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RESUMEN

Objetivo. Caracterizar microbiolégicamente el polen seco y congelado producido en el municipio de
Viracacha-Boyaca. Materiales y métodos. A través de un estudio transversal descriptivo cuantitativo
se tomaron muestras de 5 apiarios, cada uno con 10 colmenas, separando el polen en seco y congelado,
determinando para cada muestra: aerobios mesofilos, coliformes totales, coliformes fecales,
Staphylococcus aureus, Clostridium sulfito reductor y hongos. Los datos obtenidos se analizaron
de acuerdo a normatividades internacionales y se compararon con resultados de investigaciones en
otros paises. Resultados. Se encontraron coliformes totales y fecales en tres de los cinco apiarios
evaluados y solo en muestras de polen seco. Ademas, en dos apiarios cuando se analizd polen seco
se encontrd Staphylococcus aureus. Los resultados microbioldgicos de la mayoria de las muestras
se encuentran dentro de los rangos de algunas normatividades internacionales, sin embargo, los
mejores resultados en cuanto a calidad microbiolégica se determinaron para el polen congelado.
Conclusiones. El proceso de congelamiento del polen ofrece ventajas relativas al mantenimiento
de la calidad microbioldgica en comparacion con el proceso de secado. Se hace necesario evaluar la
calidad microbioldogica de ambos productos a través del tiempo de almacenamiento.

Palabras clave: Producto apicola; Apis mellifera; almacenamiento; microbiologia; polen; calidad
sanitaria (Fuente: CAB, DeCS).

ABSTRACT

Objective. Microbiologically characterize dry and frozen pollen produced in the municipality of
Viracacha-Boyaca. Materials and methods. Through a quantitative descriptive cross-sectional
study, samples from 5 apiaries were taken, each with 10 hives, separating the pollen dry and frozen,
determining for each sample: mesophilic aerobes, total coliforms, fecal coliforms, Staphylococcus
aureus, Clostridium sulfite reducer, and fungus. The data obtained were analyzed according to
international regulations and compared with research results in other countries. Results. Total and
fecal coliforms were found in three of the five apiaries evaluated and only in dried pollen samples. Also,
in two apiaries when dry pollen was analyzed, Staphylococcus aureus was found. The microbiological
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results of most samples are within the ranges of some international regulations; however, the best
results in terms of microbiological quality were determined for frozen pollen. Conclusions. The pollen
freezing process offers advantages related to maintaining microbiological quality compared to the
drying process. It is necessary to evaluate the microbiological quality of both products throughout

the storage time.

Keywords: Bee product; Apis mellifera; storage; bee pollen; microbiology; sanitary quality (Sources:

CAB,DeCS).

INTRODUCCION

La apicultura es un rengléon econdémico de
gran importancia en diversos paises debido a
que genera gran variedad de productos que
permiten a los productores obtener diversos
niveles de ingresos por la venta de todos ellos
aprovechando las tendencias de consumo
con productos naturales (1,2) Los productos
apicolas se pueden clasificar segiin su origen en:
productos colectados sin transformacion (polen y
propoleos), colectados con transformacion (miel
y frutimiel), derivados de secrecion (cera, jalea
real, apitoxina) y otros como (reinas, nucleos,
paquetes, larvas de zanganos, servicios de
polinizacion) (3).

El polen apicola, deriva de la aglutinaciéon de
diversos granos de polen que las abejas recolectan
de las flores, sumado a secreciones salivares y
pequefas cantidades de néctar o miel (4,5,6).
Este producto es usado tradicionalmente en la
alimentacién humana y se ha demostrado que tiene
propiedades antimicrobianas, antiinflamatorias,
antitumorales, antimutagénicas, antioxidantes,
antialérgicas, antivirales, hipolipidémicas,
hipoglicémicas, hepato y renoprotectivas e
inmunoestimulantes (7,8,9,10,11)

Debido a su manipulacion durante el proceso
de recoleccion por parte de las abejas, de
su coleccion en la colmena, transporte y
almacenamiento, el polen estd expuesto a
diversas fuentes de contaminacién que podrian
alterar sus caracteristicas organolépticas vy,
dependiendo el tipo de microorganismo que
llegue a crecer en este, poner en riesgo su calidad
sanitaria y la transmisién de enfermedades ya
sea por el consumo del microorganismo per se,
o por el consumo de sustancias téxicas producto
de su metabolismo intermedio, como el caso de
los hongos (12,13,14,15).

En Colombia, los estudios relacionados con la
cadena apicola son escasos en comparacion con
otros tdpicos pecuarios, esto genera un vacio
de informacidn cientifica de calidad que permita
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el desarrollo de politicas publicas encaminadas
al mejoramiento de la cadena productiva. Esto
genera que, entre otras cosas, no exista en el
pais una normatividad con respecto a la calidad
microbioldgica de este tipo de productos, y
debido a que en su mayoria se consumen de
forma directa podrian representar una fuente
propicia para la generacién o transmisidon
de enfermedades, por tanto, su monitoreo
microbioldgico debe ser riguroso para ofrecer
productos en dptimas condiciones (4,16).

Por ello, el objetivo del presente trabajo fue
caracterizar microbioldgicamente el polen seco
y congelado que se produce en el municipio de
Viracacha- Boyaca.

MATERIALES Y METODOS

Tipo y sitio de estudio. Se realizd un estudio
de corte transversal, descriptivo cuantitativo.
El estudio se realizé en cinco apiarios ubicados
en el municipio de Viracacha- Boyaca, este se
encuentra ubicado en la provincia de Marquez,
regién centro oriente del departamento de
Boyacd, con una altura sobre el nivel del mar de
2500 metros, temperatura promedio de 15°Cy
precipitacion media anual de 824 mm (17).

Muestreo. Se seleccionaron cinco apiarios, con
10 colmenas cada uno, con trampa caza polen
tipo canadiense. Cada apiario esta ubicado en
una vereda diferente del municipio de Viracacha,
las veredas tienen una diferencia de altura de
200 metros. El muestreo se realizd en cada una
de ellas, una sola vez semanalmente, durante
los meses de agosto-septiembre de 2019.

El polen de los cajones recolectores de cada
apiario fue envasado en recipientes plasticos
independientes y transportados hasta un sitio
de almacenamiento ubicado en la vereda Pueblo
viejo. Alli, el polen de cada apiario fue sometido a
dos limpiezas, la primera con aire (tipo mecanico)
Yy, en seguida, una limpieza manual, con ayuda de
lupa, para la extraccion de elementos externos al
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polen. Posteriormente cada muestra se separd,
un 50% fue llevado a maquina de secado a una
temperatura entre 45-50°C durante 8 horas,
mientras que el restante fue llevado a congelacion
a una temperatura de 0°C durante 8 horas.

Se tomaron 200 gramos de muestra de cada
apiario y se envasaron en recipientes de vidrio de
tapa rosca estériles, es decir, 100 gramos de polen
congelado y 100 gramos de polen seco, y fueron
procesados al dia siguiente en el laboratorio de
microbiologia veterinaria de la UPTC.

Transporte. Las muestras fueron transportadas
el mismo dia de su recoleccion. El polen seco se
transportd en estibas pldsticas a temperatura
ambiente. Por su parte, el polen congelado fue
transportado en cavas con hielo en su interior,
monitorizando la temperatura para que esta
oscilara entre 0 y 4°C.

Al momento del arribo al laboratorio de
microbiologia veterinaria las muestras de polen
congelado se mantuvieron a temperatura de 0°C
hasta el dia siguiente para su procesamiento.
Las muestras de polen seco, se mantuvieron a
temperatura ambiente durante el mismo tiempo.

Analisis microbiolégico. Las muestras fueron
abiertas en una cabina de flujo laminar y alli,
25 gramos de cada muestra fueron diluidos en
225 mL de solucion salina peptonada estéril y
fueron homogeneizadas en un homogeneizador
orbitario a 200 rpm durante 10 minutos.
Posteriormente, se realizaron diluciones en 9
mL de solucién peptonada estéril. Para ello, se
tomo 1 mL de la primera dilucién y se afiadié en
el tubo para completar 10 mL, luego se realizé
el mismo procedimiento hasta completar tres
diluciones. Las colonias formadas en las placas
fueron contadas y expresadas como unidades
formadoras de colonia/gramo (UFC/gr) (5,18,19).
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Los analisis microbioldgicos fueron realizados con
1 mL de la ultima solucidn, los microorganismos
a determinar fueron: Aerobios mesofilos (placas
petrifiim incubadas a 30°C durante 3 dias),
coliformes totales (agar violeta rojo bilis glucosa-
VRBG, estas fueron incubadas a 35°C y colonias
de color negro-rojizas de 0.5 mm o mas en
diametro fueron contadas 24 horas después de
la siembra), coliformes fecales (placa petrifilm®
para coliformes, incubadas a una temperatura
de 30°C durante 3 dias), Staphylococcus aureus
(agar Baird-Parker e incubados a 37°C durante
48 horas), Esporas Clostridium sulfito reductor
(se colocd la dilucién en bafio de agua a 80°C
por 10 minutos y luego fue inoculado en cajas
de petri que contenian agar Sulfito-Hierro,
fueron incubadas durante 2 dias a 37°C bajo
condiciones anaerdbicas), mohos y levaduras
(agar Saboureaud, y fueron incubadas durante
5 dias a 30°C) (5,18).

Para descartar que la solucion peptonada alterase
los resultados, 1 ml de esta fue inoculada en cada
uno de los agares anteriormente mencionados y
los resultados se muestran en la tabla 1.

Analisis estadistico. Se realiz6 un andlisis
de varianza (ANDEVA) para los valores de
crecimiento de cada uno de los microorganismos
evaluados para cada tipo de polen (seco y
congelado) entre cada apiario tomando como
referencia la minima diferencia significativa
del procedimiento de Fisher, con un nivel de
confianza del 95% con el software Statgraphics-
Centurion® version Windows 10, los valores
significativamente diferentes son expresados
en (p<0.05).

Tabla 1. Resultados de los analisis microbioldgicos efectuados al polen seco y congelado.

Apiario 1 Apiario 2 Apiario 3 Apiario 4 Apiario 5 Control
Analisis microbioldgico*
P.S.t P.C.2 P.S. P.C. P.S. P.C P.S. P.C. P.S. P.C. NA
Aerobios mesofilos x103 12 4 10 6 11 3 9 2 12 6 0
Coliformes totales x103 2 0 0 0 3 0 1 0 0 0 0
Coliformes fecales x103 1 0 0 0 2 0 1 0 0 0 0
Staphylococcus aureus x103 2 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Clostridium s. reductor x103 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Mohos y levaduras x103 2 0 5 2 4 3 6 0 1 0 0
*Expresado en UFC/gr. 1 P.S: Polen Seco. 2 P.C: Polen Congelado. NA: No Aplica
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RESULTADOS

La tabla 1 muestra los resultados de los
analisis microbioldgicos efectuados a las
muestras de polen y a la solucidén peptonada. Se
evidencia que no existe crecimiento de ningun
microorganismo desde la solucidén peptonada, por
lo cual, los resultados muestran caracteristicas
microbioldgicas del polen. El menor crecimiento
de microorganismos se determind en las
muestras de polen congelado (Tabla 1).

La figura 1 muestra las diferencias estadisticas
encontradas para los resultados de cada uno de
los apiarios evaluados. Se evidencia que existen
diferencias estadisticamente significativas entre
el polen seco y congelado en aquellos que
presentaron crecimiento de microorganismos.
No se evidencié la presencia de esporas de
Clostridium sulfito reductor en ninguna de
las muestras de polen de todos los apiarios
evaluados.
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m Aerobios mesdfilos x1013 = Coliformes totales x10°3
m Coliformes fecales x1073 m Staphylococcus aureus x107°3
m Clostridium s. reductor x10”3 m Mohos y levaduras x10°3

Figura 1.ANDEVA para los resultados de cada uno
de los analisis microbioldgicos. Las barras
con la misma letra indican que pertenecen
a un mismo grupo estadistico.

DISCUSION

En Colombia no estd, por parte de las autoridades
nacionales, los rangos de calidad microbioldgica
en polen o demds productos apicolas que son
destinados para consumo humano, esto conlleva
a una gran problematica de orden sanitario
debido a la posible intoxicacidon alimentaria
derivada de los productos apicolas no solo por
la presencia de microorganismos patdgenos en
el alimento, sino por la posible produccién de
toxinas producto de su metabolismo intermedio,
tal y como sucede con algunos hongos (2,14).

La contaminacién microbioldgica de los productos
alimenticios puede suceder en diversas fases,
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debido al inadecuado manejo durante la
recoleccién, transporte, procesamiento y
embalaje (18). En el caso de los productos
apicolas, estos pueden llegar a contaminarse
desde el momento en el cual la abeja realiza la
recoleccion y produccion, situaciéon influenciada
principalmente por variables climaticas (2).

En un estudio en Colombia, Garcia et al (20)
determinaron los microorganismos que crecen
en polen maduro de Apis mellifera (luego de
su procesamiento a nivel de colmena) mostré
crecimientos de microorganismos tales como:
Streptococcus sp, Micrococus sp, Pseudomona
sp, Yersinia sp y Arthrobacter sp, asociandolos
principalmente a los microorganismos presentes en
el intestino de las abejas. Estos microorganismos
no se determinaron en este estudio, sin embargo,
muestra la correlacién entre la presencia de
microorganismos en el polen y el proceso mismo
de produccion del polen.

Los resultados muestran que existe una diferencia
estadisticamente significativa entre los resultados
para polen seco y congelado para resultados de
aerobios mesofilos. En Argentina, la normatividad
nacional fija algunos valores para los resultados
microbioldgicos de polen, para mesofilos aerobios
el rango maximo fijado es de 150x103 UFC/gr, lo
cual indica que los dos tipos de polen evaluados
en este estudio cumplen con esta norma, de la
misma forma que con las normas de paises como
México, Brasil y la Unién Europea cuyos resultados
deben ser menores a 1x104 UFC/gr (1,21,22,23)
Esto muestra, que aun cuando ambos procesos
satisfacen estas normas internacionales, los
mejores resultados microbioldgicos los arrojo el
polen congelado (Tabla 1).

El nimero de estos microorganismos refleja
la calidad microbiolégica de los productos
apicolas, resultados elevados de estos revelan
contaminacion del material de las trampas,
inadecuada limpieza y desinfeccion de las
superficies de estas, insuficiente higiene
en la preservacion del polen, inadecuadas
condiciones de almacenamiento con respecto a
la temperatura o una combinacién de algunas
de estas circunstancias (2,24).

Los coliformes totales y fecales se constituyen
como uno de los microorganismos de mayor
importancia epidemiolégica debido a su capacidad
de generar enfermedades de origen alimenticio,
y, por tanto, no deberian estar presentes en
muestras de alimentos destinados a consumo
humano directo (1). La tabla 1 muestra el
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crecimiento de coliformes totales y fecales en
tres de los cinco apiarios evaluados, y solo en
muestras de polen seco.

Las normatividades de los paises anteriormente
mencionados exigen la ausencia de estos
microorganismos en muestras de polen, por
tanto, estos tres apiarios incumplen con estas
normativas. Resulta relevante recalcar que, en
ninguna muestra de polen congelado, existio
crecimiento de coliformes, tanto fecales como
totales (1,21,22,23). Ademas, es necesario dejar
claro que no se evalué la presencia de estos
microorganismos en el momento de la colecta,
por ello, no es posible afirmar en qué momento
la muestra pudo haberse contaminado.

Estudios en Portugal han reportado la ausencia
de estos microorganismos en el total de muestras
de polen comercial y polen organico tales como
Estevinho et al (25), Nogueira et al (26) y Fea’s
et al (27), situacion diferente a la reportada
en el presente estudio. La contaminacion con
coliformes tanto fecales como totales, es un
indicador de las condiciones higiénicas que se
presentan en el material los insumos, equipos e
instrumentos utilizados para la recoleccion y la
manufactura (2).

Para el caso de Staphylococcus aureus, este
no debe estar presente en el polen segun las
normatividades mexicana y de la Unidn europea
(1,22), sin embargo, en dos apiarios cuando se
analizo el polen seco, este microorganismo fue
aislado; ademas, en estos mismos apiarios, en
las muestras de polen congelado, no se evidencio
crecimiento del agente (Tabla 1).

La normatividad cubana (28), determina la
ausencia de colonias de Clostridium sulfito
reductor debido a su potencial patogenicidad
para el ser humano, todas las muestras de polen
tanto seco como congelado muestran la ausencia
del crecimiento de este microorganismo, con lo
cual, estas muestras cumplirian con la norma
mencionada.

De la misma manera, en un estudio en Brasil (2)
determind la ausencia de estos microorganismos
en muestras de polen recolectadas durante un
periodo de 3 afios consecutivos en ocho distintos
distritos de diversas partes del pais.

La Unidn Europea (1) permite hasta 50.000 UFC/
gr de mohos y levaduras en muestras de polen,
por lo cual, bajo esta normatividad todas las
muestras de polen cumplirian con lo estipulado,
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por otro lado, la normatividad argentina
(21), brasilera (23) y cubana (28) admiten
un maximo de 100 UFC/gr de estos mismos
microorganismos, por lo tanto, las muestras de
polen no cumplirian con estas normatividades.

La presencia de estos microorganismos esta
asociada principalmente con las condiciones
medioambientales en donde se encuentran
ubicados los apiarios, y sirven como un parametro
para determinar condiciones adecuadas o
inadecuadas del manejo de estos (2,26).

En diversos paises se ha analizado también la
presencia de microorganismos contaminantes de
polen, (18) en Argelia, determind la presencia de
mesofilos aerobios en muestras de polen seco de
tres apiarios de distintos municipios encontrando
valores de 620 x103, 1x103 y 470x103 UFC/gr
los cuales son valores elevados comparados a
los que se determinaron en este estudio para
cualquiera de los apiarios evaluados. Asi mismo,
para el caso de los coliformes totales, encontraron
valores de 300x103, 01 x103 y 19x103 UFC/gr,
resultados mayores a los determinados en este
estudio, con la posibilidad, por ende, de que en
Colombia las condiciones de manejo del producto
sean mejores. Estos mismos autores cuando
analizaron los mohos y las levaduras, sus valores
fueron 400, 50 y 230 UFC/g, resultados menores
a los encontrados en este estudio para el polen
seco o0 congelado en cualquier apiario.

En un estudio similar realizado en Brasil en ocho
estados en donde se evalué la calidad del polen
deshidratado, los valores de mesofilos aerobios
oscilaron entre <10 hasta 1.10 x10*4 UFC/g, los
mohos y las levaduras oscilaron entre <10 hasta
7.67 x103 UFC/g, vy los coliformes totales desde
<10 hasta 2.80x103 UFC/g, relacionando estos
hallazgos con inadecuadas practicas de higiene
durante los pasos del proceso de manipulacion,
procesamiento y embalaje, incluso con la
contaminacioén de las plantas o también, durante
el momento en el cual el polen permanece en las
trampas, debido a que esta expuesto a diversos
factores medioambientales, sumadas a ciertas
temporadas que podrian favorecer condiciones
para el crecimiento de microorganismos (2,4).

Por otro lado, en una especie de abejas sin
aguijon (Malipona mandacaia) Santa Barbara et
al (29) también en Brasil en las regiones de Jodo
Dourado y Uibai, no encontraron crecimiento
microbiolégico de Salmonella sp, clostridios
reductores de sulfito, coliformes fecales,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, mohos
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y levaduras, contrastando ampliamente con los
resultados obtenidos en este estudio, debido a
gue aqui, estos microorganismos, a excepcion
de Salmonella sp y Eschericha coli que no
fueron evaluados, mostraron crecimiento en las
muestras recolectadas. Los mesofilos aerobios,
por otra parte, si fueron determinados en ese
estudio, encontrando valores de 121.58 UFC/g
para la region de Jodo Dourado y de 375.67
UFC/g para la region de Uibai, resultados que
son menores a los determinados en este estudio
para cualquiera de los dos municipios brasileros.

Las variaciones con respecto a este ultimo
grupo de microorganismos entre los estudios
pudo deberse principalmente a las diferencias
en la capacidad antimicrobiana que muestra el
polen de cada especie de abejas, por ejemplo,
Santa Barbara et al (11) determinaron que
el polen de la Apis mellifera fue eficiente en
el control de microorganismos del tipo Gram
positivo, mientras que para los Gram negativos
su eficiencia era menor debido a factores propios
de su estructura quimica a nivel de pared celular

En su estudio, en donde determinaron las
caracteristicas microbiolégicas de polen de
3 géneros de abejas sin aguijon (Melipona,
Scaptotrigona y Frieseomellita) Santa Barbara
et al (19) determinaron que estas muestras no
presentaron crecimiento de microorganismos
tales como: Salmonella sp, esporas de
Clostridium sulfito reductor, coliformes totales,
Escherichia coli y Staphylococcus coagulasa
positivos. Encontrando Unicamente un patrén de
crecimiento, en todas las muestras evaluadas,
para los mesofilos aerobios. Estos resultados
muestran la disparidad entre los resultados
microbioldgicos entre los géneros de abejas por
lo que los manejos en cada uno de los sistemas
productivos a nivel de transformacion, debe
adecuarse a este comportamiento.

Vargas-Abella et al - Microbiologia de polen seco y congelado

Kacaniova et al (30) determinaron la presencia de
aflatoxinas producidas por hongos en muestras
de polen congelado, a través de la técnica de
ELISA, determinando que las micotoxinas ZON y
T2 aparecieron en todas las muestras de polen,
mostrando la gran importancia que tiene en salud
publica la no presencia de estos microorganismos
en los productos alimenticios, los cuales estan
presentes en polen SECO en tres apiarios
evaluados apiarios evaluados.

Los procesos de conservacion del polen (secado o
congelado), segun Estevinho et al (31) muestran
influencias estadisticamente significativas
con respecto a su composicion fisicoquimica,
junto con factores medio ambientales como
la temporada de recoleccidon y las especies
botanicas presentes, y quiza esto podria influir
en las condiciones microbioldgicas debido a
gue, como se evidencid anteriormente, el polen
tiene capacidad antimicrobiana que puede ser
afectada por esta concentracién de nutrientes.
Los mismos autores, mencionan que es mejor
consumir polen congelado a una temperatura de
-20°C que polen seco.

Los resultados del presente estudio muestran
unas mejores caracteristicas microbioldgicas
para el polen congelado en comparacion
con el polen seco para la mayoria de los
microorganismos evaluados. Resulta necesario
a partir de aqui evaluar también la calidad
microbioldgica de estos mismos procesos cuando
el producto es sometido a diferentes tiempos
de almacenamiento, y los posibles cambios en
sus caracteristicas organolépticas debido a este
proceso.
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