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RESUMO

O polen apicola é um importante produto da colmeia, com uma composi¢do quimica e
propriedades biol6gicas, que variam de acordo com a regido de producdo, idade e
espécie botanica da planta de onde a abelha recolhe o pdlen e condi¢des agroecoldgicas
no momento da recolha. A presente investigacdo teve como objetivo o estudo da
influéncia dos métodos de preservacdo na composicdo quimica e atividade antioxidante
do polen apicola preservado através das técnicas de congelacéo, liofilizagdo e secagem
em estufa a temperatura de 35°C, 40°C e 45°C, durante 9 meses de armazenamento.
Deste modo, foram avaliados os teores de humidade, cinza, proteina, gordura, aglcares
e compostos fendlicos totais, para além da atividade antioxidante (método do 2,2-
difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) e método do poder redutor), imediatamente apos a
aplicacdo de cada técnica de preservacdo e ao longo de um periodo de 9 meses de
armazenamento (apds 1 més, 3 meses, 6 meses e 9 meses). Os resultados obtidos
mostraram que as caracteristicas significativamente influenciadas pela aplicacdo das
técnicas de preservacdo foram os teores de glucose, compostos fendlicos totais e
atividade antioxidante. De uma forma geral, considerando a manutencdo do valor
nutricional do pdlen, a liofilizagdo mostrou-se como a técnica de preservacdo mais
adequada, tendo, no entanto, um impacto negativo mais evidente no teor de compostos
fendlicos totais e atividade antioxidante do pdlen, quando comparada com a técnica de

secagem em estufa a temperatura mais alta, ou seja, a 45°C.

Palavras-chaves: polen, preservacdo, composi¢cdo quimica e atividade antioxidante
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ABSTRACT

Bee pollen is an important product of the hive, with a chemical composition and
biological properties, which may vary according to the region of production, age and
botanical species of the plant from which the bee collects pollen, and agroecological
conditions at the time of collection. The objective of this investigation was to study the
effect of freezing, freeze-drying and oven drying methods at temperature the 35°C,
40°C and 45°C, on the chemical composition and antioxidant activity of bee pollen
during 9 months of storage. Thus, moisture, ash, protein, fat and total phenolic
compounds contents, as well as antioxidant activity (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH) and reducing power assays) were evaluated, immediately after the application
of each preservation method and during 9 months of storage (after 1, 3, 6 and 9
months). The results obtained showed that the glucose levels, the total phenolic contents
and antioxidant activity were significantly influenced by the application of preservation
methods. In general, regarding the nutritional composition of the pollen, freeze-dry
showed the best preservation method, although it was observed a negative impact on
total phenolic contents and antioxidant activity, when compared with the oven drying at

the taller temperature (45°C).

Keywords: pollen, preservation, chemical composition, conservation and antioxidant

activity
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1. 1. OBJETIVO GERAL

A apicultura tem grande importéncia para o sector da agricultura, uma vez que
participa na manutencdo dos ecossistemas e espa¢os naturais, cria equilibrio ecoldgico
da flora e na manutencdo da biodiversidade, sendo economicamente sustentavel nas
exploracbes apicolas, quer na polinizacdo de espécies cultivadas e na vegetacdo
espontanea dos espagos rurais (Cabo et al., 2014; Caminha, 2014).

O pélen apicola tem sido um assunto de grande interesse para muitos investigadores
e apicultores. O mesmo resulta da aglutinacdo do pdlen das flores efetuada pelas
abelhas, mediante o acréscimo de substancias salivares e pequenas quantidades de
néctar ou mel (Caminha et al., 2016). O pélen serve de alimento, sendo recolhido pelas
abelhas em funcdo das necessidades da colmeia e armazenado em alvéolos
separadamente do mel. As abelhas, ao coletar o néctar das flores, involuntariamente
coletam também o pdlen, sendo este regurgitado com o néctar nos alvéolos meliferos.
Desta maneira, o polen aparecera no mel constituindo importante indicador para a sua

origem botanica e geografica (Barth, 1989).

Em Portugal, a pratica da apicultura esta ligada ao sector da agricultura, como
acontece em toda Unido Europeia e em todos os paises do mundo onde se pratica esta
atividade, tendo sido encarada como um complemento ao rendimento das exploracdes.
No entanto, é de assinalar um crescente universo de apicultores para os quais a
apicultura € a base das receitas de exploracdo [Ministério da Agricultura, Florestas e
Desenvolvimento Rural (MAFDR), 2016]. Atualmente, existem em Portugal cerca de
11 mil (anteriormente 17 mil de 2010 - 2013) apicultores registados, correspondendo a
um universo de aproximadamente 33 mil (anteriormente 40 mil) apiarios e 626 mil
colmeias, (anteriormente 567 mil), segundo os dados relativos a evolucdo da atividade
apicola entre 2010 a 2013 e 2013 a 2015 (Caminha, 2014; MAFDR, 2016), conforme

apresentado na Tabela I.



Tabela | - Caraterizagdo da evolugdo do sector apicola 2010 — 2013 e 2013 — 2015 em Portugal

Variagdo (numero e %)

2010 2013 | 2015 | 2010-2013 | 2013-2015
N° de apicultores 17291 16774 | 10698 | -517 | 3% | -6076 | -36%
N° de apiarios 38203 40176 | 33876 | 1973 | 5% | -6300 | -16%
N° de colmeias 562557 | 566793 | 626399 | 4236 | 1% | 59606 | 11%
Total de apiarios/apicultor - 2 3 1 50%
Total de colmeias/apicultor - 34 59 25 74%

[Fonte: Adaptado de Caminha (2014) e MAFDR (2016)]

Segundo a analise de distribuicdo regional dos apicultores registados em Portugal,
verificou-se que existe uma forte dispersdo desta atividade no pais, praticada por
apicultores profissionais e ndo profissionais. E na regido Norte onde se situa o maior
nimero de apicultores (34% do total) em valor absoluto; na regido do Algarve, se
encontram 0s apicultores de maior dimensdo e o menor numero de apicultores do
continente; na regido da Madeira com 0 menor nimero de apicultores, menor nimero de
apiarios € menor niumero de colmeias (tendo entre 2013 e 2015 uma diminuicao
substancial do numero de apicultores — passou de 313 para 185 apicultores — e
aumentou o numero de colmeias — de 4791 para 5052 — passando o numero de
colmeias/apicultor, de 13 para 27 durante 0 mesmo periodo) (MAFDR, 2016).

Apesar do polen apicola da colmeia ser utilizado hd muitos anos como um
suplemento alimentar, destacando-se como antioxidante, antibacteriano e antifungico, é
pouco valorizado atualmente em Portugal. E como reflexo desta situacdo, a oferta de
polen apicola no mercado portugués € relativamente escassa, se compararmos com a
grande diversidade de meéis disponiveis para o consumidor. Este facto pode ser
explicado pela pouca informacgéo dos atributos que este produto possui e pela falta de
conhecimentos técnicos da maioria dos apicultores do pais, sobre os sistemas de
producdo, preservacao e respetivo impacto na composicéo fisico-quimica e propriedades
terapéuticas (Rocha, 2013).

Deste modo, o presente trabalho pretende contribuir para um melhor conhecimento
da influéncia na composicdo quimica e atividade antioxidante do pdlen apicola
preservado através das técnicas de congelacdo, secagem em estufa a varias temperaturas
(35°C, 40°C e 45°C) e liofilizacdo. A informacdo obtida ao longo deste trabalho devera

ser divulgada junto dos apicultores, permitindo-lhes utilizar as técnicas de preservagédo



do polen que permitam a obtencdo de um produto com maior qualidade, possibilitando

assim uma maior rentabilidade.
1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

De modo a atingir o objetivo, foi necessario:

1. Avaliar a composicdo quimica das amostras de pdlen preservado atraves de
congelacdo, secagem em estufa a temperatura de 35°C (SEC35), 40°C (SEC40) e 45°C
(SECA45) e liofilizag&o:

a. teor de humidade;

b. teor de cinza;

c. teor de proteina total,

d. teor de gordura;

e. perfil de agUcares;

f. compostos fenolicos totais;

g. atividade antioxidante (DPPH e poder redutor).

2. Avaliar, para cada uma das cinco metodologias de preservacao, a evolucédo das
caracteristicas quimicas referidas anteriormente ao longo do tempo (0, 1, 3, 6 e 9

meses).

Para além disso, foi também possivel avaliar a influéncia da regido e do modelo
de capta-polen utilizado na recolha do polen (capta-pdlen frontal e de estrado) no teor

de humidade das amostras.



1.3. Polen apicola

Do ponto de vista boténico, o polen é a parte do androceu (Figura 1), que é o
gameta masculino das flores das plantas e que tem a funcdo de garantir a fecundacédo da
flor e, consequentemente, a reproducdo da planta e a diversidade genética (Nogueira,
2012). O polen apicola € um po6 fino, formado por mindsculos grédos de
aproximadamente 50 um (Carpes, 2008), que tém estruturas e formas diversas conforme
as plantas e flores que os originam e possuem esporos na superficie (Almeida-Muradian
et al., 2005; Tomas, 2013) de coloracdo diversa e clara, devido a diversidade das
espécies botanicas visitadas pelas abelhas.

[~ Estigma

Antena

Gineceu < Estilete Androceu

Filete

L Ovario

Pétalas

Figura 1 - Representacdo da flor e suas partes sexuais.

[Fonte:
https://www.sistemanovi.com.br/basenovi/image/ConteudosDisciplinas/52/117/715/301597/esquema-
simplificado-flor.png?pfdrid_c=true. Acessado em Novembro de 2018]

As plantas em fase de floracdo, podem ser polinizadas de diversas formas,
nomeadamente através do vento, insetos, agua corrente e a intervencdo do homem. As
flores das plantas polinizadas pelo vento (anemdfilas) produzem grédos de polen leves e
secos, que facilmente sdo transportados pelo vento. Por outro lado, as flores das plantas
polinizadas pelos insetos (entomofilas) produzem pdlen e néctar, tendo os graos de
polen determinadas caracteristicas que contribuem para que figuem presos ao corpo dos
insetos. Quer o polen das plantas anemofilas, quer o das plantas entomofilas € recolhido
pelas abelhas e levado para o interior da colmeia onde é utilizado como alimento,
devido ao seu alto valor nutritivo a nivel proteico (Casaca, 2010; Bogdanov, 2014a).
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Diversos estudos tém evidenciado o efeito positivo do pélen ao nivel das fungdes
digestivas e intestinais, no aumento do apetite, como alimento energético, no combate a
neurose e a depressdo mental, contra infe¢fes da préstata e para o controlo dos diabetes
(Condon, 2005; Munstedt e Bogdanov, 2009; Bogdanov, 2014b). Como resultado da
maior evidéncia sobre os efeitos benéficos do pdlen apicola, tem-se vindo a verificar um
aumento substancial na quantidade de informacdo disponivel sobre o pdlen, a sua

comercializacéo, e a sua incorporacdo nas dietas humana e animal.

1.3.1. Aplicacéo do polen apicola na industria alimentar

Este facto tem contribuido de uma forma decisiva para o crescente interesse na
busca por alimentos e estilos de vida mais saudaveis (Serafini, 2013). A preocupagao na
busca de alimentos mais saudaveis tem-se alargado a indUstria alimentar que, vastas
vezes, recorre a utilizacdo de aditivos alimentares sintéticos, particularmente

substéncias com atividade antioxidante (Sousa et al., 2007).
1.4. Normas, qualidade e especificacfes do pdlen apicola

A qualidade do polen é influenciada pela sua composi¢do quimica, que varia de
acordo com diversos fatores, como por exemplo o tipo de flor, condigdes agroecologicas
e metodos de recolha. (Melo, 2015). Este facto poderd justificar, em parte, a ndo
existéncia de normas de qualidade relativas ao polen apicola na maioria dos paises,

conforme mostra a Tabela I1.



Tabela Il - Paises que possuem legislacdo especifica para o controlo de qualidade dos produtos
da apicultura.

PAIS MEL | PROPOLIS GFEELAE\ILA AEIQCLCI)E[\I A
Alemanha Sim' N&o N&o N&o
Argentina Sim Néo Sim Sim
Arménia Sim Sim Sim Sim
Bélgica Sim’ Nao N&o Nao
Bulgaria Sim Sim Sim Sim
Brasil Sim Sim Sim Sim
China Sim Sim Sim Sim
Cuba Sim Sim Néo Sim
El Salvador Sim Néo Néo Néo
Eslovaquia Sim' N&o N&o Nao
Finlandia Sim' N&o N&o N&o
Franca Sim' Nao Nao Nao
Grécia Sim* Nao Nao Nao
Holanda Sim* Nao Nao Nao
Inglaterra Sim' N&o N&o N&o
Italia Sim* Nao Nao Nao
Japéo Sim N&o N&o Néo
Nepal Sim N&o N&o Néo
Poldnia Sim Sim Sim Sim
Portugal Sim' N&o N&o N&o
Repuablica Tcheca | Sim N&o N&o Néo
Romania Sim N&o N&o Néo
Rassia Sim Sim Sim Sim
Suica Sim N&o Sim Sim
Turquia Sim Sim Sim Sim
Uruguai Sim N&o Sim Sim
Venezuela Sim N&o Néo Néo
! Adota a legislacdo da Unido Europeia

[Fonte: Almeida-Muradian, 2009]

A Espanha foi um dos primeiros paises a estabelecer normas para a padronizacao
do polen apicola, como resposta a ndo existéncia de normas especificas sobre a
qualidade do produto espanhol, o que resultou na comercializacdo de produtos de baixa

qualidade e consequente perda do mercado europeu (Barreto et al., 2005).

E de extrema importancia o conhecimento da composicdo quimica do polen

apicola, particularmente do seu teor de humidade, para garantir a qualidade do produto



final. Portugal carece de uma legislacdo referente ao pdlen apicola (Tabela I1),
tornando-se por isso, importante o conhecimento dos padrdes referentes a sua
composi¢do quimica e o teor de humidade, embora existindo legisla¢des que regulam o
sector da apicultura. Refere-se ainda que, paises como Argentina, Brasil, Cuba, Japéo,
Poldnia, Russia, Suica, Turquia e Uruguai, possuem limites para os parametros de
qualidade e reconhecem legalmente o pdlen como um suplemento alimentar, uma vez

que contém substancias nutricionalmente importantes (Nogueira, 2012).

Na legislacdo brasileira, sdo estabelecidos requisitos relativos a caracteristicas
sensoriais (aspeto, aroma, cor e sabor) e fisico-quimicas (acidez livre, agucares totais,
cinzas, fibra bruta, humidade, lipidos, proteinas e pH) do polen apicola. No caso
particular do teor de humidade, que influencia de forma decisiva a estabilidade do pélen
apicola, séo estabelecidos valores maximos de 30 e 4%, para o polen in natura e para o
polen desidratado, respetivamente. Esse documento, estabelece ainda que, para o polen
desidratado, a secagem devera ser realizada a uma temperatura maxima de 42°C. A
legislacdo Argentina estabelece um valor de 8% para o teor de humidade final no polen
desidratado (Caminha, 2014).

1.5. Composicao quimica do polen apicola

A composicdo quimica do pdlen apicola é influenciada pelas varia¢des quantitativas
entre as flores das diferentes espécies vegetais pelas abelhas, condi¢fes agroecoldgicas,
geogréficas, idade da planta e estacdo do ano (Carpes, 2008; Hervatin, 2009; Casaca,
2010), fazendo do pélen o elemento de maior diversidade entre os produtos da colmeia
(Tabela I11).



Tabela 111 - Composicao quimica do pélen apicola desidratado

ESTUDO (% de peso seco de pdlen desidratado)

PARAMETROS A B C D E F G H | J K
Hidratos de carbono -- 13-55 -- -- -- 40 10 - 40 -- -- -- -
Acucares totais 28 - 66 -- 20-40 -- -- -- -- 28 — 66 28,4 15,50 --
Acucar redutor -- -- 20 - 26 47,2 33,3 -- 20 - 26 -- -- -- -
Fibra, Pectina 0,3-20 0,3-20 3-5 -- -- -- -- 0,3-20 -- 4,36 --
Proteinas 3-62 10 -40 15-30 30 20,3 35 5-30 3-62 21,5 21,35 23,59
Lipidos 1-13 1-13 10-5 2,82 2,81 5 1-5 1-13 3,5 4,64 4,97
Cinzas 05-6 2-6 25-35 | 372 2,1 3 - 05-6 28 2,22 3,08
Humidade - - - 16,84 7,3 7-10 - - 23,6 7,44 2,34
Indeterminados - 2-5 - - - 13 - - - - -
pH - - - - - - - - 5,1 - -

[Fonte: Adaptado de: A. Almeida-Muradian, (2009); B. Campos et al., (2008); C. Carpes, (2008); D. Morais, (2009); E. Nogueira et al., (2012); F.
Tomas (2013); G. Estevinho et al., (2012); H. Almeida-Muradian et al., (2005); I. Marchini et al., (2006); J. Serafini, (2013); K. Ferreira,
(2012)].



1.5.1. Humidade

A humidade facilita a recolha do pélen fresco e é um dos principais parametros de
qualidade para a preservagdo deste produto. A humidade relativa do pélen fresco ronda
aos 30%, para garantir a sua qualidade e reduzir o desenvolvimento de microrganismos
é necessario reduzir o teor de humidade para valores de aproximadamente 4-8% atraves
da secagem (Almeida-Muradian e Penteado, 2007; Campos et al., 2008; Casaca, 2010;
Melo et al., 2011). Para a qualidade do pdlen apicola, a Legislacdo Brasileira
recomenda um teor de humidade maxima de 30% para pdlen fresco e 4% para pélen
desidratado (Brasil, 2001).

Na altura da recolha, o teor de humidade na amostra de p6len é um dos parametros
que recebe maior atencdo do apicultor. Depende sobre tudo de varios fatores, associados
com a época de colheita, fatores climaticos, o grau de maturacdo alcan¢ado na colmeia
(Finola et al., 2007).

1.5.2. Hidratos de carbono

Os principais hidratos de carbono presentes no pdlen sdo monossacarideos (frutose
e a glucose) ou dissacarideos (sacarose). Os hidratos de carbono podem aparecer no
polen com valores médios no intervalo de 10 a 55%, (Campos et al., 2008; Estevinho et
al., 2012; Tomas, 2013). No entanto, estes valores podem estar sujeitos a uma elevada
variabilidade, dependendo da origem do polen. Este facto torna-se evidente nos valores
encontrados em alguns estudos, como € o caso de um estudo realizado com polen
recolhido na Tailandia, onde os valores médios de frutose, sacarose e glucose, foram de
7,2%, 0,6% e 6,4%, respetivamente (Chantarudee et al., 2012). Para além disso, neste
estudo foi ainda reportada a presenca de 0,53% de maltose. Um outro estudo,
envolvendo amostras do sul do Brasil, evidenciou a presenca de 6,7% de glucose e de
5,3% de frutose (Souza, 2014).

Para além destes acUcares, existem outros dissacaridos e trissacaridos em pequenas
quantidades no polen apicola, bem como alguma quantidade de amido (Conddn, 2005;
Campos et al., 2008). Para além do amido, no pdélen podem também ser encontradas
fibras, sendo que a Instrucdo Normativa n°3 da Legislacdo Brasileira sobre a qualidade
de pdlen apicola, estabelece um percentual minimo de 1,8% para as fibras (BRASIL,

2001). Os percentuais médios de fibras encontrados no polen apicola por Carpes,
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(2008); Almeida-Muradian, (2009); Serafini, (2013), foram de 3 a 5%, 0,3 a 20% e
4,36, respetivamente.

1.5.3. Proteinas

O polen apicola contém cerca de 3 a 62% de proteinas (Almeida-Maradian, 2009),
sendo a prolina e o &cido glutamico, os aminoacidos constituintes mais abundantes. O
seu valor nutritivo é considerado elevado, devido a sua composi¢cdo em aminoacidos
essenciais (leucina, isoleucina, valina, metionina, treonina, lisina, triptofano e
fenilalanina), tornando o pdlen um excelente suplemento alimentar na dieta humana
(Lengler, 2002; Condon, 2005; Campos et al., 2008; Caminha, 2014). As médias
encontradas em trabalhos apresentados por Morais, (2009) e Ferreira, (2012) s&o
superiores a 20%, o que demonstra a riqueza desse alimento em material proteico.
Outros estudos com o polen apicola, mostram valores médios em proteina total de 10 a
40% (Campos et al., 2008), 30% (Morais, 2009), 20,3% (Nogueira et al., 2012) e 35%
(Tomas, 2013).

1.5.4. Lipidos

O pdlen contém na sua composicao entre 1 a 13% de lipidos, onde predominam o0s
acidos gordos insaturados, predominando o &cido linolénico, seguido do &cido linoleico
e acido oleico (Condon, 2005; Caminha, 2014). Para além de acidos gordos, o pdlen
contém outros compostos de natureza lipidica, tais como esterdis e carotenoides (Féas et
al., 2012). A legislacdo Suica sobre a qualidade do pdlen apicola, estabelece valores
méaximos, no intervalo de 1 a 10% de lipidos (Bogdanov et al., 2004). Estudos
realizados por Morais (2009), Ferreira (2012) e Tomas (2013), apresentaram valores

médios de lipidos de 2,82%, 4,97% e 5%, respetivamente.

1.5.5. Minerais

A fracdo de minerais no pélen determina-se mediante a obtencdo do teor em cinzas
(Condon, 2005; Campos et al., 2008). O potassio € o mineral que aparece em maior
percentagem (60% do total de minerais), no entanto o pélen também possui magnésio
(cerca 20%), sodio, calcio, ferro, zinco. Normalmente, a quantidade de cinzas presente
no polen apicola, depende substancialmente da origem floral, época de colheita, melada

adicionada e do néctar recolhido pelas abelhas durante o voo (Rodriguez et al., 2004).
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As cinzas, constituidas pela matéria mineral do pélen, fazem parte dos constituintes
minoritarios, podendo apresentar valores médios entre 2,5 e 3,5% (Carpes, 2008) e 3%
(Tomas (2013).

1.6. Propriedades biol6gicas do pdlen apicola

O podlen tem vindo a despertar o interesse de investigadores de todo o mundo,
devido as suas propriedades bioldgicas, nomeadamente atividade antioxidante,
antibacteriana, antifingica, anti-inflamatoria, antialérgica, hepatoprotetora e anti-

mutagénica.

1.6.1. Atividade antioxidante

Os antioxidantes nos alimentos, sdo considerados substancias que aparecem em
pequenas quantidades e que sdo capazes de prevenir significativamente a matéeria ou
retardar grandemente a oxidacdo de substancias facilmente oxidaveis (Becker et al.,
2004). Um exemplo de substancias com atividade antioxidante s&o o0s compostos
fendlicos, que representam um indicador de qualidade para o pdlen apicola (Carpes,
2008). Os mesmos, variam de uma forma simplificada com baixo peso molecular,
compostos por anéis aromaticos individuais a grandes e complexos taninos e derivados
polifendis. Quanto ao arranjo e numero de carbonos, sdo classificados em flavondides
(flavonais, flavonas, flavan-3-0is, tocianidinas, flavanonas, isoflavonas e outros) e néo-
flavondides (acidos fenodlicos, hidroxicinamatos, e outros) (Amancio, 2014). Entre os
compostos fenolicos, os flavondides sdo os mais numerosos e podem ser encontrados
em todo reino vegetal, principalmente na parede superficial do pdlen. Os mesmos, tém
grande importancia como metabolito secundario, estando envolvido em processos como
protecdo a exposicdo ultravioleta, pigmentacéo e resisténcia a doencas (Hubinger, 2009;
Lopes et al., 2011). Carpes et al., (2008) refere em seus estudos que, as propriedades

biologicas do polen podem estar relacionadas, com a acdo dos compostos fendlicos.

No caso particular do pdlen apicola, a atividade antioxidante € das propriedades
mais reportadas, o que possibilita a sua aplicacdo na industria farmacéutica, alimentar e
cosmética. Estudos in vitro e in vivo com amostras de pdlen apicola demonstraram o
efeito da atividade antioxidante do pdlen e que pode ser utilizado como um antioxidante
dietético para a satude humana (Li et al., 2018). Estudos com amostras de pdlen apicola

do Cairo (Egipto), testados em ratos por inducdo de fluoreto de sodio, mostraram a
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diminui¢do significativa do malondialdeido, bem como um aumento notavel de
superoxido dismutase e niveis de glutamina no sangue e no cérebro (Khalil e Elsheikh,
2010). Outro estudo contra o stress oxidativo, utilizando amostras de pdlen apicola,
promoveu a restauracdo do figado em ratos induzidos por tetracloreto de carbono
(CCl4) (Yildiz et al., 2013). Reporta-se ainda em outro estudo que, amostras de pélen
apicola modularam a catalase, a glutamina, niveis de peroxidase e superdxido

dismutase , na hiperamonemia induzida por tioacetamida em ratos (Omnia et al., 2014).

1.6.2. Atividade anti-inflamatoria

O pélen apicola possui um potencial anti-inflamatério comparavel ao de anti-
inflamatorios ndo esterdides, como o naproxeno, analgin, fenilbutazona e indometacina
(Melo, 2015). Diversos estudos evidenciaram a presenca de acidos gordos, flavondides,
acidos fendlicos e fitoesterdis como principais responsaveis pela atividade anti-
inflamatdria do pdlen apicola (Hamalainen et al., 2007; Komosinska-Vassev et al.,
2015).

A capacidade anti-inflamatoria do pdlen apicola foi testada in vivo por Choi (2007),
que estudou a capacidade de extratos de polen de pinheiro em aliviar a inflamacdo e a
dor em ratos, submetidos a diferentes protocolos. Observou-se uma reducéo
significativa na inflamagcdo provocada, bem como na percecdo da dor aos animais

expostos ao tratamento.

1.6.3. Atividade antibacteriana

A atividade antimicrobiana do pdlen apicola é pouco reportada, embora esta
atividade tenha sido comprovada em alguns estudos que demonstraram a atividade

antibacteriana contra algumas espécies patogénicas para os vegetais (Frigerio, 2009).

Estudos de avaliacdo da atividade antibacteriana de pdlen apicola recolhido na
Turquia mostraram que o extrato de pdlen tem um efeito inibidor do crescimento de 13
espécies bacterianas patogénicas para os vegetais (Esin et al., 2006). Através da
realizacdo deste estudo foi possivel concluir que os extratos de pélen apicola utilizados
tém um potencial para tornarem-se agentes protetores de sementes. Em outro estudo da
atividade antimicrobiana (ensaios preliminares) utilizando diferentes flavonoides

isolados a partir de extratos de pdlen apicola de Eucaliptus globulus, Ranunculus
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sardous e Ulex europeus, mostrou-se que os derivados da herbacetina encontrados no
polen de Ranunculus Sardous e Ulex europeus, tém atividade antibiética marcada contra
Pseudomonas aeruginosa. No mesmo estudo, o p6len de Eucaliptus globulus, rico em
derivados da quercetina, ndo mostrou nenhuma atividade antibiotica (Campos et al.,
1998; Frigerio, 2009).

1.7. Métodos de recolha do p6len apicola

As abelhas obreiras, apds a recolha do polen nas flores, transportam-no nas suas
patas traseiras como cargas polinicas (Figura 2 A) para a colmeia, onde se podera
instalar um dispositivo denominado de capta-pélens (Figura 2 B) que possibilitard a
recolha do pdlen apicola. Este dispositivo é colocado na entrada de voo e consiste numa
grelha cujas aberturas sdo suficientemente largas para permitir a passagem da abelha,
mas suficientemente estreitas para reter parte do p6len das patas das abelhas obreiras em
pastoreio de pélen e recolhé-lo num recipiente adequado para o efeito (Casaca, 2010).

Figura 2 - Abelhas obreiras a colher pdlen e com as cargas polinicas nas patas traseiras (A) e
capta-polens utilizados para a recolha de polen apicola (B).

[Fonte: A) MAFDR, (2016); B)
https://drwfxyu78e9ug.cloudfront.net/usercontent/apisfilanis/media/images/5615d98c4dd6ch32d03547ec
7d12888f.jpg. Acessado em Novembro de 2018].

Os capta-pdlens utilizados nas colmeias sdo escolhidos pelos apicultores de acordo
com a sua capacidade, facilidade de higienizagéo e custo, podendo ser encontrados em

diferentes configuragdes (Figura 3).
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@»‘Carlos Correa - Brasi

Figura 3 — A) Capta pdlen com pélen apicola (estrado); B) Capta p6len de plastico tipo
injetado (frontal); C) Capta poélen tipo tropical africanizado baiano (estrado); D) Capta
polen tipo intermediario interno (estrado).

[Fonte:A)http://2.bp.blogspot.com/_OeMEdSu4fhQ/SgFuFykHK71/AAAAAAAABhIs/XKKpFy8
KToE/s400/capta_polen.jpg. Acessado em Novembro de 2018; B) http://www.o-
cortico.com/379-large_default/capta-polen-em-plastico.jpg. Acessado em Novembro de 2018;
C) e D): Hervatin, (2009)].

Existem algumas praticas que devem ser tidas em consideracdo durante a utilizacao
dos capta-polens. Assim, estes dispositivos devem ser colocados no periodo da manhé e
retirados no final do dia, podendo a coleta ser realizada diariamente ou dia sim/dia nao,
dependendo do tipo de capta-pdlen a utilizar na colmeia e da estacdo do ano. Para
apiarios novos ou antigos em que a atividade de coleta de pdlen se implementa pela
primeira vez, é também aconselhavel a colocacdo dos capta-p6lens nas colmeias com a
grelha aberta durante um periodo de 24 a 48 horas para a adaptacdo das abelhas com a
nova entrada e que se estabelecam periodos em que se devem e ndo devem colocar 0s
capta-polens, fazer a higienizacdo e manter a produtividade das colmeias. Na estacao de
chuvas é aconselhavel retirar os capta-p6lens e nao recolher o pdlen, visto se tratar de
um periodo onde a humidade relativa do ar varia bastante, podendo favorecer o
crescimento de microrganismos no polen que fica nos capta-pélens (Hervatin, 2009;
Melo, 2015).
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Apos a recolha do poélen, é recomendada a limpeza dos capta-pélens, para além do
transporte do polen fresco em caixas receptoras de polen, baldes plasticos, caixas
plasticas organizadoras retangulares com base larga até a sala de beneficiamento.
Segue-se a limpeza de material estranho no pdlen (residuos vegetais, fragmentos de
abelhas, propolis, poeiras), congelamento do p6len em bandejas plasticas com 2,5 kg no
maximo para evitar o empelotamento do mesmo durante o processo que pode chegar até
2 horas (Lengler, 2007). Durante o processo de recolha nos apiarios, o pélen pode
apresentar um teor de humidade superior a 18% de humidade. Deste modo, torna-se
necessario baixar a humidade para valores que permitam garantir a qualidade do pélen
(inferior a 10%), minimizando o crescimento microbiano e consequentes processos de
fermentacdo (Casaca, 2010; Melo et al., 2011; Rocha, 2013).

1.8. Métodos de preservacao do pdlen apicola

S&o varias as técnicas utilizadas atualmente para a preservacdo do pdlen apicola,
desde as mais remotas e artesanais, até as mais modernas, indicando um amplo espaco a
ser desenvolvido nesse segmento da cadeia (Barreto et al., 2006; Ferreira, 2012). Entre
as técnicas usadas destacam-se a secagem e a congelacdo. Importa realcar que, o
sucesso destas técnicas de preservagdo do polen apicola, dependem do devido controlo e
manejo de fatores como: temperatura, humidade relativa do meio ambiente e humidade
do polen (Rocha, 2013).

1.8.1. Secagem do pdlen apicola

A secagem é um dos processos mais antigos e mais frequentemente utilizado para a
preservacdo do pdlen apicola. Apesar de ser uma técnica que envolve processos de
transferéncia de calor e de massa complexos, a sua utilizacdo pratica é bastante simples,
uma vez que os equipamentos necessarios para a secagem sao de facil operacdo (Rocha,
2013).

Tal como sucede com outros produtos alimentares, é de extrema importancia
controlar e inspecionar as etapas de processamento, como € o0 caso da secagem, bem
como o armazenamento e distribuicdo, de modo a assegurar aos consumidores que o
polen comercializado satisfaz as suas necessidades, mantendo as propriedades

nutritivas, organoléticas e a qualidade microbiologica (Campos et al., 2008).
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Considera-se ser de extrema importancia controlar e inspecionar as etapas de
processamento, armazenamento e distribuicdo, de modo a assegurar aos consumidores
todos os nutrientes disponiveis no pdélen apicola e, em conformidade com as suas
necessidades mantendo as propriedades organoléticas e a qualidade microbiol6gica
(Arruda et al., 2013). Devido a importancia nutricional e funcional dos componentes

existentes no pélen apicola (Souza et al., 2004).

A secagem do polen apicola pode ser realizada em secadores que devem possuir
preferencialmente bandejas sobrepostas perfuradas, para além de sistemas de controlo
de temperatura e de circulacdo e renovagdo do ar (Figura 4). A secagem deve
possibilitar a reducdo do teor de humidade até um valor considerado adequado para a
preservacdo do polen apicola. Este valor ndo é consensual e podem-se encontrar na
literatura referéncias a valores compreendidos entre os 2,5 e 0s 6,0%. (Casaca, 2010) ou
entre 0s 4,0 e 0s 8,0%, no caso da Legislacdo Argentina (Campos et al., 2008; Caminha,
2014).

Punet do Comande

Figura 4 — Secador de pdlen apicola

[Fonte: A) Oliveira Jr (2009); B) http://montedomel.blogspot.pt e
http://apiariosforte.blogspot.pt. Acessado em Janeiro de 2019]

1.8.2. Congelacéao do polen apicola

Um outro método de preservacdo do pdlen apicola consiste na sua congelacéo,
possibilitando que este se conserve in natura. Normalmente, a congelacdo é usada
quando existe a impossibilidade de uma secagem imediata ap6s a colheita do polen
apicola. As reduzidas temperaturas usadas evitam a multiplicacdo total ou parcial dos

microrganismos presentes no pdlen apicola apdés a sua colheita, possibilitando
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simultaneamente a manutencdo das caracteristicas fisicas e quimicas e aumentando o
tempo de prateleira do produto. A sua preservacao deve ser feita em sacos plasticos a -
20°C durante dois dias, colocando-o em bandejas de 2,5kg durante 2 horas, agitando-as
para evitar a agregacéo dos gréos e facilitar a congelacéo (Casaca, 2010; Rocha, 2013).

1.8.3. Liofilizacdo do polen apicola

A liofilizacdo do pdélen, é um processo de preservacdo que consiste na passagem do
contedo em agua contido no polen, do estado sélido (apds a congelacdo) ao estado
gasoso, sem passar pelo estado liquido. O processo de congelacdo deve ser o mais
rapido possivel, para se formarem microcristais de gelo que ndo danifiguem a
membrana celular do pélen. Se o processo de congelamento for lento, os cristais
formados serdo grandes e poderdo causar danos ao nivel da estrutura celular tendo como
resultado a perda do liquido citoplasmatico e, consequentemente, a degradacdo dos
gréos de pélen (Frutal, 2003; Bortolatto e Lora, 2009; Ferreira, 2012).

O processo de liofilizacdo do pdlen apicola possibilita a obtengdo de um produto
esponjoso que permite a sua rapida reconstituicdo, sem comprometer o sabor e a
aparéncia do produto original. Para alem disso, a liofilizacdo apresenta outras vantagens
tais como a reducdo de perdas vitaminicas e de constituintes volateis, diminuicdo de

desnaturacdo proteica e maior digestibilidade do polen apicola.

Ja é possivel encontrar alguns produtos alimentares liofilizados, tais como pedagos
de frutas, vegetais e carnes. No entanto, o custo associado a este método de preservacao
é relativamente elevado, sendo aplicado com mais frequéncia em produtos de elevado
valor acrescido e que necessitam de uma reidratacdo rapida e completa. Deste modo, a
liofilizacdo ndo é frequentemente utilizada pelos apicultores como um método de

preservacdo do pdlen apicola (Ferreira, 2012).
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2.1. Amostragem

A presente dissertacdo foi desenvolvida no &mbito de um projeto de investigacao
(DivinA) que envolve varias entidades ligadas ao sector da apicultura, nomeadamente
apicultores, que foram responsaveis pela recolha e fornecimento das amostras de pélen.

Deste modo, numa fase preliminar do projeto foi avaliada a influéncia da regido de
captura na composicdo quimica, em amostras de p6len recolhidas em Bragancga, Nisa,
Vila Real e Portalegre. Foi ainda possivel realizar a avaliacdo da influéncia do modelo
de capta-pélen (capta-pdlen frontal vs capta-pélen de estrado) no teor de humidade,
utilizando amostras de pélen recolhidas na regido de Vila Real e Portalegre, conforme
se descreve na Figura 5. Apds a sua rece¢do, as amostras foram preservadas a -18°C até

a sua respetiva avaliacao.

Influéncia da regiéo mégzﬂ)egglga%(za_ Métodos de
de captura polen preservacao
Braganga | ! Vila Real
Nisa Portalegre
Portalegre
Vila Real ~ 0 més;
] - Congelacio; 1 més;
- Secagem em estufa 3 meses;
(35°C; 40°C e 45°C); | 6 meses;
- Liofilizag&o. P 9 meses.

Figura 5 — Origem das amostras de polen apicola usadas nas varias partes do trabalho.

Posteriormente, utilizando amostras recolhidas em Braganca, foi realizado o
trabalho relacionado com o principal objetivo desta dissertacdo de mestrado, ou seja, 0
estudo do efeito da aplicacdo de diferentes métodos de preservacao nas caracteristicas
quimicas do pélen (Figura 5). A escolha desta localizacdo esta essencialmente
relacionada com questdes de ordem pratica, neste caso, na capacidade dos parceiros

deste projeto fornecerem a quantidade de poOlen necessario para a realizacdo das varias
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analises. Depois de rececionadas, as amostras de pdlen foram preservadas a — 18°C até
serem processadas através da aplicacdo das metodologias de preservacdo em estudo:
secagem em estufa a 35°C (SEC35), 40°C (SEC40), 45°C (SECA45) e liofilizagdo. As
amostras de pdlen do presente estudo, foram recolhidas ao longo de um total de 13
semanas, compreendidas entre os meses de Maio, Junho, Julho e Agosto de 2018.

2.2. Anélise polinica

A anélise foi feita em triplicado, dissolvendo-se 10 g de pdlen apicola em &gua
destilada e centrifugada a 4300 rpm (33739g), durante 10 minutos. O sedimento obtido
foi novamente dissolvido em &gua destilada e centrifugado durante 5 minutos. A analise
qualitativa foi realizada com duas aliquotas de 100 pL do sedimento, sendo utilizado
um minimo de 800 grdos de pdlen apicola, que foram contados e identificados por
microscopia (Nikon Optiphot 1) com uma ampliagdo de 400x, ou 1000x, quando
necessario. Para a analise quantitativa, foi utilizada uma aliquota de sedimento de 10 pL
(volume final de 2 ml) e a quantidade de gréos de pdlen nas aliquotas foi quantificada
por microscopia, com uma ampliacdo de 400x. A andlise polinica foi realizada em
colaboragcdo com o Laboratdrio Apicola — LabApis — Universidade de Tras-os-Montes e
Alto Douro (UTAD), Vila Real, Portugal.

2.3. Metodologias de preservagao

Apos a rececdo do polen e preservacdo a — 18°C, as amostras foram separadas e
submetidas a diferentes técnicas de preservacdo, nomeadamente a liofilizacdo,
congelacdo e secagem em estufa com temperaturas de 35°C, 40°C e 45°C (SEC35,
SEC40 e SEC45, respetivamente).

A congelacéo foi feita numa arca vertical (LIEBHERR Comfort NoFrost) a — 20°C,
sendo as amostras de polen retiradas para analise nos tempos de avaliagcdo

correspondentes a 0 meses, 1 més, 3 meses, 6 meses e 9 meses de armazenamento.

A secagem foi feita em estufa (Figura 6A) com convexdo forcada sem controlo de
humidade, em bandejas de cartolina de papel, até as amostras atingirem um teor de
humidade de aproximadamente 10%. Assim, a amostra SEC35, obedeceu a um tempo

total de 15 horas de secagem, a amostra seca a SEC40, obedeceu 7 horas e 30 minutos e
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a amostra seca a SEC45, fez 5 horas e 50 minutos de secagem. A liofilizacdo foi feita
num liofilizador (Zirbus LYOPHILIZERS VACO 10-11-D) com uma pressao de 0,200

mbar, durante 96 horas.

Apos a aplicacdo de cada uma das técnicas de preservacao sob estudo, o pélen foi
guardado em porta-amostras, devidamente identificados, correspondentes as diferentes
técnicas de preservacao aplicadas e tempos de armazenamento avaliados, para posterior
caraterizagdo da composi¢do quimica, descrita na se¢do 2.4 e avaliacdo da atividade
antioxidante, tal como descrito na sec¢éo 2.5 ao longo do tempo (0 més, 1 més, 3 meses,
6 meses e 9 meses).

2.4. Composigdo quimica

As varias amostras de pélen utilizadas durante esta dissertacdo foram caracterizadas
quimicamente utilizando as metodologias descritas de seguida. No caso das amostras
preservadas através das técnicas descritas na secdo 2.3, a avaliagdo da composicao
quimica foi realizada ap0s a aplicacdo das varias metodologias de preservacdo, bem
como apds 1 més, 3 meses, 6 meses e 9 meses da aplicacdo dessa mesma técnica de
preservacdo. Assim, foram realizadas analises para a determinagédo do respetivo teor de
humidade, cinza, proteina e gordura bruta. Para além destes parametros nutricionais,
procedeu-se ainda a determinacdo do teor de compostos fendlicos totais e perfil de

acucares.

2.4.1. Determinacdo do teor de humidade

A determinacdo do teor de humidade foi feita segundo o método de Almeida-
Muradian et al., (2012), através de secagem em estufa a temperatura de 105°C durante
90 minutos, utilizando-se o equipamento da marca Memmert Basic UNB 100-500
(Figura 6B), com convexdo forcada sem controlo de humidade. Para tal, para cada
amostra analisada, foram deixados na estufa, de um dia para o outro, 3 cadinhos a
temperatura de 105°C para eliminar qualquer vestigio de humidade. Ap6s o seu
arrefecimento em exsicador, os cadinhos foram pesados (MC), tendo-se adicionado
cerca de 2 g de polen apicola moido e homogeneizado (MA). Posteriormente, 0s

cadinhos foram colocados na estufa a temperatura de 105°C, durante 90 minutos. Os
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cadinhos foram deixados 30 minutos em exsicador para arrefecer e pesados até peso
constante para determinar o remanescente de peso final da amostra (MS). O teor de
humidade foi calculado em termos de percentagem de humidade (%) de acordo com a
seguinte equacao:

MO +MA—-—MS
Mphumidade = (
MA

)*100

Equacdo n° 1

onde:

MC = massa do cadinho;
MS = massa do conjunto (cadinho + amostra apds secagem);

MA = massa da amostra.

Figura 6 — A. Estufa Climacell (MMM Group, modelo CLC-B2V-M/CLC111-TV)
B. Estufa Memmert Basic UNB 100-500

2.4.2. Determinacao do teor em cinzas

O teor em cinzas foi determinado em base seca (primeiramente determinou-se o
teor de humidade e a mesma amostra seca a 105°C, utilizou-se para determinar o teor
em cinzas) por incineracdo em mufla, utilizando-se o equipamento de marca Lenton
Thermal designs LTD e a metodologia proposta por Almeida-Muradian et al., (2012).

Esta avaliagdo obedeceu a descricdo da secdo 2.4.1, uma vez que a amostra utilizada
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para a determinacdo do teor de humidade, também serviu para determinar o teor em
cinzas. A massa do cadinho (MC) e a massa da amostra (MA), é a mesma utilizada para
calcular o teor de humidade. Posteriormente, os cadinhos foram colocados na mufla a
temperatura de 550°C, durante 8 horas de incineracdo. Apods sairem da mufla, os
cadinhos foram deixados em exsicador para arrefecer e pesados até peso constante para
determinar o remanescente de peso final da amostra (MS) (Figura 7), sendo 0s

resultados calculados em % de base seca pela seguinte equagéo:

M5 —MCO

lgcinzas = ( ) =100
MA

Equacéo n° 2
onde:
MS = massa do conjunto (cadinho + residuo);

MC = massa do cadinho;
MA = massa da amostra.

Figura 7 — Amostras de polen apicola, apés incinera¢do em mufla a 550°C

2.4.3. Determinacdo do teor de gordura bruta

O teor de gordura bruta foi determinado apos extracdo em Soxhlet (modelo Behr
Labor - Technik) (Figura 8), utilizando-se a metodologia proposta por Almeida-
Muradian et al., (2012).
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Figura 8 — Extrator de Soxhlet, extraindo gordura em amostras de pélen apicola

Inicialmente, pesaram-se cerca de 2 g de amostra de pdlen apicola (MA) em
cartuchos de filtro de papel, com um pouco de algoddo dentro dos cartuchos.
Posteriormente, os cartuchos foram colocados nos extratores do Soxhlet, tendo-se
procedido a extracdo da gordura durante 8 horas, utilizando o éter de petrdleo como
solvente. Apds a extracdo, o baldo de extracdo foi levado a secura em evaporador
rotativo (Heidolph) (Figura 9). O baldo, contendo o material extraido, foi pesado (ME)
(Figura 10), e o teor de gordura bruta, expresso em termos de % (base humida),
calculado pela seguinte equacao:

ME — MB

)* 100
MA

Yogordura = (

Equacéo n°® 3
onde:

ME = massa do conjunto (baldo + residuo apds extracao);
MB = massa do baldo volumétrico;

MA = massa da amostra.

Os valores assim obtidos foram posteriormente convertidos a % (base seca), tendo

em consideracdo o teor de humidade médio das amostras.
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Figura 10 - Balanca (BEL engineering)

2.4.4. Determinacdo do teor de proteina bruta

O teor de proteina foi determinado pelo método de Kjeldahl, utilizando-se 6,25
como fator de converséo, para transformagao do teor de nitrogénio total em teor total de
proteinas, de acordo com a metodologia proposta por Almeida-Muradian et al., 2012.

Pesou-se aproximadamente 0,2 g de amostra de pdlen apicola para os tubos de
digestdo. Em seguida adicionaram-se 2 pastilhas de catalisador metalico ((Cu) 9% em
Cu S04.5H,0) e 15 mL de acido sulfurico puro, colocando-se o bloco digestor a 400°C

durante 70 minutos, e aguardando pelo aparecimento da coloracdo verde (Figura 11A),
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que indica o final da reacdo de oxidacdo. Apos a digestdo, os tubos foram arrefecidos e
colocados no destilador de azoto (Figura 11B), tendo-se diluido a amostra com &gua
destilada e neutralizado o excesso de &cido sulfurico com hidroxido de sodio a 40%
(m/v). De seguida, amoniaco (NH3) formado foi destilado e recolhido num erlenmeyer
contendo 10 mL de solucdo de &cido bdrico a 0,5% (v/v), com indicador misto verde de
bromocresol e vermelho de metilo. Finalmente, a solucdo obtida foi titulada com uma
solucdo de HCI 0,5 M até atingir o ponto de viragem, identificado pela passagem da

coloragéo azul para rosa.

O teor de proteina bruta (expresso em base himida) foi calculado pela equacgédo n°
4 e 0s resultados expressos em percentagem de proteina (%):

Teor de Proteina (%) = Teor de azoto (%) X 6,25

Equacéo n° 4

Figura 11 — A. Reacdo de oxidacdo da amostra em tubos de digestdo. B. Micro-Kjeldahl de
extracdo de proteinas

Os valores assim obtidos foram posteriormente convertidos a % (base seca), tendo

em consideracdo o teor de humidade médio das amostras.

2.4.5. Determinacdo de agucares livres

A quantificacdo de acucares livres foi realizada por cromatografia liquida de alta

eficiéncia acoplada a um detetor de indice de refracdo (HPLC-RI). Inicialmente
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procedeu-se a uma diluicdo, pesando-se aproximadamente 2 g de amostra de pdlen
apicola e adicionando-se 30 mL de agua desionizada, sob agitacdo durante 30 minutos.
Em seguida, filtrou-se a mistura com papel de filtro para um baldo volumétrico de 50
mL, adicionando-se 12,5 mL de metanol e aferindo-se o volume final com agua
desionizada. Posteriormente filtrou-se com filtros millipore (0,2 pm) para vails de 2 mL,
tendo-se injetado um volume de 20 pL num cromatégrafo integrado com uma bomba
(Knauer, sistema Smartline 1000), um desgaseificador (Smartline 5000), um amostrador
automatico (AS-2057 Jasco) e um detetor de RI (Knauer Smartline 2300). Os dados
foram analisados usando o software Clarity 2.4 (DataApex). Para a separagdo
cromatografica utilizou-se uma coluna 100-5 NH;, Eurospher (4,6 x 250 mm, 5 [Im,
Knauer) operando a 35°C (forno Grace 7971 R). Como fase movel utilizou-se uma
mistura de acetonitrilo/dgua 80:20 (v/v), com um caudal de 1,3 mL/min. A identificacdo
dos agucares foi obtida por comparacdo dos tempos de reten¢do dos picos das amostras
com os dos padrdes, nomeadamente frutose, glucose e sacarose. As diferentes retas de
calibracdo foram construidas pelo método do padrdo externo, utilizando-se uma gama
de concentragdes de 0,375 a 40 mg/mL, tendo-se obtido as seguintes equacgdes e
coeficientes de correlacdo: y=89,964x-109,73 e R? = 0,991; y=100,87x-136,02 e R?* =
0,995); y=69,035x-0,0126 e R®> = 0,97, para a frutose, sacarose e glucose,
respetivamente. Os valores assim obtidos foram posteriormente convertidos a % (base

seca), tendo em consideracédo o teor de humidade médio das amostras.

2.4.6. Teor de compostos fenolicos totais

Para a determinacdo do teor de compostos fendlicos totais foi necessario realizar
uma extracdo prévia destes compostos presentes no pdlen apicola. Para a extragdo,
utilizou-se uma amostra homogénea de pdlen, posteriormente diluida numa solucao
aquosa de etanol a 80% (v/v), mantida sob agitacdo a temperatura ambiente (Figura
12), durante 12 horas (6h + 6h). Apds cada um dos periodos de extracdo, a mistura foi
filtrada nas mesmas condi¢des, tendo-se combinado os dois extratos filtrados, que foram
posteriormente concentrados em evaporador rotativo (Figura 9) a 40°C, liofilizados e
conservados no exsicador até analise posterior, conforme descrito na metodologia de
Ferreira et al., (2009).

27



Figura 12 — Placa de agitacdo (Selecta Multimatic-9N, Espanha)

A avaliacdo do contetdo em compostos fendlicos totais nas amostras de polen
apicola, foi efetuada segundo o método descrito por Singleton, (1965). A uma aliquota
(0,5 mL) de extrato etanolico (1 mg de extrato seco/mL etanol) foi adicionado 0,25 mL
de reagente de Folin-Ciocalteu. Apds 3 minutos, adicionou-se 1 mL de solucdo saturada
de carbonato de sodio e ajustou-se o volume final para 5 mL com agua desionizada. A
solucéo foi depois aquecida durante 10 min a 70°C, recolhendo-se posteriormente para o
escuro durante 30 minutos. No final mediu-se a absorvancia a 760 nm num
espectrofotometro (Analytik Jena, Jena, Alemanha). Para a medigcdo do branco efetuou-
se 0 mesmo procedimento usando 0,5 mL de etanol a 80% em detrimento da amostra.
Os resultados finais foram expressos em equivalentes de acido gélico, efetuando-se para
iSso uma reta de calibracdo com diferentes concentracGes deste padrdo, no intervalo de
0,03 a 0,5 mg/mL (y=9,8463x+0,0718; R2 =0,992). Os ensaios foram feitos em

triplicado.

2.5. Atividade antioxidante

2.5.1. DPPH (2.2-difenil-1-picrilhidrazilo)

Com base na metodologia descrita por Ferreira et al., (2009), foi possivel avaliar,
em triplicado, a capacidade para bloguear os radicais livres de DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo). Para o efeito, foram pipetados numa placa de 96 pocos, diferentes

concentracdes de EtOH 80% + o0s extratos etandlicos da amostra (liofilizada, secagem
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em estufa a SEC35, SEC40, SEC45 e congelada), com diferentes concentracdes + 150
uL da solucdo metandlica contendo os radicais de DPPH.

As placas foram guardadas no escuro por 45 minutos a temperatura ambiente, tendo
a reducdo da concentracdo do radical de DPPH sido monitorizada através do registo do
decréscimo da absorvancia a 515 nm num leitor de microplacas (Figura 13B). O efeito
blogueador de radicais de DPPH, foi calculado como uma percentagem da descoloracéo

do DPPH, usando a seguinte equacao:

% Efeito bloqueador = [(Abspppy — AbSamostra) / AbSpppr] X 100

Equacgéo n°5
onde:
Abspppy: absorvancia inicial da solucdo de DPPH;
AbSamostra: absorvancia da solu¢do com o extrato da amostra.

O efeito bloqueador de radicais livres DPPH foi expresso através do calculo do
valor de ECso, que corresponde a concentracdo de extrato de amostra que fornece um
efeito bloqueador de 50%, conforme Falcdo et al., (2010).

Figura 13 — A. Micro placa de 96 pocos preparada para leitura; B. Leitor de microplacas
ELX800 Microplate Reader Bio-Tek
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2.5.2. Poder redutor

O poder redutor foi determinado, utilizando o material liofilizado obtido apds o
processo de extracdo de compostos fenolicos, descrito anteriormente na secdo 2.4.6.
Para cada amostra a analisar, pesaram-se, em triplicado, 0,0167g do extrato para um
baldo volumétrico de 50 mL, tendo-se posteriormente aferido com uma solucdo aquosa
de etanol a 80% (v/v). De seguida, pipetaram-se 250 pL da amostra para um tubo de
ensaio, tendo-se adicionado 1000 pL de uma solucdo aquosa de etanol a 80% (v/v),
1250 pL de tampédo fosfato com pH 6,6 e 1250 puL de KsFe(CN)s. Procedeu-se a
agitacdo vigorosa dos tubos de ensaio que foram colocados num banho de &gua a
temperatura de 50°C, durante 20 min, com uma agitacdo de 100 rpm. Apds o banho,
adicionou-se 1250 pL de &cido tricloroacético (10%) e seguidamente centrifugou-se a
300 rpm durante 10 min. Posteriormente, removeu-se 1250 uL do sobrenadante para
outro tubo de ensaio, adicionando-se 1250 pL de H,O destilada e 250 uL de FeCl;
(0,1%). Fez-se a leitura da absorvancia a 700 nm num espetrofotometro (Analytik Jena,
SPECORD 200, Alemanha (Figura 14)).

Figura 14 — Espetrofotometro (Analytik Jena, SPECORD 200, Alemanha)
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2.6. Andlise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada mediante a utilizacdo do programa estatistico
SPSS, versdo 23. As diferencas entre amostras foram avaliadas através do teste one-way
ANOVA de multipla comparacdo, seguido pelo post-test de Tukey, para um nivel de
significancia de p = 0,05. Nas tabelas apresentadas, na mesma linha, valores assinalados
com letras diferentes indicam diferencas significativas, para um determinado parametro

analisado, entre as técnicas de preservacgdo estudadas (p<0,05).
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CAPITULO 3

RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caraterizacdo das amostras de polen

3.1.1. Andlise polinica
3.1.2. Teor de humidade
3.1.3. Método de captura

3.2. Impacto dos métodos de preservacao

3.2.1. Composicdo quimica e atividade antioxidante imediatamente apos
aplicacdo dos diferentes métodos de preservagao

3.2.2. Composicdo quimica e atividade antioxidante ao longo do

armazenamento
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Os resultados obtidos nesta investigacdo sobretudo os relacionados com a
composi¢do quimica, sdo apresentados e discutidos, comparando-0s com os resultados

de outros autores que anteriormente fizeram estudos similares com o pdlen apicola.

3.1. Caraterizacao das amostras de po6len

3.1.1. Anélise polinica

A andlise polinica possibilita uma caraterizacdo detalhada dos produtos apicolas,
como € o caso do pélen apicola, do pdo de abelha e do mel. No caso particular do polen,
é possivel perceber os diversos tipos polinicos, a respetiva origem vegetal e a frequéncia
com que aparecem.

Ao longo deste estudo foram recolhidas amostras de polen de diferentes regides de
Portugal, nomeadamente Nisa, Vila Real, Portalegre e Braganca, cuja caracterizacao
polinica é apresentada nas Tabelas IV, V, VI e VII, respetivamente.

Tabela IV — Caracterizacdo polinica da amostra de polen apicola de Nisa.

FAMILIA VEGETAL TIPO POLINICO %
ACERACEAE Acer 0,31
ADOCACEAE Viburnium 0,06
APIACEAE Tipo Oenanthe crocata 1,11
APIACEAE Tipo Smyrnium olusatrum 0,02
APIACEAE Tipo Thapsia vilosa 0,12
AQUIFOLIACEAE Hexr 0,52
ASTERACEAE Galactites tomentosa 1,32
ASTERACEAE Tipo Anthemis arvenses 0,06
ASTERACEAE Tipo Calendula arvenses 2,19
ASTERACEAE Tipo Crepis capillaris 3,73 (1)
BORAGINACEAE Borago officinalis 0,01
BORAGINACEAE Echium sp. 14,64 (1)
BRASSICACEAE Tipo Raphanus raphanistrum 0,15
CAMPANULACEAE Jasione montana 2,92
CARYOPHILLACEAE Silene 0,03
CISTACEAE Cistus ladanifer 5,65 (1)
CISTACEAE Cistus salviifolius 1,18
CISTACEAE Cistus sp. 1,23
CISTACEAE Halimium sp. 1,82
CRASSULACEAE Sedum sp. 1,84
CURCUBITACEAE Bryonia dioica 0,02
CYPERACEAE Cyperaceae 0,04
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Tabela IV (cont.) - Caracterizacdo polinica da amostra de pélen apicola de

DIPSACACEAE Scabiosa atropurpurea 0,01
ERICACEAE Erica sp. 3,74 (1)
FABACEAE Dorycnium 0,03
FABACEAE Hymnocarpus lotoides 0,52
FABACEAE Lotus sp. 0,06
FABACEAE Lupinus sp. 0,05
FABACEAE Ononis sp. 1,91
FABACEAE Tipo Ornithopus sp. 0,01
FABACEAE Tipo Cytisus striatus 7,35(1)
FABACEAE Trifolium sp. 0,62
FAGACEAE Quercus sp. 9,77 (1)
HIPPOCASTANEACEAE | Aesculus hippocastanum 0,01
LAMIACEAE Lavandula sp. 0,40
LILIACEAE Liliaceae 0,25
MYRTACEAE Eucalyptus sp. 1,91
OLEACEAE Olea europaea 14,97 (1)
PAPAVERACEAE Papaveraceae 0,63
PAPAVERACEAE Chelidonium majus 0,40
PLANTAGINACEAE Anarrhinum bellidifolium 0,02
PLANTAGINACEAE Plantago sp. 0,03
POACEAE Poaceae 0,09
POLYGONACEAE Tipo Rumex acetosa 0,32
RESEDACEAE Sesamoides sp. ou Reseda sp. 7,26 (1)
RHAMNACEAE Rhamnus alaternus 0,02
ROSACEAE Rosaceae 2,92
ROSACEAE Cotoneaster 0,47
ROSACEAE Crataegus monogyna 0,15
ROSACEAE Prunus sp. 0,01
ROSACEAE Rubus sp. 2,46
RUTACEAE Citrus sp. 0,01
SALICACEAE Salix sp. 0,67
SIMAROUBACEAE Ailathus altissima 0,01
VITACEAE Vitis vinifera 2,67
Outros 1,24
TOTAL 100

NOTA: D — pélen dominante (> 45%); S — polen secundario (16 — 45%); | — pdlen minoritario
importante (3 — 15%); M — pélen minoritario (< 3%).

Os resultados da analise polinica da amostra recolhida na regido de Nisa (Tabela
IV), mostraram a presenca de um total de 34 familias vegetais e tipo polinico
diferenciado. O pdlen recolhido, pertence ao grupo de familias vegetais predominantes

nesta regido e que produzem pouco polen. A amostra de polen analisada ndo possui
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nenhum pdlen dominante ou secundéario, tendo sido identificados diversos pdlens
minoritarios importantes, nomeadamente Oleaceae (Olea europaea) com 14,97%,
Boraginaceae (Echium sp.) com 14,64%, Fragaceae (Quercus sp.) com 9,77%, Fabaceae
(Tipo Cytisus striatus) com 7,35%, Resedaceae (Sesamoides sp. ou Reseda sp.) com
7,26%, Cristaceae (Cistus ladanifer) com 5,65%, Ericaceae (Erica sp.) com 3,74% e
Asteraceae (Tipo Crepis capillaris) com 3,73%.

Para a amostra recolhida na regido de Vila Real (Tabela V), os resultados
mostraram um total de 35 familias vegetais, evidenciando a predominancia dos tipos
polinicos das seguintes familias: Rosaceae (Rubus sp.) com 16,85%, Fagaceae
(Castanea sativa) com 16,29%, Fagaceae (Quercus sp.) com 7,21%, Asteraceae (Tipo
Crepis capillaris) com 5,87%, Resedaceae (Sesamoides sp. ou Reseda sp.) com 5,35%,
Boraginaceae (Echium sp.) com 5,27% e Ericaceae (Erica sp.) com 4,34%, Salicaceae
(Salix sp.) com 4,16%, Myrtaceae (Eucaliptus sp.) com 3,28%, Fabaceae (Tipo Cytisus
striatus) com 3,23% e Rosaceae (Rosaceae) com 3,10%.

Tabela V — Caracterizagéo polinica da amostra de pélen apicola de Vila Real.

FAMILIA VEGETAL TIPO POLINICO %
ACERACEAE Acer 0,64
ADOCACEAE Viburnium 0,05
APIACEAE Eryngium 0,03
APIACEAE Tipo Oenanthe crocata 0,57
APIACEAE Tipo Smyrnium olusatrum 0,02
APIACEAE Tipo Thapsia vilosa 0,04
AQUIFOLIACEAE Ilex 1,18
ASTERACEAE Centaurea sp. 0,01
ASTERACEAE Galactites tomentosa 0,03
ASTERACEAE Tipo Anthemis arvenses 0,07
ASTERACEAE Tipo Crepis capillaris 5,87 (1)
BORAGINACEAE Borago officinalis 0,01
BORAGINACEAE Echium sp. 5,27 (1)
BRASSICACEAE Tipo Raphanus raphanistrum 0,57
CAMPANULACEAE Jasione montana 0,62
CARYOPHILLACEAE Silene 0,03
CISTACEAE Cistus ladanifer 0,06
CISTACEAE Cistus salviifolius 0,93
CISTACEAE Cistus sp. 0,80
CISTACEAE Halimium sp. 0,07
CONVOLVULACEAE Convolvulaceae 0,10
CRASSULACEAE Sedum sp. 2,44
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Tabela V (cont.) - Caracterizacdo polinica da amostra de p6len apicola de Vila

CURCUBITACEAE Bryonia dioica 0,07
ERICACEAE Erica sp. 4,34 (1)
FABACEAE Lupinus sp. 0,14
FABACEAE Robinia 0,10
FABACEAE Tipo Ornithopus sp. 0,03
FABACEAE Tipo Cytisus striatus 3,23 (1)
FABACEAE Trifolium sp. 0,71
FABACEAE Vicia sp. 0,03
FAGACEAE Castanea sativa 16,29 (S)
FAGACEAE Quercus sp. 7,21 (1)
HIPPOCASTANEACEAE Aesculus hippocastanum 0,01
LAMIACEAE Thymus sp. 0,01
LILIACEAE LILIACEAE 0,13
MALVACEAE Tilia sp. 0,03
MYRTACEAE Eucalyptus sp. 3,28 (1)
MYRTACEAE Myrtus communis 0,43
OLEACEAE Ligustrum 0,15
OLEACEAE Olea europaea 0,90
PAPAVERACEAE PAPAVERACEAE 1,07
PAPAVERACEAE Chelidonium majus 1,10
PINACEAE PINACEAE 0,01
PLANTAGINACEAE Linaria sp. 0,01
PLANTAGINACEAE Plantago sp. 1,18
POACEAE POACEAE 0,12
POACEAE Zea mays 0,01
POLYGONACEAE Tipo Rumex acetosa 0,10
RESEDACEAE Sesamoides sp. ou Reseda sp. 5,35(1)
RHAMNACEAE Frangula alnus 0,01
ROSACEAE ROSACEAE 3,10 (1)
ROSACEAE Cotoneaster 0,43
ROSACEAE Crataegus monogyna 1,00
ROSACEAE Prunus sp. 0,05
ROSACEAE Rubus sp. 16,85 (S)
RUTACEAE Citrus sp. 0,01
SALICACEAE Salix sp. 4,16 (1)
SCROPHULARIACEAE Tipo Scrophularia canina 2,18
VITACEAE Vitis vinifera 2,68
Outros 4,11 (1)
TOTAL 100

NOTA: D - pdlen dominante (> 45); S — pdlen secundério (16 — 45%); | — pdlen minoritério
importante (3 — 15%); M — p6len minoritério (< 3%).
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A amostra recolhida em Portalegre (Tabela V1), apresentou um total de 16 familias
vegetais, tendo a maior predominadncia para os seguintes tipos polinicos: Boraginaceae
(Echium sp.) classificado como dominante (D) com um total de 60,68% e a Rosaceae
(Rubus sp.) como secundario (S), tendo um total de 24,89% e a Oleaceae (Olea europaea)
com 3,59%, classificado como minoritério importante (I) (Tomas, 2013; Rocha, 2013).

Tabela VI — Caracterizacdo polinica da amostra de p6len apicola de Portalegre

FAMILIA VEGETAL TIPO POLINICO %
ASTERACEAE Galactites tomentosa 0,87
ASTERACEAE Tipo Anthemis arvenses 0,03
ASTERACEAE Tipo Crepis capillaris 0,25
BORAGINACEAE Borago officinalis 0,03
BORAGINACEAE Echium sp. 60,68 (D)
CAMPANULACEAE Jasione montana 0,77
CISTACEAE Cistus sp. 2,69
CISTACEAE Halimium sp. 1,76
CURCUBITACEAE Bryonia dioica 0,03
FABACEAE Trifolium sp. 0,59
LILIACEAE LILIACEAE 0,12
MALVACEAE Tilia sp. 0,06
MYRTACEAE Eucalyptus sp. 0,68
MYRTACEAE Myrtus communis 0,25
OLEACEAE Olea europaea 3,59 (I)
PAPAVERACEAE PAPAVERACEAE 0,09
POACEAE POACEAE 0,03
RESEDACEAE Sesamoides sp. ou Reseda sp. 0,59
ROSACEAE Rubus sp. 24,89 (S)
SCROPHULARIACEAE Tipo Scrophularia canina 0,59
VITACEAE Vitis vinifera 0,22
Outros 1,18
TOTAL 100

NOTA: D — pélen dominante (> 45%); S — pélen secundario (16 — 45%); | — polen minoritario
importante (3 — 15%); M — pdlen minoritario (< 3%).

A analise polinica das amostras de pdlen recolhidas em Braganca (Tabela VII),
evidenciou a presenca de um total de 12 familias vegetais, tais como a Fagaceae
(Castanea sativa) a predominante, com um valor percentual total de 70,69% e 27,07%
para a Rosaceae (Rubus sp.), como o tipo polinico secundario. Resultados similares

foram obtidos por Pires et al., (2005), que confirmam existir na regido de Tras-os-
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Montes a predominédncia das seguintes familias boténicas: Rosaceae, Leguminosae,
Fagaceae, Boraginaceae, Labiatae e Ericaceae.

O resultado obtido da analise polinica esta de acordo com os periodos de floragdo
de algumas espécies (Fagaceae, Boraginaceae e Rosaceae) abundantes na regido

transmontana, nos meses de Junho e Julho, respetivamente (Caminha, 2014 e Azevedo

et al., 2010).

Tabela VII — Caracteriza¢do polinica da amostra de p6len apicola de Braganga

FAMILIA VEGETAL TIPO POLINICO %
APIACEAE Tipo Eringyium 0,12
ASTERACEAE Centaurea sp. 0,35
BORAGINACEAE Echium sp. 0,24
CISTACEAE Cistus sp. 0,12
CRASSULACEAE Sedum sp. 0,12
CURCUBITACEAE Bryonia dioica 0,35
FAGACEAE Castanea sativa 70,69 (D)
PAPAVERACEAE Papaveraceae 0,12
PLANTAGINACEAE Plantago sp. 0,12
RESEDACEAE Sesamoides sp. ou Reseda sp. 0,47
ROSACEAE Rubus sp. 27,07 (S)
THYMELAEACEAE Daphne gnidium 0,12
Outros 0,12
TOTAL 100

NOTA: D — pdlen predominante (> 45%); S — p6len secundario (16 — 45%); | — pélen
minoritario importante (3 — 15%); M — p6len minoritario (< 3%).

A analise das amostras de pdlen evidenciou diferencas ao nivel da sua composicao
polinica para as amostras recolhidas em Tras-os-Montes (Braganca e Vila Real) e
Alentejo (Nisa e Portalegre), possivelmente relacionadas com as condigcdes
agroecoldgicas da regido, genética da espécie vegetal e a idade da planta (Luz et al.,
2010; Rocha, 2013; Carpes et al., 2013). No entanto, foi possivel verificar alguma
semelhanca polinica entre as amostras recolhidas na mesma regido: Braganca e Vila
Real (Tras-os-Montes); Nisa e Portalegre (Alentejo). De facto, os pdlens recolhidos na
regido transmontana (Braganca e Vila Real) apresentam semelhangas nos principais
tipos polinicos identificados (Castanea sativa, Rubus sp., Sesamoides sp. ou Reseda sp.
e Echium sp.). Observou-se a mesma semelhanca para o pélen recolhido na regido do
Alentejo (Nisa e Portalegre), com alguma presenca dos principais tipos polinicos

(Echium sp., Rubus sp., Olea europaea e Cistus sp). Ambas as regides (Alentejo e Tras-
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os-Montes) tém os tipos polinicos minoritarios da mesma espécie vegetal. Resultados
similares foram reportados por Pires et al., (2005), Morais et al., (2011) e Féas et al.,
(2012), que registaram a predominancia das familias Leguminoseae, Fagaceae,
Boraginaceae, Labiateae, Ericaceae e Cistaceae, Rosaceae, Asteraceae, Mimosaceae e
Myrtaceae nas regides Norte, Centro e em alguns parques de Portugal, nomeadamente o
Parque Natural de Montesinho, localizado no Nordeste Transmontano, abarcando parte

dos concelhos de Braganca e Vinhais no distrito de Braganga.

3.1.2. Teor de humidade

O teor de humidade foi determinado utilizando o método de secagem em estufa a
105°C, aplicado a amostras de pélen recolhidas com recurso a capta-pélens frontais. As
amostras foram recolhidas ao longo de um total de 13 semanas, compreendidas entre 0s
meses de Maio, Junho, Julho e Agosto de 2018. Este periodo de recolha, coincide com a
época do ano em que se pode observar em abundancia os tipos polinicos predominantes
nas amostras estudadas.

Foram recolhidas amostras de polen utilizando capta-polens frontais nas regides de

Nisa, Braganca, Vila Real e Portalegre (Figura 15).
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Figura 15 — Teor de humidade do pdlen por regido de captura e valores de precipitagdo
registados na respetiva data de recolha

Os resultados obtidos para cada regido de captura, apresentam uma variabilidade no

teor de humidade entre os 20,2%, para a amostra recolhida na regido de Portalegre, e 0s
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13,2% para a amostra recolhida na regido de Braganca, com diferencas estatisticas
significativas, conforme mostra a Figura 15.

As variacOes registadas nos teores de humidade das amostras recolhidas nas
diferentes regibes estardo muito provavelmente relacionadas com as condicOes
atmosféricas, nomeadamente pluviosidade e humidade relativa do ar, registadas durante
o periodo de recolha. Esta suposicdo é suportada por resultados obtidos por alguns
autores que registaram teores de humidade distintos para amostras de p6len recolhidas
na mesma regido. Por exemplo, Rocha (2013) em seus estudos, obteve 17,12% de teor
de humidade para amostras de p6len recolhidas na regido transmontana, enquanto que,
Tomas (2013) reportou teores de 7,5% de humidade para amostras de pélen recolhidas

na mesma regiao.

3.1.3. Método de captura

Durante este estudo, tentou-se tambem avaliar se o0 método de recolha do poélen
poderia ter alguma influéncia no teor de humidade do polen. Assim, nas regides de Vila
Real e de Portalegre recolheram-se amostras de polen, durante 0 mesmo periodo de
recolha que foi utilizado para os capta-pdlens frontais, mas com recurso a capta-polens

de estrado (Figura 16).
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Figura 16 — Teor de humidade do pélen pelo modelo de captura utilizado (capta-pélen
de estrado e frontal)
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Na regido de Vila Real, registaram-se teores médios de humidade de 19,0% e de
18,8%, para as amostras de pdlen recolhidas usando capta-pélens de estrado e frontais,
respetivamente. Na regido de Portalegre, observou-se uma tendéncia semelhante: o
polen recolhido com capta-pdlens de estrado apresentou um teor médio de humidade de
19,9%, tendo-se registado valores de 20,2%, quando se usaram capta-pdlens frontais.
Deste modo, os resultados sugerem que a técnica de captura do pélen apicola, ndo
influencia o teor de humidade do produto recolhido. Ou seja, para cada regido, a época
de captura e as respetivas condi¢Ges atmosféricas (chuva, vento e humidade relativa do
ar), parecem ter mais impacto no teor de humidade do pélen capturado do que o método
de captura utilizado.

3.2. Impacto dos métodos de preservagao

Para a avaliagdo do impacto da aplicagdo de diferentes metodologias de
preservacdo na composicdo quimica e atividade antioxidante do pdlen apicola, foram
utilizadas amostras de polen recolhidas na regido de Braganca. As metodologias de
preservacdo utilizadas foram o congelamento, secagem em estufa a temperatura de
35°C, 40°C e 45°C (SEC35, SEC40 e SEC45, respetivamente) e liofilizacdo. Apos a
aplicacdo das metodologias de preservacao, as amostras de polen foram analisadas, em
diferentes tempos de armazenamento, relativamente a sua composicao quimica (teor de
humidade, cinzas, proteinas, gorduras, agucares e compostos fendlicos totais) e
atividade antioxidante (DPPH e poder redutor), de acordo com a metodologia descrita

na secao 2.4.

3.2.1. Composicao quimica e atividade antioxidante imediatamente apés aplicacdo

dos diferentes métodos de preservagao

O teor de humidade no polen apicola, € um dos parametros de maior relevancia
para a preservacao e qualidade deste produto, uma vez que o pélen apicola esta sujeito a
proliferacdo de contaminacBes microbioldgicas que podem inviabilizar o seu consumo e

comercializacdo (Tomas, 2013).

Imediatamente apds a sua congelacdo a amostra de pélen (CONG) apresentou um
teor de humidade de 13,79% (Tabela VIII). O polen fresco pode fermentar a

temperatura ambiente, sendo necessario secar para reduzir a humidade a valores de 7 -
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8% (Caminha, 2014). A utilizacdo da técnica de secagem em estufa permitiu reduzir, de
forma estatisticamente significativa, o teor de humidade do pélen para 9,62%, 9,81% e
10,13%, quando se utilizaram técnicas de SEC35, SEC40 e SEC45, respetivamente. No
caso da liofilizacdo, verificou-se que a sua utilizacdo permitiu reduzir de uma forma
ainda mais evidente o teor de humidade, neste caso para 5,79%. Os resultados do teor de
humidade obtidos para a congelacdo do polen apicola, estdo abaixo do valor (18 a 30%)
referenciado por Almeida-Muradian et al., (2012) que o pdlen fresco normalmente
possui apos a sua recolha, sendo propenso a fermentar (transformando-se em péo de
abelha se estiver nos favos da colmeia), se logo ap6s a recolha ndo receber algum
processo de preservacdo. Rocha (2013) obteve 25,22% para amostras de pdlen
congelado recolhidas na regido de Tras-os-Montes. Estudos feitos por Campos et al.,
(2008), mostrou que ap6s a secagem do poélen, reduziu-se o teor de humidade para
valores de 4 a 8%. Estudos feitos por Carpes (2008), com polen desidratado
apresentaram um maximo de 7,84% de humidade, para amostras recolhidas no Brasil. A
Legislacdo Brasileira para a qualidade do polen (Brasil, 2001), recomenda valores
méaximos de 4% do teor de humidade para o pdlen desidratado. A Legislacdo Suica e
Argentina, refere valores maximos de 8% para a qualidade do pélen desidratado e 10%

para a Legislacdo da Bulgaria (Nogueira et al., 2012).

Tabela VIII — Composicdo quimica e atividade antioxidante do pdlen imediatamente
apos a aplicacdo das diversas técnicas de preservacao (valores expressos em base seca).

Imediatamente ap6s aplicacdo da técnica de preservagédo

COMPOSICAO
QUIMICA Cong_ezlé)iorrC\ento, Secagem, 35°C Secagem, 40°C Secagem, 45°C Liofilizacao
Humidade (%) 13,79 +0,08d 9,62+0,17b 9,81+0,14 bc 10,14+0,12 ¢ 579+014a
Cinza (%) 2,23+0,01a 2,31+0,06 ab 2,26+0,03a 227+0,04a 2,38+0,05b
Gordura (%) 165+0,27 a 160+0,11a 163+031a 152+0,15a 2,20+0,90a
Proteina (%) 26,53+£0,37b 25,39+£0,55ab 25,69 £0,36 ab 24,61+0,64 a 26,26 £0,48 b

Frutose (mg/g) 181,91+5,73a

194,73 £3,40 b

194,67 = 3,37b

191,47 + 4,89 ab

191,25+ 4,11 ab

Glucose (mg/g) 15439+433ab  168,19+322c  16231+442bc 151,634,004 161,79 + 3,62 abc
Compostos fenélicos 1,63+0,11 he 1,48+0,20a 1,83+ 0,15 abc 2,02+0,27 be 2,31+0,13¢
totais (mg EAG /g)

DPPH (ECso mg/mL) 0,066+000a  0,042+0,02b 0,043+0,02 b 0,043+0,02b 0,049 40,00 ¢
Poder Redutor (mg 0332+006a  0485+009a 0,725+ 0,06 b 0,907 + 0,04 ¢ 0,871 + 0,06 bc

EAG /g)

(Nota: na mesma linha, valores assinalados com letras diferentes indicam diferencas significativas,

p<0,05).
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Outro dos parametro avaliados, foi o teor de cinza que indica a quantidade de
minerais fixos presentes nas amostras, entre 0s quais, 0S contaminantes inorganicos
como o aluminio, o niquel e outros (Morgano et al., 2010; Kaminski, 2017). Para o teor
de cinzas, observou-se que nd@o houve diferencas relevantes entre os valores
apresentados pela amostra CONG (2,23%) e pelas amostras SEC35, SEC40 e SEC45)
que apresentaram valores de 2,31%, 2,26% e 2,27%, respetivamente. A amostra
preservada pela técnica de LIOF, apresentou um teor de cinza de 2,38%, que apesar de
estatisticamente superior ao apresentado pelas amostras CONG, SEC40 e SECA45,
representa uma diferenca que ndo chega a 0,20%. Os valores obtidos no presente estudo
sdo ligeiramente superiores aos observados num estudo feito por Rocha (2013) com
amostras de pdlen recolhidas na regido transmontana, onde se registaram valores de
1,98% para o teor de cinzas. Este facto pode ser explicado, tendo em conta que, para
além da origem geogréafica, o teor de cinza pode ser influenciado por outros fatores,
nomeadamente as condicGes agroecoldgicas, espécie vegetal e a capacidade de absorgéo
(Martins et al., 2011; Almeida-Muradian et al., 2012). Em termos de legislacéo,
podemos referir que os valores obtidos se encontram acima dos recomendados na
legislacdo brasileira e Suica: 0,28% e 0,14-0,42%, respetivamente (Brasil, 2001;
Bogdanov et al., 2004).

Quanto ao teor de gorduras, as varias amostras sob estudo apresentaram valores
estatisticamente semelhantes: 1,65%, 1,60%, 1,63%, 1,52% e 2,20%, para as amostras
CONG, SEC35, SEC40, SEC45 e LIOF, respetivamente. Os valores obtidos estdo
acima dos valores limites (maximos) estabelecidos na Legislacdo Brasileira (0,82%) e
Suica (0,07 — 0,7%) no teor de gorduras para a qualidade do polen desidratado (Brasil,
2001; Bogdanov et al., 2004). Apesar disso, estudos feitos por Nogueira et al., (2012)
com amostras de polen comercial recolhidas em Espanha e Portugal, obtiveram valores
de 2,81%, ou seja superiores aos por nos registados. Independentemente disso, estes
resultados evidenciam a alta disponibilidade polinica da época em que as amostras
foram recolhidas, permitindo as abelhas realizarem a devida selecdo dos graos de pdlen,

de modos a levarem para as colmeias, 0 melhor alimento disponivel.

Imediatamente apos a aplicacdo das técnicas de preservacdo, as amostras CONG,
SEC35, SEC40 e LIOF apresentaram os maiores teores de proteinas (26,53%, 25,39%,

25,69% e 26,26%, respetivamente), sem qualquer diferenca estatisticamente

43



significativa. A amostra SEC45 apresentou um valor de 24,61%, estatisticamente
inferior, embora ndo chegando a uma diferenca de 2%. Os valores obtidos neste
trabalho, apds a aplicacdo das técnicas de secagem em estufa e de liofilizacdo, sdo
superiores aos registados por Nogueira et al., (2012) num estudo com amostras
comerciais provenientes de Espanha e Portugal onde as amostras apresentaram, teores
de proteina compreendidos entre 12,50% e 25,15%. Esta diferenca no teor de proteinas
pode ser dada a época do ano em que foram recolhidas as amostras, regido de captura,
os fatores agroecoldgicos e a idade da planta. Por outro lado, ndo se descarta a
possibilidade da mesma diferenca ser atribuida pela selecdo natural utilizada pelas
abelhas, em capturar o polen ideal para reduzir o déficit nutricional da sua cadeia
alimentar. Da mesma forma, num outro estudo onde se utilizou a técnica de liofilizacdo
como técnica de preservacdo, também se obtiveram teores de proteina inferiores
(19,4%) aos obtidos no presente estudo (Tomas, 2013).

As amostras de pdlen foram analisadas relativamente a presenca de agucares livres,
tendo-se detetado frutose, presente em maiores quantidades, e glucose, em quantidades
entre 14 a 21% mais reduzidas. Observou-se ainda que as amostras SEC35, SEC40 e
LIOF apresentaram 0s maiores teores de agucares (362,91 mg/g, 356,98 mg/g e 353,04
mg/g, respetivamente), ao passo que as amostras SEC45 e CONG apresentaram 0s
menores teores de aclcares (343,10 mg/g e 336,30 mg/g, respetivamente).

A amostra CONG apresentou 181,91 mg/g de pdlen para a frutose e 154,39 mg/g
para a glucose. As amostras preservadas pela técnica de secagem em estufa
apresentaram 194,73 mg/g, 194,67 mg/g e 191,47 mg/g para a frutose e 168,18 mg/g,
162,31 mg/g e 151,63 mg/g para a glucose, com a utilizacdo de temperaturas de
preservacdo de SEC35, SEC40 e SEC45 (35°C, 40°C e 45°C), respetivamente. A
amostra preservada pela técnica de LIOF apresentou valores de 191,25 mg/g para a
frutose e 161,79 mg/g para a glucose. As técnicas de preservacao aplicadas (CONG,
SEC35, SEC40, SEC45 e LIOF) mostraram maior teor de frutose na amostra,
comparativamente com o teor de glucose observado. Portanto, a presenca dos agucares
redutores (frutose e glucose) servem como um indicador de qualidade do polen
desidratado, bem como a recolha seletiva efetuada pelas abelhas (Kaminski, 2017). Os
teores de acUcares totais obtidos sdo superiores aos registados no estudo de Estevinho et
al., (2012), onde se obtiveram entre 20 a 26% do teor de acucares em amostras de pdlen

recolhidas em Portugal. Estudos feitos por Chantarudee et al., (2012), também
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reportaram teores de acgUcares inferiores aos registados no presente estudo: 6,4 g de
glucose por cada 100g de pdlen seco pelo método do HPLC e 7,2 g de frutose por TLC
em amostras de polen recolhidas na Tailandia. No mesmo sentido aponta um outro
estudo feito por Taha (2015), em que obteve entre 15,4 a 17,1 g de glucose e 17,2 a 21,3
g de frutose por cada 100g de polen em amostras recolhidas na regido de Toscana
(Italia). Ainda num outro estudo, Martins et al., (2011) obteve valores tambem
inferiores aos detetados neste estudo: 12,6 a 23,6 g / 100 g de pélen para a frutose e 7,0
a 21,9 g /100 g de polen de glucose pelo método do HPLC em amostras recolhidas no
Brasil.

Relativamente aos compostos fendlicos totais, a amostra CONG apresentou 1,63
mg EAG/g de pélen, enquanto que as amostras SEC35, SEC40 e SEC45 registaram
1,48 mg EAG/g, 1,83 mg EAG/g e 2,02 mg EAG/g, respetivamente. Estes resultados
mostram que a medida que se aumenta a temperatura de preservagdo, aumenta
ligeiramente o teor de compostos fendlicos totais, verificando-se um aumento
estatisticamente significativo de cerca de 35% entre os valores obtidos apés a SEC35 e a
SEC45. A amostra LIOF apresentou um teor de compostos fendlicos totais ainda
superior, embora diferindo estatisticamente apenas da amostra SEC35: 2,31 mg EAG/g.
Estes valores estdo abaixo dos resultados obtidos em estudos feitos por Carpes et al.,
(2007), Nogueira et al., (2012), Melo (2015), Morais et al., (2011) e Féas et al., (2012)
com valores de 8,1 mg EAG/g (Brasil), 16,08 a 46,0 mg EAG/g (Espanha e Portugal),
13,35 mg EAG/g (Brasil), 12,88 mg EAG/g (Portugal) e 16,40 mg EAG/g de polen
(Portugal).

A atividade antioxidante das amostras de polen preservadas atraves das técnicas sob
estudo foi avaliado através do método do DPPH e do poder redutor. Assim, guanto
maior for o bloqueio de radicais livres de DPPH no extrato, menor sera o valor do ECsy,
significando que a amostra possui maior atividade antioxidante (Calado et al., 2008).
Devido a sua simplicidade e rapidez, o método do DPPH tem sido muito utilizado para
a analise da atividade antioxidante em alimentos no geral e em produtos da apicultura,
como é o caso do polen apicola (Koleva et al., 2002; Campos et al., 2003; Lu et al.,
2003; Silva et al., 2006; Leja et al., 2007). Na determinacdo da atividade antioxidante
pelo método do DPPH, a amostra CONG apresentou 0 maior valor de ECso com 0,066

mg/mL, indicando que esta amostra possui a menor atividade antioxidante. Por outro
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lado, a amostra LIOF, apresenta o menor valor de ECsy (0,049 mg/mL), significando
que esta amostra tem a maior atividade antioxidante. Estas diferencas poderdo estar
relacionadas com o maior teor de compostos fendlicos detetado na amostra LIOF
comparativamente com a amostra CONG, tal como registado por Tomas (2013).
Relativamente as amostras preservadas através de secagem em estufa, ndo se registaram
diferencas significativas nos valores de ECs: 0,042 mg/mL, 0,043 mg/mL e 0,043
mg/mL, para as amostras SEC35, SEC40 e SEC45, respetivamente. Estudos feitos por
Arruda (2013) e Melo (2015), em amostras de pélen recolhidas no Brasil, registaram
valores superiores de ECso: entre 0,45 e 5,74 mg/mL, evidenciando uma menor
atividade antioxidante destas amostras, quando comparadas com as usadas no nosso
estudo. Estas diferencas podem estar relacionadas com a época do ano em que as
amostras foram recolhidas, origem boténica da flor, regido de captura e condicOes
agroecologicas (Morais et al., 2011).

Em relacdo a atividade antioxidante avaliada pelo método do poder redutor, as
amostras congeladas e secas em estufa a 35°C apresentaram 0s menores valores de
poder redutor (0,332 mg EAG/g e 0,485 mg EAG/g, respetivamente), enquanto que as
amostras secas a 45°C e liofilizadas registaram os maiores valores para este parametro:
0,906 mg EAG/g e 0,871 mg EAG/g, respetivamente. Diferente da determinacéo pelo
método do DPPH, no método do poder redutor, quanto maior for o valor de EAG/g de
polen, maior é a concentracdo da capacidade antioxidante na amostra. Estes valores
parecem estar bem correlacionados com o teor de compostos fendlicos totais, uma vez
que as amostras com menor teor de compostos fendlicos (CONG e SEC35), foram
também as que apresentaram menor poder redutor, e as amostras que registaram o maior
teor de compostos fendlicos totais (SEC45 e LIOF), foram aquelas com maior poder

redutor.

Comparando os valores obtidos para a atividade antioxidante das diversas
amostras, avaliada através do método do DPPH e do método do poder redutor, verifica-
se que a amostra CONG apresentou 0 maior valor de ECs, e também o menor valor de
poder redutor, demonstrando ser a amostra com menor atividade antioxidante,
independentemente do método usado para avaliar essa mesma atividade. De forma
semelhante, a amostra LIOF apresentou o menor valor de ECso (0,049 mg/mL), bem

como um dos maiores valores para o poder redutor (0,871 mg EAG/g), evidenciando a
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sua maior atividade antioxidante relativamente as amostras congeladas e secas em
estufa. No caso das amostras secas em estufa, registaram-se valores de ECsg
semelhantes (0,54-0,55 mg/mL), mas o seu poder redutor foi distinto: 0,485 mg EAG/qg,
0,725 mg EAG/g e 0,907 mg EAG/g, para as amostras SEC35, SEC40 e SECA45,
respetivamente. Este resultado demonstra, tal como observado anteriormente por outros
autores (Caveiro, 2017), que os resultados da atividade antioxidante sdo efetivamente
influenciados pelo método usado para a sua avaliacdo, devendo usar-se varios métodos
para avaliar este parametro. Apesar disso, os dois métodos utilizados para a avaliacdo da
atividade antioxidante sugerem que, imediatamente apds a respetiva aplicacdo, a
liofilizacdo possibilita uma melhor conservagdo desta atividade bioldgica por parte do
polen apicola. Este resultado, parece ser suportado por outros estudos que indicam a
liofilizacdo como uma técnica adequada para a preservacdo da atividade antioxidante,
anti-inflamatoria e propriedades antimicrobianas do polen (Melo et al., 2016). Por outro
lado, a tecnica de congelacdo parece levar a uma reducdo na atividade antioxidante das

amostras de polen, imediatamente apos a sua aplicagéo.

3.2.2. Composicao quimica e atividade antioxidante ao longo do armazenamento

Para além do seu impacto imediato, pretendeu-se ainda avaliar o possivel efeito da
aplicacdo das metodologias de preservacdo em estudo, na composicdo quimica e
atividade antioxidante, ao longo de um periodo de armazenamento de 9 meses.

Relativamente ao teor de humidade das amostras de pdlen, pode-se verificar que
existe um comportamento distinto, consoante a técnica de preservacédo aplicada (Figura
17).
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Figura 17 — Evolugdo do teor de humidade ao longo de 9 meses de armazenamento, das
amostras de polen preservadas através dos métodos de preservacdo em estudo.

No caso da amostra congelada, verificou-se que o seu teor de humidade varia ao
longo dos 9 meses de armazenamento entre 13,79% (TO0) e 12,16% (T6), embora a
variagdo registada ndo seja significativa. Esta diminuicdo no teor de humidade apds 9
meses de armazenamento, representa cerca de 7,3%. A preservacdo pela técnica de
SEC35, SEC40 e SECA45, apresentou um teor minimo de humidade de 9,54% (T3),
9,24% (T1) e 9,69% (T1) e um méaximo de 11,17% (T6), 9,81% (T0) e 10,14% (TO0),
respetivamente. Estas diferencas registadas ao longo do armazenamento entre amostras
SEC35, SEC40 e SEC45, podem estar associadas ao facto das trés amostras receberem
diferentes tempos e temperaturas de secagem em estufa. A secagem em estufa é a
técnica de preservacdo mais utilizada pelos apicultores para desidratar o polen apicola,
sendo que, € uma técnica que leva muito tempo para se chegar ao teor de humidade
recomendado que deve possuir o pdlen apicola desidratado. A preservacéo pela técnica
de LIOF apresentou uma variacdo de 5,79% (TO) e 5,34% (T6) de maximo e minimo,
respetivamente, com uma ligeira diminuicdo (7,8%) no teor de humidade apds 6 meses
de armazenamento, tendo um aumento de 7,9% comparativamente com o T9. Na
literatura, as referéncias apontam valores ndo acima de 42°C para desidratar o polen e
que apresenta um teor de humidade final ndo superior a 4% (Almeida-Muradian et al.,
2012). E possivel encontrar na literatura, referéncias que apontam valores
compreendidos entre os 2,5% e 6% do teor de humidade que o pélen apicola deve
possuir para sua melhor preservacdo (Casaca, 2010). A Legislacdo Argentina referencia

valores limites entre os 4,0 e 8,0% do teor de humidade (Campos et al. 2008; Caminha,
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2014). A Instrugdo Normativa n°3 da Legislagdo Brasileira (BRASIL, 2001), aponta
valores de 4% para o teor de humidade no pélen desidratado. A preservacdo pelo
método de liofilizacdo reduziu o teor de humidade do pélen apicola avaliado, para
valores considerados seguros, na Legislacdo Argentina. Em seus estudos, Ferreira
(2012) obteve 17,16% para o polen liofilizado, 19,82% para o pdlen desidratado por
corrente de ar frio e 18,29% para o pdlen desidratado no frigorifico frost-free, para
amostras recolhidas no Brasil. O mesmo autor, obteve os menores resultados quando a
amostra é submetida ao processo de desidratacdo por liofilizacdo. Rocha (2013) obteve
17,12% de humidade para o pélen seco.
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Figura 18 — Evolucdo ao longo de um periodo de armazenamento de 9 meses do teor de cinza
do pdlen para os diferentes métodos de preservacdo

No que diz respeito ao teor de cinza, verificaram-se variagcdes significativas do
ponto de vista estatistico nas amostras de polen CONG, SEC45 e LIOF: 2,12-2,27%,
2,18-2,38% e 2,35-2,57%, respetivamente. Apesar disso, as variacbes SA0 pouco
extensas, ndo ultrapassando os 0,30%. No caso das amostras preservadas atraves de
SEC35 e SEC40, ndo se verificaram quaisquer variacdes estatisticamente significativas
ao longo dos 9 meses de armazenamento: 2,27-2,32% e 2,13—-2,37%, respetivamente.
Os v alores obtidos neste estudo encontram-se em linha com 0s registados por outros
autores, nomeadamente Almeida-Muradian et al., (2005), Morais (2009), Nogueira et
al., (2012) e Rocha (2013), que registaram teores de cinza compreendidos entre 1,98% e
3,2%. E também de salientar que a Instrucdo Normativa n°3 da Legislacdo Brasileira

para a qualidade do pdlen (BRASIL, 2001), refere valores maximos de cinza na ordem
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dos 4%, evidenciando que os valores obtidos neste estudo estdo dentro dos parametros
de qualidade recomendados para o pélen apicola.

No que se refere aos teores de gordura, verificou-se que estes variaram de forma
pouco extensa e de uma forma ndo significativa, do ponto de vista estatistico,
independentemente da metodologia de preservacao aplicada (Figura 19).
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Figura 19 — Evolucdo ao longo de um periodo de armazenamento de 9 meses do teor de
gordura do po6len para os diferentes métodos de preservacao.

No caso do polen CONG, o teor de gordura variou entre 1,37% e 1,83%, enguanto
que, no caso das amostras SEC35, SEC40 e SEC45, as variagdes ficaram
compreendidas entre 1,60—-2,15%, 1,56-2,71% e 1,09-1,28%, respetivamente. Para as
amostras preservadas através de LIOF, os teores de gordura variaram entre 1,54 e
2,84%. Barajas et al., (2009) refere em seus estudos que o teor de gordura aumenta
ligeiramente a medida que a temperatura de secagem aumenta. Morais (2009) e
Nogueira et al., (2012) obtiveram em seus estudos, valores de 2,82% e 2,81% para o
polen comercial recolhido em Espanha e Portugal. Os valores observados ao longo do
tempo de armazenamento entre as técnicas de preservacao analisadas (Figura 19),
encontram-se dentro dos valores (1 a 5%) verificados por Marchini et al., (2006), Carpes
(2008), Estevinho et al., (2012). Em seus estudos Taha (2015), obteve 1,8 a 5,4% em
amostras de pdlen recolhidas na Ardbia Saudita pela extracdo em Soxhlet. Outro estudo
feito por Domenici et al., (2015), apresentou 1,7 a 3,0% em amostras de polen coletadas
na regido de Toscana (Italia), pelo mesmo método de extracdo. A Instrucdo Normativa

n°3 da Legislacdo Brasileira (BRASIL, 2001), refere valores minimos de teor de
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gordura na ordem de 1,8% para a qualidade do pdlen apicola. Os valores obtidos neste
estudo, encontram-se acima do valor minimo estabelecido para a qualidade do polen.

Para o teor de proteina, a analise dos valores obtidos das amostras de pdlen
preservadas através das varias metodologias sob estudo mostra que, embora se verifique
uma diminuicdo no teor de proteina ao longo do tempo de armazenamento quando a
amostra é submetida a técnica de CONG e quando a amostra € submetida a técnica de
secagem em estufa a diferentes temperaturas (SEC35, SEC40 e SECA45), estas
diferencas ndo sdo significativas, do ponto de vista estatistico, (Figura 20).
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Figura 20 — Evolucdo ao longo de um periodo de armazenamento de 9 meses do teor de
proteinas do pélen para os diferentes métodos de preservagéo

As técnicas de preservagdo em estudo, apresentam variabilidade no teor de proteina
na ordem dos 22,71% minimos para a amostra CONG (T9), 27,36% e 27,19% de
méaximo para a amostra LIOF (T1 e T3). A amostra CONG apresentou valores maximos
e minimo de 26,53% (T0) e 22,71% (T9), sem diferencas significativas do ponto de
vista estatistico durante o armazenamento. A preservacao pela secagem em estufa com
as temperaturas de SEC35, SEC40 e SEC45, apresentaram teores de 24,14%, 23,81% e
24,61% de minimo e 26,05%, 26,02% e 26,53% de maximo, sem diferencas
significativas entre si ao longo do armazenamento. A preservacao pela técnica de LIOF,
apresentou 27,36% e 24,14% de maximo e minimo, sem diferencas do ponto de vista
estatistico ao longo do armazenamento. Os valores obtidos encontram-se acima dos
18,94% e abaixo dos 34,18% do teor de proteina encontrado por Morais (2009),
Estevinho et al., (2012), Féas et al., (2012), Nogueira et al., (2012) e Rocha (2013). A
Instrucdo Normativa n°3 da Legislacdo Brasileira (BRASIL, 2001), refere um minimo

de 8% do teor de proteinas para o polen, ndo referindo o limite maximo que deve
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possuir. Ou seja, os valores obtidos do teor de proteinas em todas as técnicas de
preservacdo estudadas ao longo dos tempos de armazenamento, apresentaram valores
acima dos exigidos para a qualidade do pdlen apicola. Em seus estudos Ferreira (2012),
obteve 19,67% para o polen fresco, 34,32% para o pélen liofilizado, 32,89% para o
polen desidratado via corrente de ar frio e 33,47% para o polen desidratado via
frigorifico frost-free. Outro estudo feito por Tomas (2013) obteve um méaximo de 19,4%
de proteinas para amostras de pdlen recolhidas na regido transmontana e refere que,
estas diferencas do teor proteico poderdo estar relacionadas com a origem da flor e a
idade da planta de onde foi recolhido o p6len, para além dos fatores agroecolégicos e a
época do ano em que foi recolhido o pdlen. Pelo mesmo método de extragdo (Kjeldahl),
Almeida-Muradian et al., (2005) obtiveram teores de proteina compreendidos entre 17,0
e 25,0% em amostras de pdlen recolhidas no Sul do Brasil. Taha (2015), obteve em seus
estudos valores entre 14,6 e 19,5% em 100g de pdlen em amostras recolhidas na Arabia
Saudita. Outro estudo feito por Domenici et al., (2015) obtiveram 25,5 a 28,7% em
amostras de polen recolhidas na regido de Toscana (Italia), pelo mesmo método de
extracdo. Esta diferenga no teor proteico, para além de estar relacionada aos fatores
referidos anteriormente, também pode ser atribuida a selecdo natural dos gréos de polen
efetuada pelas préprias abelhas.

Como referido na secdo anterior, a analise do perfil de agUcares das varias amostras
de polen revelou a presenca de frutose e glucose. Na Figura 21 encontra-se ilustrada a
variacao da quantidade total de agucares (frutose e glucose), para as varias metodologias
estudadas, ao longo de um periodo de armazenamento de 9 meses. E possivel verificar
que, a partir dos 6 meses de armazenamento, se regista uma reducéo significativa na
quantidade de acUcares totais detetada, sendo essa variacdo mais evidente aos 9 meses
de armazenamento. A maior reducdo de acUcares totais foi registada no T9, entre as
amostras preservadas pela técnica de CONG, SEC40 e SEC45. A variacdo entre 0 T6 e
0 T9 para amostra CONG (410,86 — 271,95 mg/g de maximo e minimo) provocou uma
reducdo significativa de 33,8% no teor de acucares totais, ao passo que, entre 0 T3 e T9
(361,38 e 271,95 mg/g), houve uma reducdo significativa de 24,7%. Para a amostra
SEC35, a diminuicdo entre 0 T3 e T6 (343,47 e 314,84 mg/g) foi de 8,3%, ao passo que,
entre 0 T3 e T9 (343,47 e 321,16 mg/g) foi de 6,5% de reducdo. A amostra SEC40
provocou uma diminuicao de 4,7% entre o T3 e T6 (333,70 e 318,04 mg/g), ao passo
que, entre 0 T3 e T9 (333,70 e 287,85 mg/g) a reducdo foi de 13,7%. A amostra SEC45
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provocou uma reducédo de 14,0% entre o T3 e T6 (344,08 e 296,03 mg/g), tendo uma
reducdo de 17,9% entre o T3 e T9 (344,08 e 282,39 mg/g) no teor de aglcares. A
amostra LIOF provocou uma reducdo de 8,6% entre 0 T3 e T6 (375,78 e 343,58 mg/qg),
ao passo que, parao T3 e T9 (3375,78 e 334,01 mg/g) a reducdo foi de 11,1% no teor de
acucares totais.
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Figura 21 — Evolucéo ao longo de um periodo de armazenamento de 9 meses do perfil
de acucares do polen para os diferentes métodos de preservacao

Ao analisarmos individualmente as variagcdes de frutose e de glucose, ao longo do
tempo de armazenamento (Figura 22), & possivel verificar que a frutose € o
monossacarideo detetado em maior quantidade ao longo de todo o periodo de
armazenamento, independentemente da técnica de preservacdo que foi utilizada. A
analise dos resultados também mostra que é a glucose, o aglcar que mais contribui para
a diminuicdo no teor total de aclcares ap0s 9 meses de armazenamento, tal como foi

referido anteriormente.
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Figura 22 — Evolucéo ao longo de um periodo de armazenamento de 9 meses do perfil
de acUcares do polen para os diferentes métodos de preservacao

A amostra CONG apresentou um aumento significativo de 12,2% de frutose
(197,36 a 221,49 mg/g) e 15,5% de glucose (164,02 a 189,37 mg/g) entre 0 T3 e T6, ao
passo que, entre 0 T3 e T9 apresentou uma reducdo significativa do ponto de vista
estatistico de 17,0% para a frutose (197,36 a 163,88 mg/g) e 34,1% para a glucose
(164,02 a 108,07 mg/g). A amostra SEC35 apresentou uma reducdo no perfil de
acucares de 4,4% para a frutose (185,89 a 177,79 mg/g) e 13,0% para a glucose (157,58
a 137,05 mg/g) entre 0 T3 e T6, ao passo que, a variacdo entre o T3 e T9 apresentou um
aumento de 3,1% para a frutose (185,89 a 191,60 mg/g) e diminuicdo estatistica de
17,8% para a glucose (157,58 a 129,56 mg/g). A amostra SEC40 apresentou um
aumento estatistico significativo entre o0 T3 e T6 de 26,7% para a frutose (146,27 a
185,36 mg/g), tendo por sua vez, uma diminuicdo estatistica significativa de 29,2% para
a glucose (187,43 a 132,68 mg/g), a variacdo entre o T3 e T9 foi significativa, com
aumento de 18,4% (146,27 a 173,21 mg/g) para frutose uma diminuicdo de 38,8%
(187,43 a 114,64 mg/g) para a glucose. Para a amostra SEC45, a variacdo registada
entre 0 T3 e T6, foi de um aumento ndo significativo (1,3%) para a frutose (170,97 a
173,11 mg/g), tendo uma reducéo significativa (9,7%) (136,15 a 122,92 mg/g) para a
glucose, entre o T3 e T9, registou-se uma reducdo no perfil de agucares totais de 1,5%
para a frutose (170,97 a 168,40 mg/g) e 16,3% para a glucose (136,15 a 1113,99 mg/qg).
A amostra LIOF apresentou uma reducdo no perfil de aclcares com 8,9% para a frutose
(202,35 a 184,38 mg/g) e 8,2% para a glucose (173,43 a 159,20 mg/g) entre 0 T3 e T6,
tendo também apresentado reducédo entre 0 T3 e T9, com 13,1% para a frutose (202,35 a
175,81 mg/g) e 8,8% para a glucose (173,43 a 158,2 mg/q).
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Nesta discussao dos valores obtidos para o teor de agUcares, vale a pena realcar que
as maiores reducdes foram verificadas para a glucose, apds 9 meses de armazenamento,
em particular para amostra CONG, SEC40 e SEC45. Para as técnicas de secagem a
temperatura mais baixa (SEC35) e LIOF, as reduc¢des foram menores, a semelhanca do
que se verificou com as proteinas. Este resultado, sugere que a secagem em estufa a
temperatura mais reduzida, bem como a liofilizagdo poderdo possibilitar uma maior
manutengdo do valor nutritivo do pdlen armazenado durante periodos de
armazenamento de 9 meses (ou seja a mais longo prazo). Estes resultados poderao ser
resultado de reacdes de Maillard que decorrem ao longo do armazenamento do pélen.

Relativamente ao teor de compostos fendlicos totais (Figura 23), as diferentes
técnicas de preservacdo em estudo levaram a comportamentos diferenciados ao longo
do tempo, com diferencas significativas a partir dos 3 meses, sendo mais evidente aos 9

meses de armazenamento.
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Figura 23 — Evolucdo ao longo de um periodo de armazenamento de 9 meses do teor de
compostos fendlicos totais do pélen para os diferentes métodos de preservagéo

No caso da amostra CONG, verificou-se uma diminuicdo de 47,9% no teor de
compostos fenolicos totais detetados apds 3 meses de armazenamento. A partir dos 3
meses de armazenamento o teor de compostos fendlicos totais variou de 0,85 até 2,02
mg EAG/g, aos 9 meses de armazenamento, correspondendo a um aumento de 138%. A
preservacdo pela técnica de SEC35, levou a um aumento estatistico significativo de
53,7% entre 0 T3 e T6 (1,83 a 2,81 mg EAG/g), a0 passo que, a variacdo entre 0 T3 e
T9 provocou uma reducdo de 14,8% (1,83 a 1,56 mg EAG/g). A amostra SEC40

provocou uma reducdo estatisticamente significativa de 11,2%, entre o T3 e T6,
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correspondente a uma variacdo de 2,14 a 1,90 mg EAG/g, seguida de um aumento de
9,1%, ap6s 9 meses de armazenamento. Apds 6 e 9 de armazenamento, a técnica de
SEC40 causou uma redugédo de 2,3% (2,14 a 2,09 mg EAG/g). A preservagdo pela
técnica de SEC45 provocou uma reducdo de 0,3% entre o T3 e T6 (1,75 a 1,25 mg
EAG/g), ao passo que, a variacdo entre o T6 e T9 levou a um aumento estatistico
significativo de 52,1% (1,25 a 2,61 mg EAG/g). A preservacdo pela técnica de LIOF
provocou uma reducdo estatistica de 18,7% entre 0 T3 e T6 com uma variacao de 2,09 a
1,70 mg EAG/g, ao passo que, entre 0 T6 e T9 a variacao foi de 1,70 a 2,02 mg EAG/g
tendo causado um aumento de 15,8%. Estudos feitos por Carpes et al., (2007),
obtiveram 8,1 mg EAG/g de pdlen em amostras recolhidas no Brasil. Os nossos
resultados estdo muito abaixo dos resultados de um estudo feito por Nogueira (2012)
com amostras de polen comercial recolhidas em Espanha e Portugal, onde obteve uma
variacdo de compostos fendlicos totais entre 16,08 a 46,0 mg EAG/g de polen. Tomas
(2013), obteve 35 mg EAG/g de polen para os compostos fenolicos totais de amostras

de pdlen apicola recolhidas no nordeste transmontano.

A atividade antioxidante das amostras de polen, avaliada pelo método do DPPH, e
expressa através do valor de ECs, variou ao longo do tempo de armazenamento, para as

diversas metodologias de preservacdo aplicadas, como se ilustra na Figura 24.
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Figura 24 — Evolucdo ao longo de um periodo de armazenamento de 9 meses da atividade
antioxidante do pdlen, avaliada pelo método do DPPH, e expressa através do valor de ECsy,
para os diferentes métodos de preservacéo.

Os valores de ECso observados apresentaram uma varia¢do entre 0,031 a 0,129
mg/mL de minimo e maximo para as amostras SEC40 e CONG, respetivamente, ambas

ap0s um periodo de 9 meses de armazenamento. A amostra CONG apresenta uma
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diminuicdo no valor de ECsy apds 6 meses (0,066 a 0,051 mg/mL) e um aumento de
60,5% aos 9 meses (0,129 mg/mL) de armazenamento, com diferencas significativas do
ponto de vista estatistico entre 0 T6 e T9. A amostra SEC35, o valor de ECso aumenta
50% apds 3 meses de armazenamento (0,042 a 0,084 mg/mL), tendo uma diminuicdo
significativa (0,036 a 0,053 mg/mL) apds um tempo de 6 e 9 meses de armazenamento.
Para a amostra SEC40, os valores de ECso aumentaram cerca de 10,4% ap0s 3 e 6 meses
de armazenamento e diminuiram significativamente (27,9%) do ponto de vista
estatistico apos 9 meses (0,043 a 0,031 mg/mL) de armazenamento. A amostra SEC45
apresenta um aumento (53,8%) estatistico significativo nos valores de ECs, apds 6
meses (0,043 a 0,093 mg/mL), tendo diminuido 39,8% (0,056 mg/mL) apds 9 meses de
armazenamento. A preservacdo pela técnica de LIOF apresentou um aumento (0,049 a
0,066 mg/mL) apds 9 meses de armazenamento e com diferencas estatisticas

significativas, tendo diminuido (0,058 mg/mL) aos 6 meses de armazenamento.

Apb6s um periodo de armazenamento de 9 meses, foi possivel observar que as
amostras preservadas por congelacdo apresentaram um valor de ECso de 0,129 mg/mL,
que é superior ao das restantes. Para além disso, na técnica de congelagdo, o valor de
ECso aumentou significativamente apos 9 meses de armazenamento, evidenciando uma
reducdo na atividade antioxidante relativamente aos restantes tempos de
armazenamento. Por outro lado, foi ainda possivel verificar que, também para o tempo
de armazenamento de 9 meses, as amostras secas em estufa apresentaram 0s menores
valores de ECsp: 0,053 mg/mL, 0,031 mg/mL e 0,056 mg/mL, para a secagem em estufa
a SEC35, SEC40 e SEC45, respetivamente. Este resultado evidencia o aumento da
atividade antioxidante, ap6s 9 meses de armazenamento, com diferencas estatisticas
significativas entre a SEC40 com as restantes técnicas de secagem em estufa. A técnica
de liofilizacdo apresentou um aumento significativo no valor de ECso de 0,066 mg/mL
ap0s 9 meses de armazenamento, evidenciando uma reducdo na atividade antioxidante

em rela(;éo a0s restantes tempos de armazenamento.

Através da avaliacdo do poder redutor (Figura 25), foi possivel observar valores
entre 0,087 e 0,907 mg EAG/g de pdlen, apés um periodo de tempo de 9 meses de

armazenamento para a amostra SEC45, nos tempos de armazenamento T6 e TO.
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Figura 25 — Evolucdo ao longo de um periodo de armazenamento de 9 meses da atividade
antioxidante do polen, avaliada através do método do poder redutor, para os diferentes métodos
de preservagéo

Apesar do aumento do poder redutor que foi verificado imediatamente apos a
aplicacdo datas de liofilizacdo e de secagem em estufa para as temperaturas de SEC40 e
SEC45, foi possivel observar que o poder redutor das amostras de polen diminuiu
significativamente apos 6 e 9 meses de armazenamento, independentemente da técnica
de preservacdo aplicada. Para a amostra CONG, foi registado um aumento significativo
de 74,1% (0,332 a 0,568 mg GAE/g) ap6s 3 meses de armazenamento e tendo uma
diminuicdo de 66,0% e 69,3% (0,113 a 0,102 mg GAE/g), apds 6 e 9 meses de
armazenamento. Para a preservacdo pela técnica de SEC35, verificou-se uma
diminuicdo significativa de 76,3% (0,485 a 0,115 mg GAE/g), apds 9 meses de
armazenamento, tendo-se registado um aumento de 3,8% (0,504 mg/g) no 3° més de
armazenamento. Na amostra seca a temperatura de 40°C, houve uma diminuicdo
estatisticamente significativa de 78,8% e 72% (0,725 a 0,203 mg GAE/g) apds 6 e 9
meses de armazenamento, registando ligeira estabilidade (0,715mg GAE/g) aos 3 meses
de armazenamento. Para a amostra preservada pela técnica de SEC45, causou uma
diminuicdo de 75,7% (0,907 a 0,220 mg GAE/qg) estatisticamente significativa ao longo
do tempo apds 9 meses de armazenamento. Para a amostra preservada pela técnica de
LIOF, houve uma diminuicdo (81,7%) significativa do ponto de vista estatistico ao
longo do tempo (0,871 a 0,159 mg GAE/g) apds 9 meses de armazenamento, causando

uma reducdo menor (21,7%) aos 3 meses de armazenamento (0,682 mg GAE/qQ).
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4. Conclusdes

A realizacdo da presente dissertacdo de mestrado, desenvolvida no @mbito do
projeto de investigacdo DivIinA - Diversificacdo e Inovacdo na Producdo Apicola -,
possibilitou a obtencdo de resultados que nos conduzem as seguintes conclusdes:

1. A andlise polinica revelou que a composicéao polinica das amostras € influenciada
pelo local de recolha, sendo evidentes as diferencas entre as amostras recolhidas na
regido de Tras-0s-Montes (Braganca e Vila Real), onde predominam a Castanea sativa
e Rubus sp, enquanto que nas amostras recolhidas na regido do Alentejo (Nisa e

Portalegre), predomina o tipo polinico Echium sp.;

2. A determinag&o do teor de humidade das varias amostras de p6len recolhidas ao
longo de 13 semanas, nas regides de Braganca, Nisa, Portalegre e Vila Real evidenciou
a importancia do local de captura, sugerindo que as condi¢des climaticas no momento,
ou antes, da captura influenciam de forma significativa os valores registados. Este facto,
embora ndo represente nenhuma surpresa, reveste-se de grande importancia para o
apicultor, uma vez que tera influéncia no custo associado as operacfes de preservacao:
maior teor de humidade no momento da recolha implica mais tempo de secagem em
estufa ou de liofilizacdo. Deste modo, este aspeto devera ser tido em consideracao pelo

apicultor no momento de planear a recolha do polen;

3. A determinacdo do teor de humidade de amostras de pdlen recolhidas em
Portalegre e em Vila Real, recorrendo a dois métodos de captura (capta-pdlens de
estrado e frontais) evidenciou que a escolha do tipo de capta-polens usado néo

influencia de forma significativa o teor de humidade do polen;

4. De uma forma geral, as técnicas de preservacao estudadas permitiram manter o
valor nutricional do pélen congelado, imediatamente apds a sua aplicacdo. Para alem
disso, a liofilizacdo, bem como a utilizacdo de temperaturas mais elevadas durante a
secagem em estufa (40°C e 45°C) causaram um incremento apreciavel no poder redutor

do polen;

5. As técnicas de preservacdo estudadas, mostraram impacto significativo nas
carateristicas quimicas do pdlen ao longo do armazenamento, homeadamente no teor de

humidade, acucar (glucose), compostos fendlicos totais e atividade antioxidante;
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6. Ao longo do periodo de armazenamento de 9 meses, a técnica de liofilizacdo
apresentou o melhor desempenho relativamente a preservacdo do valor nutricional das
amostras de pdlen. Por outro lado as amostras preservadas através da tecnica de
secagem em estufa a temperatura de 45°C apresentaram, ao fim de 9 meses de
armazenamento, um teor mais elevado de compostos fendlicos totais, o que se refletiu
num maior poder redutor dessas mesmas amostras. Deste modo, ao tomar a deciséo
sobre a técnica de preservacdo a utilizar, o apicultor tera de tomar em consideragdo
alguns aspetos, nomeadamente: o tipo de produto que pretende apresentar ao
consumidor, bem como os custos de aquisicdo dos equipamentos, dado que, de uma
forma geral, a aquisicdo de um liofilizador representard um custo acrescido

relativamente ao da compra de uma estufa de secagem.
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5. Perspetivas de trabalho

Para um trabalho futuro relacionado com o armazenamento do pdlen apicola

aplicando diferentes técnicas de preservacao, recomendamos:

- avaliar outros métodos de preservacdo do polen apicola para ver o que sucede

ao longo do tempo de armazenamento;

- avaliar de que forma a temperatura de preservacdo podera influenciar no perfil

de compostos fendlicos totais, aglcares, bem como na atividade antioxidante;
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ANEXOS




metodologias de preservacao ao longo do tempo.

ANEXO 1. Tabela IX — Analise do valor nutricional e atividade antioxidante das amostras de polen apicola ap6s aplicacdo das diversas

METODO DE Imediatamente ap6s aplicagdo da técnica de preservagéo
PRESERVACAO Congelamento, -20°C Secagem, 35°C Secagem, 40°C Secagem, 45°C Liofilizacdo
Humidade (%) 13,79+0,08d 9,62+0,17b 9,81+0,14 bc 10,14 +0,12 ¢ 5,79+0,14a
Cinza (%) 2,23+0,01a 2,31+0,06 ab 2,26+0,03a 2,27+0,04a 2,38+£0,05b
Gordura (%) 1,65+0,27a 1,60+0,11a 1,63+0,31a 1,52+0,15a 2,20+0,90a
Proteina (%) 26,53+0,37b 25,39+ 0,55 ab 25,69+ 0,36 ab 24,61+0,64a 26,26 +0,48 b

Frutose (mg/qg)

181,91 + 573 a

194,73 = 3,40Db

194,67 = 3,37b

191,47 = 4,89 ab

191,25 * 4,11 ab

Glucose (mg/g)

154,39 * 4,33 ab

168,19 + 3,22¢

162,31 + 4,42 bc

151,63 + 4,00 a

161,79 + 3,62 abc

Compostos Fendlicos Totais

(mg EAG/g) 1,63+0,11 be 1,48+0,20a 1,83 £ 0,15 abc 2,02 +0,27 bc 2,31+0,13¢c
DPPH (EC50 mg/mL) 0,066 + 0,00 a 0,042+0,02b 0,043+0,02b 0,043+0,02b 0,049+0,00c
Poder Redutor (mg EAG/g) 0,332+ 0,06 a 0,485+ 0,09 a 0,725+ 0,06 b 0,907+0,04 c 0,871+ 0,06 bc

Apdbs um periodo de armazenamento de 1 més

Humidade (%) 13,13+0,10d 9,78 £0,08 c 9,23+0,05b 9,68+0,13¢c 5,37+0,07a
Cinza (%) 2,12+0,02a 2,31+£0,03 cd 2,25+0,02b 2,18+ 0,06 ab 2,36 +£0,03d
Gordura (%) 1,37+0,28a 1,64+0,13a 1,56 +0,22a 1,09+0,26 a 2,84+0,85h
Proteina (%) 2463+091a 25,43+ 0,56 ab 25,52 +0,85ab 25,64 +1,24ab 27,36 +1,17b
Frutose (mg/g) 194,82 + 3,15 ab 187,16 £ 4,58 a 198,50 + 4,90 ab 186,94 £ 8,04 a 200,87 + 1,78 Db
Glucose (mg/g) 168,62 + 1,98 b 161,45+ 1,87 ab 163,35+3,81b 152,61+6,21a 170,66 + 0,98 b
fngéngffg}z;e”é“cos Totais 1,330,042 1,62+0,39 ab 1,99+ 0,06 b 1,370,082 151+0,10ab
DPPH (EC50 mg/mL) 0,064+0,01a 0,102 +0,00 b 0,050+ 0,00 a 0,064+£0,01a 0,065+0,01a
Poder Redutor (mg EAG/Q) 0,366 £ 0,03 a 0,342 +£0,03 a 0,673+x0,12 ¢ 0,476 £0,05ab 0,529 +0,03 bc

Apds um periodo de armazenamento de 3 més
Humidade (%) 12,79+0,13 ¢ 9,54+0,23b 9,60+0,07b 10,01+0,31 b 551+0,37a
Cinza (%) 2,25+0,01a 2,32+0,11a 2,37+0,01a 2,38+0,03a 2,57+0,04b
Gordura (%) 1,72+ 0,06 a 2,15+£0,68a 1,67+0,08a 1,24+0,02a 1,96+0,39a
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ANEXO 1. Tabela IX (cont.) — Anélise do valor nutricional e atividade antioxidante das amostras de pdlen apicola ap6s aplicacéo
das diversas metodoloaias de preservacdo ao lonao do tempo.

Proteina (%0)

23,97+0,76 a

26,05+ 0,33 bc

26,02+0,45b

26,53+ 0,38 bc

27,19+0,36 ¢

Frutose (mg/qg)

197,36 + 2,89 cd

185,89 + 9,06 ¢

146,27 + 1,35a

170,97 = 560b

202,35 = 5,22d

Glucose (mg/g)

164,02 £ 3,69 bc

157,58 = 8,64 b

187,43 = 0,33d

136,15 + 3,13 a

173,43 + 3,05¢

Compostos Fendlicos Totais

(mg EAG/q) 0,85 £0,32a 1,83 £ 0,23b 2,14 + 0,06 b 1,75 £ 0,10b 2,09 £ 0,13b
DPPH (EC50 mg/mL) 0,049+0,00a 0,084 + 0,00 a 0,048 + 0,00 a 0,022+0,29a 0,062 + 0,00 a
Poder Redutor (mg EAG/g) 0,568 + 0,02 abc 0,504 + 0,05 ab 0,715+0,02 ¢ 0,483 +0,05a 0,682 + 13 hc
Apo6s um periodo de armazenamento de 6 més
Humidade (%0) 12,16 +0,36 b 11,17+ 2,57 b 9,67+0,08b 10,09 +0,09 b 534+0,11a
Cinza (%) 2,21+0,01a 2,27+293a 2,13+0,28a 2,24+0,00a 2,35+0,05a
Gordura (%) 1,83+0,28a 1,92+0,21a 1,88+0,09a 2,28+0,99a 1,54+ 0,04a
Proteina (%) 24,17+0,61a 25,38+ 0,67 a 2804+121a 2481+1,02a 26,57+1,04a

Frutose (mg/qg)

221,49 £ 6,70¢c

177,79 £ 1,65 ab

185,36 = 0,85Db

173,11 + 1,23 a

184,38 £ 1,76 b

Glucose (mg/g)

189,37 £+ 3,62d

137,05 = 3,23 b

132,68 * 4,61 ab

122,92 + 508 a

159,20 + 0,32¢c

Compostos Fendlicos Totais

1,74+0,04 b 2,81+0,13¢c 1,90+0,09 b 1,25 £ 0,04a 1,70 £ 0,08 b
(mg EAG/q)
DPPH (EC50 mg/mL) 0,051+0,00c 0,036 + 0,00 a 0,047 £ 0,00 b 0,093+0,00d 0,051+0,00 ¢
Poder Redutor (mg EAG/Q) 0,113+0,01 ab 0,235+0,01d 0,203 £ 0,01 hc 0,087 £0,02 a 0,187 £ 0,04 cd

Apds um periodo de armazenamento de 9 més

Humidade (%) 12,76 £ 0,07 e 9,64+0,04c 9,43+0,08b 10,10+0,07d 5,72+0,05a
Cinza (%) 2,27+0,00a 2,31+0,01ab 2,28+0,02a 2,28+0,03a 2,36 +£0,03b
Gordura (%) 1,59+0,29a 1,72+0,11a 2,711+123a 1,59+0,35a 1,67+0,09a
Proteina (%) 22,71+0,29 a 2414+ 0,43 a 2381+1/46a 23,82+1,20a 26,24 £ 0,68 a
Frutose (mg/qg) 163,88 +2,43a 191,60 £ 2,67 c 173,21+2,40b 168,40 £ 2,90 ab 175,81+£591b
Glucose (mg/g) 108,07 £2,53a 12956 +1,41b 114,64 £3,57 a 113,99+391a 158,20+ 5,54 ¢
fngg’gffg}z;e”é“cos Totais 2,06+0,20 b 155+0,10b 2,07+0,13a 2,69+0,15b 1,97+ 0,06 ¢
DPPH (EC50 mg/mL) 0,129+0,00d 0,053+0,00b 0,031+0,00a 0,056+ 0,00 b 0,066 £0,00 ¢
Poder Redutor (mg EAG/Q) 0,102+0,24 a 0,115+0,13 a 0,154+0,23 b 0,220+0,51 b 0,159+ 0,30 ab
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Abstract

In Portugal, beekeeping is closely related to the agriculture sector, often acting as a
complement to the exploration income. The pollen is one of the hive products and it has
been receiving a lot of attention from researchers. Honeybees produce bee pollen through
the agglutination of flower nectar with salivary substances, together with little amounts of
nectar or honey. Bees collect pollen based on the hive food necessities and store it
separately from honey.

Although bee pollen has been used as a food supplement for many years, due to its
antioxidant, antibacterial, and antifungal properties, it continues being undervalued. As a
result, there is a relatively small range of bee pollen products in the Portuguese market, in
comparison with the considerably larger number of honey products, for example. This can
be partially explained by the lack of information that beekeepers have regarding aspects
such as the beneficial effects of bee pollen and about the influence of preservation
techniques in the chemical composition and quality of bee pollen. Therefore, this work

pretends to contribute to a better understanding of the possible impact of various
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preservation techniques on the bee pollen chemical composition and microbiological
quality and safety parameters.

The bee pollen was collected using pollen traps and subsequently submitted to distinct
preservation techniques, such as oven drying at 35 °C, 40 °C, and 45°C, freezing, and
freeze-drying. The effect of these preservation techniques on the bee pollen chemical
composition was evaluated through the determination of the moisture, ash, protein, and
crude fat contents. The effect on the microbiological parameters included the analysis of:
total viable counts (aerobic mesophiles), lactic acid bacteria, yeasts and moulds, coliforms

/ E. coli, Salmonella spp. and sulphite-reducing clostridia.
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Abstract

After its collection the bee pollen can present moisture contents that can range from
18% to 25%. These moisture contents, combined with the high nutritional value of bee
pollen, provide conditions highly favourable to microorganism growth, undesirable pollen
fermentation, and reduction of the nutritional value, caused by Maillard reactions. Thus,
after collection it is necessary to reduce the bee pollen moisture content in order to
maintain its overall nutritional quality and microbiological safety. Moreover, several
studies have recently highlighted the beneficial biological properties of bee pollen, which
may also be influenced by the preservation techniques applied to reduce the bee pollen
moisture content. Therefor, the main objective of this work is to provide an insight
regarding the potential influence of the applied preservation techniques on the nutritional
value, microbiological quality, and antioxidant properties of bee pollen.

The bee pollen, which was collected in beehives located in the northeastern
Portuguese region of Braganca, presented a moisture content of 13.8%. Subsequently, the
fresh pollen was submitted to various preservation techniques, namely oven drying at three
distinct temperatures (35°C, 40°C, and 45°C) and freeze-drying. The pollen samples dried
at 35°C, 40°C, and 45°C presented moisture contents of 9.6%, 9.8%, and 10.1%, while the
freeze-dried sample had a moisture content of 5.8%. The nutritional value, microbiological
quality, and antioxidant properties of the preserved bee pollen was assessed throughout
time during a period of 6 months. In general, the different treatments showed no significant
immediate impact on the nutritional value and microbiological loads of bee pollen, but
some changes were observed on the antioxidant properties, particularly for the oven-dried
bee pollen. Also, during the storage period, mostly in microbiological parameters, such as
total viable counts and lactic acid bacteria, and antioxidant properties. Also, impact on the
microbiological loads of bee pollen, but changes were observed after one months of
storage, mostly in total viable counts and lactic acid bacteria.

Keyword: pollen; preservation techniques; nutritional value; microbiological stability;
antioxidant properties
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Pollen is a product with an increasing market potential, particularly in the
nutraceutical and food supplements segment. Besides of its image association with natural
products, it is a source of proteins, rich in minerals, antioxidant compounds and essential
amino acids. This composition richness is also the reason why honeybees rely in its
collection to feed the colony. Bees fly from flower to flower and agglutinate the pollen
grains through the addition of salivary substances and small amounts of nectar, which are

then transport into the hive as a pollen load, the bee pollen.

This work is part of the project DivinA, Diversification and Innovation in
Beekeeping, (financed by the Rural Development Program 2014-2020), and aims to
diversify the outcomes of the Portuguese beekeepers in order to increase its profitability

and guarantee the sustainability of its economic activity.

In this communication, the nutritional value and palynological profile of 31 pollen
samples, collected from four regions of Portugal, during spring and summer of 2018, are
presented. The nutritional parameters include ash, moisture, total fat, total protein, and
total carbohydrate contents. The palynological analysis was achieved by microscopy and

comparison with the pollen database available in the laboratory.

Besides the variation in humidity of the samples, which ranged from 9 to 30%, the
major nutritional parameters of the samples were in agreement with the values reported in
the literature. Nevertheless, it seems clear that the differences registered in the evaluated

nutritional parameters reflect the floral differences between samples.

Acknowledgment: This work was financed by the Rural Development Program 2014-
2020, PDR 2020.
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Abstract

Bee pollen is often considered a highly nutritive foodstuff. After its collection, the bee
pollen can present moisture contents ranging from 18% to 25%, depending on the
gathering season and trapping technique [1]. These moisture contents, combined with the
high nutritional value of bee pollen, provide conditions highly favourable to
microorganism growth and undesirable pollen fermentation. Moreover, when not preserved
adequately, its nutritional value can be quickly reduced, due to Maillard reactions [2].
Thus, after collection it is necessary to reduce the bee pollen moisture content in order to
maintain its overall nutritional quality and microbiological safety. The main objective of
this work is to provide an insight regarding the potential influence of the applied
preservation techniques on the nutritional value and microbiological quality of bee pollen.

The bee pollen, which was collected in beehives located in the northeastern Portuguese
region of Braganca, had a moisture content of 13.8%. Subsequently, the fresh pollen was
submitted to various preservation techniques, namely oven drying at three distinct
temperatures (35°C, 40°C, and 45°C) and freeze-drying. The pollen samples dried at 35°C,
40°C, and 45°C presented moisture contents of 9.6%, 9.8%, and 10.1%, while the freeze-
dried sample had a moisture content of 5.8%. The nutritional value of the preserved bee
pollen was assessed throughout time during a period of 6 months, through the
determination of the moisture, ash, protein, crude fat, and carbohydrate contents. The
effect on the microbiological quality was also analysed, and included the parameters: total

viable counts (aerobic mesophiles), lactic acid bacteria, yeasts and moulds. In general, the
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different treatments showed no significant immediate impact on the microbiological loads
of bee pollen, but changes were observed after one months of storage, mostly in total

viable counts and lactic acid bacteria.

Keywords: bee pollen, nutritional value, microbiological quality, stability
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Abstract

The moisture content of bee pollen is a crucial parameter for its preservation and quality. After collection, fresh pollen is
frozen and then subjected to preservation methods prior to commercialization. Some studies have shown that the choice
of the preservation method can have an impact on chemical composition and pollen antioxidant activity. Thus, this work
aims to evaluate the impact of various preservation methods on the chemical composition and antioxidant activity of
pollen, immediately after its application and also over a storage period of 6 months. The pollen was collected in
Braganca and frozen at -20°C, and then preserved by freeze-drying and oven-drying at 35°C, 40°C, and 45°C. Chemical
composition (moisture, ash, fat, protein, fructose, glucose and total phenolic compounds) and antioxidant activity (DPPH
and reducing power) were evaluated immediately after applying the preservation method and during 6 months of storage.
Besides the expected reduction on the pollen moisture level, the most evident and statistically significant effects were
observed on the glucose and total phenolic compounds contents, and antioxidant activity, immediately after applying the
preservation technique, as well as after a storage period of 6 months.

Generally, freeze-drying was the preservation technique with less impact on the nutritional value of pollen. However, it
had a more pronounced negative impact on the total phenolic compounds content and pollen antioxidant activity, when
compared with oven-drying at 35°C.

Keywords: pollen; preservation methods; chemical composition; antioxidant activity.
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Bee pollen has been used as a food supplement for many years because of its antioxidant, antibacterial and antifungal properties, and is
currently undervalued in the Portuguese market compared to honey [1]. This may be partly explained by the lack of information on the
benefits of pollen and on the influence of preservation methods on composition and chemical quality. Therefore, this work will evaluate the

composition and microbiological load of the pollen.

possible impact of various preservation techniques, namely freezing, oven drying at 35°C, 40°C and 45°C and freeze-drying, on the chemical

analysis were performed in triplicate.

Bee pollen samples collected in the Braganca region were submitted to various preservation techniques, namely freezing at -20°C, oven
drying at 35°C during 15 hours, oven drying at 40°C during 7 hours and 30 minutes, and oven drying at 45°C during 5 hours and 50
minutes, and freeze-frying. The chemical composition (moisture, ash, crude fat and crude protein) was evaluated according to the
methodologies described by Almeida -Muradian et al., [2]. The microbiological loads (aerobic mesophiles, lactic acid bacteria, and yeasts
and molds) were determined by the methods described in 1ISO 4833:2013, 1SO 15214:1998, and 1SO 21527-2:2008, respectively. All the

)

Chemical composition
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Moisture Content (%)

Figure 1- Moisture content of bee pollen samples
after applying the preservation techniques.
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Figure 2- Ash, fat, and protein contents of bee pollen
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Figure 3- Aerobic mesophiles (APC), lactic acid
bacteria (LAB), yeasts, and molds loads of bee pollen
samples after applying the preservation techniques.

« The use of oven-drying and freeze-drying preservation techniques reduced
the moisture content of bee pollen to values considered safe;
< The preservation techniques under evaluation did not seem to have an

impact on the chemical composition and microbiological loads of the bee
pollen samples;

« Further studies are being carried out in order to evaluate the effect of these
preservation techniques on the stability of bee pollen over time.

samples after applying the preservation techniques.
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Introduction

The moisture content of bee pollen is one of the most important parameters for the preservation and quality
of this product and can vary from 18 to 25%, depending on the technique and time of collection [1]. These
moisture content values can contribute to proliferation of microbiological contamination and changes in the
nutritional value of pollen, which can make its consumption and commercialization unfeasible [2 and 4].
Therefore, this study pretends to evaluate the impact of different preservation techniques in the nutritional
value, microbial stability, and antioxidant properties of bee pollen.

Methodology

Pollen samples were collected in Braganga (Portugal) and frozen at -202C. The frozen samples, which presented an initial moisture content of
13.8%, were subsequently submitted to various preservation techniques: oven drying at three different temperatures (352C, 402C and 452C)
and lyophilization. The samples dried at 352C, 40°C and 45°C presented a moisture content of 9,6%, 9,8% and 10,1%, respectively, and the
lyophilized sample presented a moisture content of 5,8%. Nutritional value (moisture, ash, protein, fat, and sugars), total phenolics,
antioxidant properties (DPPH and reducing power), and microbiological quality (aerobic mesophiles, lactic acid bacteria, yeast and mold) of
pollen were evaluated over time for a period of 6 months (0, 1, 3 and 6 months) of preservation [3].

Results
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Figure 1. Values of the evaluated chemical parameters (moisture, ash, ~ Figure 2. Values of the evaluated microbial parameters (aerobic
fat, protein, sugars, total phenolics, DPPH, and reducing power) mesophiles, lactic acid bacteria, yeasts and moulds) before applying

before applying the preservation treatments and over a storage the preservation treatments and over a storage period of 6 months.
period of 6 months.

Conclusions

The different preservation methodologies showed no significant immediate impact on the nutritional value and microbiological loads of bee
pollen, but some changes in antioxidant properties were observed, especially in greenhouse dried bee pollen. That is, we can consider the

oven drying technique to be suitable for the preservation of bee pollen, with desired microbiological stability that does not compromise its
nutritional value.
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Bee pollen is an important beehive product, with a rich chemical composition and biological
properties, which vary according to the region of production, plant age and agroecological
conditions. Its moisture content may vary from 18 - 25%, depending on the technique and the
time of collection [1]. Bee pollen is subject to proliferation of microbiological contamination that
can make its consumption and commercialization unfeasible when not properly preserved, its
nutritional value can be rapidly reduced due to Maillard reactions [2].

—

Bee pollen samples from Northeast Portugal (Braganga) collected in July 2018 were preserved by: freezing at -20
°C, oven-drying at different temperatures (35 °C for 15 hrs., 40 °C for 7 hrs.30 min., and 45 °C for 5 hrs.50 min.)
and lyophilisation. Dried and lyophilised samples were then stored at room temperature, while the remaining
samples were kept frozen at -20 °C. Bee pollen samples were evaluated in triplicate for chemical parameters
(moisture, ashes, protein, fat, and sugars) [3] and microbial loads (aerobic mesophiles, lactic acid bacteria, yeasts
and molds), before the treatments and after 0, 1, 3 and 6 months of preservation.
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Figure 2. Values of the evaluated microbial parameters (aerobic
T g mesophiles, lactic acid bacteria, yeasts and moulds) before

applying the treatments and over a storage period of 6 months.

Figure 1. Values of the evaluated chemical parameters (moisture,
ash, fat, protein, and sugars) over a storage period of 6 months
(dashed line: value before applying the preservation method).

The various preservation techniques under evaluation did not seem to have a negative impact on the nutritional
value of the bee pollen samples throughout the 6 months of storage period. Moreover, the oven-drying technique
(independently of the binomium temperature x time used) caused a decrease in the microbial loads after a storage
period of 3 to 6 months. Therefore, the oven-drying techniques can be considered as adequate, easy and
inexpensive preservation techniques, providing bee pollen with the desired microbiological stability without
compromising its nutritional value. The study of the impact of these preservation techniques on the biological
activity of bee pollen is underway.
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