacién visual.

Se evaluara caracteristicas visuales relacionadas con el color y la homogeneidad de la
muestra presentada. En este sentido el yogur/kumis en cualquiera de sus formas de
presentacion, debera tener aspecto de coagulo uniforme, libre de grumos y/o burbujas y
estard libre de suero separado. El producto con fruta debera tener aspecto caracteristico
con la fruta uniformemente distribuida. Respecto al color, el yogur natural debera tener
color blanco o ligeramente amarillento; los otros productos deberan tener el color
caracteristico para cada forma de presentacion.

= Evaluacion olfativa.

La evaluacion del olor en productos envasados se realizard abriendo o destapando el
envase en el momento en que éste se abre y aspirando por la nariz, centrando su
atencion en los atributos del modelo de evaluacién correspondiente (calidad e intensidad
de la sensacion olfativa). El producto deberé tener el olor caracteristico para cada forma

de presentacion y estara libre de cualquier olor extrafio.

= Evaluacion gustativa.

Para la evaluacién del sabor se toma una cantidad considerable de modo que la porcidon
degustada entre en contacto con las areas de sensibilidad bucal, centrando la atencién
en un atributo cada vez (intensidad, dulzor y acidez). La evaluacion se realizara de los

sabores mas débiles a los mas fuertes.

=  Evaluacion tactil.
La textura se evaluard eminentemente en la boca, en caso necesario se evaluara con los
dedos para determinar consistencia y granulosidad. La textura también se evalGa con los

0jos, cuando se trata de evaluar el aspecto textural.

El puntaje se asigna de acuerdo a la presencia o ausencia de defectos en la muestra
evaluada. Como se resume en la Tabla B-1, el puntaje es maximo si hay ausencia de
defectos o se tiene un defecto leve con intensidad muy ligera; los puntajes disminuyen a
medida que los defectos pasan a ser graves o criticos (Tabla B-2) y se perciben con

mayor intensidad.
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Tabla B-1: Calificacién de parametros sensoriales en bebidas lacteas segun el tipo e

intensidad de defecto encontrado

Puntaje Magnitud de puntuacidn de cada atributo
5 Ausencia de defectos:
+ El defecto que presenta es LEVE con intensidad MUY LIGERA
4 Poca afectacion en su valor sensorial:
+ El defecto es LEVE y se encuentra en forma LIGERA.
+ El defecto siendo GRAVE, se encuentra en forma MUY LIGERA
3 Mediana afectacidn en su valor sensorial:
« Cuando el defecto siendo LEVE se presenta en forma MODERADA
+ Si el defecto siendo GRAVE se presenta en forma LIGERA
2 Afectacidn severa:
+ El defecto es LEVE y esta en forma MARCADA.
+ Si el defecto es GRAVE y esta en forma MODERADA.
+ Si el defecto es CRITICO y se encuentra en forma MUY LIGERA
1 Afectacidn severa:

+ El defecto es GRAVE y esta en forma MARCADA.
+ Si el defecto es LEVE y esta en forma MUY MARCADA.
+ Si el defecto es CRITICO y se encuentra en forma LIGERA

Adaptado (Zamora, 2007)

Tabla B-2: Defectos clasificados por atributos para leches fermentadas.

Defectos
Atributo Parametro Leves Graves Criticos
Intensidad y Tipicidad del color
Color ] )
) uniformidad del color
Visual i i
] Defectos en Sedimentacion,
Homogeneidad . L .
homogeneidad sinéresis, burbujas
) Calidad e Intensidad del olor Indefinicién o
Olfativo | . o
intensidad del olor tipicidad del olor
. Intensidad del sabor Indefinicién o Sabor rancio ,
Intensidad del o o
tipicidad del sabor | moho, quimico,
sabor ] .
Gustativo anamu, metalico
Dulzor Intensidad del dulzor
Acidez Acidez alta
) ) Defectos en la
Consistencia ) ]
o consistencia
TActil

Granulosidad

Grumoso,

arenoso

Adaptado (Zamora, 2007)
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Bajo la metodologia adaptada y previamente explicada, a continuacién se muestran los
resultados para la evaluacién de calidad visual, olfativa, gustativa y tactil de cada uno de
los niveles de inclusiéon de polen fermentado en las matrices de yogur y kumis descritas
en el numeral 4.4 de este documento acompafiado de la valoracion heddnica realizada
por consumidores habituales de este tipo de productos (Ver Figura B-2 a Figura B-7).

Figura B-2: Resultados discriminados de la evaluacién sensorial de calidad (izg.) y
evaluacion sensorial hedénica (der.) de yogur con inclusion de polen fermentado con
CHOOZIT MY800.

6 - 100% -
5 4
75% -
4 -
3 50% -
2
25% -
1
0 0% ) p ,
Visual  Olfativo Gustativo  Tactil Meduea  Megusia Nimegusia Medsgusia Me cledusa
disgusta

E5% E10% ®20% ®40% Ee0%

Figura B-3: Resultados discriminados de la evaluacion sensorial de calidad (izg.) y
evaluacion sensorial hedénica (der.) de yogur con inclusiéon de polen fermentado con
CHOOZIT MA4001.

. 100% -
5
75% -
4
3 50% -
2
25% -
1
0 0% p p
. . . 2 e M it M 1 Ni m ta Me di ta Me di 1
Visual  Olfativo Gustativo  TActil o T
disgusta

E5% E10% ©20% m40% Ee0%
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Figura B-4: Resultados discriminados de la evaluacién sensorial de calidad (izg.) y
evaluacion sensorial heddnica (der.) de yogur con inclusion de polen fermentado con
HOWARU DOPHILUS.

6 - 100% -
> 75% -
4
04 -
3 50%
2 25% -
1
0%
0 Me gusta Me gusta Ni me gusta Me disgusta Me disgusta
Visual Olfativo Gustativo  TActil mucho disgueia mucho

E5% E10% m20% m40% Ee0%

Figura B-5: Resultados discriminados de la evaluacion sensorial de calidad (izg.) y
evaluacion sensorial heddnica (der.) de kumis con inclusién de polen fermentado con
CHOOZIT MY800.

6 - 100% -~
5 4
75% -
4
3 50% -
2
25% -
1
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Figura B-6: Resultados discriminados de la evaluacion sensorial de calidad (izg.) y
evaluacién sensorial hedonica (der.) de kumis con inclusion de polen fermentado con
CHOOZIT MA4001.

- 100% -
: 75% -
50% -
25% -
0% -
Visual  Offativo Gustativo  Tacti Megusta  Megusta Nime gusta Me disgusa Me disgusta
disgusta

E5% E10% 220% m40% Ee0%

Figura B-7: Resultados discriminados de la evaluacion sensorial de calidad (izg.) y
evaluacion sensorial heddnica (der.) de kumis con inclusién de polen fermentado con
HOWARU DOPHILUS.
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