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Resumo

O polen apicola € o resultado da aglutinacdo do pdlen das flores efetuada pelas
abelhas, mediante acréscimo de substancias salivares e pequenas quantidades de néctar
ou mel [20]. O polen é um produto utilizado na alimentacdo humana como suplemento
alimentar pois contém substancias nutricionalmente essenciais, como hidratos de
carbono, proteinas, aminoacidos, lipidos, vitaminas, substdncias minerais e
oligoelementos, além de quantidades significativas de compostos fendlicos
principalmente flavondides. Possui também efeitos benéficos para a salude humana
como a prevencgdo de problemas da préstata, dessensibilizacdo de alergias, aterosclerose
e neoplasias.

O presente estudo teve como objetivo analisar o rétulo, as propriedades fisico-
quimicas e nutricionais, a seguranca microbioldgica e ainda as propriedades bioativas de
oito amostras de pblen adquiridos no mercado.

Da analise ao rétulo verificou-se que 12,5% das amostras ndo apresentavam todas as
mengdes obrigatorias.

Para as amostras de polen comercial foram identificadas 11 familias sendo o tipo
Cistaceae o dominante.

No que diz respeito as analises fisico quimicas todos os pardmetros analisados, &
excecdo da humidade, encontravam-se dentro dos limites estabelecidos pela legislacdo
Brasileira. Os valores para o pH variaram entre 4,23 e 5,03, enquanto que a aw oscilou
entre 0,26 e 0,43.

Os teores em proteinas e agucares redutores variaram respetivamente, entre 12,50 e
25,15% e, entre 26,10 e 41,79%. Os teores em lipidos das amostras em estudo foram
baixos, variando entre 2,35 e 3,33%. Estes resultados sugerem que o pdlen apicola é um
excelente suplemento alimentar.

No que diz respeito & qualidade microbiolégica os valores obtidos para 0s
indicadores de qualidade comercial, sanitaria e de seguranga indicam que o pdlen
apicola é um alimento seguro. Em 50% das amostras analisadas estavam presentes
leveduras, no entanto o numero foi baixo. Das leveduras isoladas foram identificadas
seis espécies.

Os teores de compostos fendlicos totais variaram entre 16,079 a 45,953 mg GAE/g.



A atividade antioxidante (ECsp) dos extratos etandlicos de pdlen foi de 1,95mg/mL e
1,62mg/mL quando determinado pelo método do DPPH e pelo método do poder
redutor, respetivamente.

Os EEP mostraram atividade antimicrobiana contra todos 0os microrganismos.

Palavras chave: Polen apicola, caracterizacdo do pdlen, anélise polinica, atividade

antioxidante, atividade antirnicrobiana.



Abstract

The bee pollen is the result of agglutination of pollen carried by bees from
flowers by adding substances salivary and small amounts of nectar or honey [20].
Pollen is a product used in food as a dietary supplement it contains nutritionally
essential substances such as carbohydrates, proteins, amino acids, lipids, vitamins,
minerals and trace elements, as well as significant quantities of phenolic compounds
mainly flavonoids. It also has beneficial effects on human health and the prevention of
prostate problems, allergy desensitization, atherosclerosis and cancer.

The present study aimed to examine the label, the physico-chemical and
nutritional, microbiological safety and even the bioactive properties of eight pollen
samples purchased from the market.

Analysis of the label was found that 12.5% of all samples had not mandatory.

For samples of commercial pollen were identified 11 families being the dominant type
Cistaceae.

With regard to physical chemical analyzes all parameters, except for the
humidity will, were within the limits established by Brazilian legislation. Values for the
pH varied between 4.23 and 5.03, while Aw ranged between 0.26 and 0.43.

The amounts of proteins and reducing sugars ranged respectively between 12.50
and 25.15% and between 26.10 and 41.79%. The lipid content of the samples in the
study were low, ranging between 2.35 and 3.33%. These results suggest that the pollen
load is an excellent dietary supplement.

With regard to the quality values obtained for microbiological indicators of
commercial quality, health and safety suggest that bee pollen is a food secure. In 50% of
the samples analyzed were present yeasts, however the number was low. From the

yeasts were identified six species.

The content of total phenolic compounds ranged from 16.079 to 45.953 mg GAE
/9.



The antioxidant activity (EC50) of ethanol extracts of pollen was 1.95 mg / mL
and 1.62 mg / ml when determined by the method of DPPH and method of reducing
power, respectively.

The EEP showed antimicrobial activity against all microorganisms.

Keywords: bee pollen, characterization of pollen, pollen analysis, antioxidant activity,

antimicrobial activity.
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1 - Introducéo

O polen apicola tem vindo a ser considerado como um alimento diferenciado,
devido as suas caracteristicas terapéuticas e diatéticas benéficas para a salide humana,

embora 0 mel seja o produto da colmeia mais comum.

O pdlen pode ser considerado como uma fonte de energia e de nutrientes para o
Homem pois contém substancias nutricionais como hidratos de carbono, proteinas,

aminoacidos, lipidos, minerais, vitaminas e alguns micronutrientes.

A composicdo do pélen apicola depende da origem botéanica e geogréfica, bem
como das condigdes climaticas, tipo de solo e do maneio apicola. Por conter todos os
aminodacidos essenciais necessarios ao organismo humano, este produto é considerado

como um alimento completo.

Apicultura é uma atividade valiosa do ponto de vista social, ambiental e
econdmico, no entanto, a produgdo de polen apicola em Portugal é muito reduzida,
talvez devido, principalmente, ao desconhecimento por parte dos apicultores e dos
consumidores, dos atributos que este produto possui. E & falta de métodos de
conservacéo, adequados.

A falta de legislagcéo Portuguesa relativa a este produto da colmeia, torna essencial
a sua caraterizagdo, a fim de contribuir para a elaboracdo de critérios (normas), que

permitam valorizar este produto apicola em Portugal.
Estre trabalho tem como objetivos:

e Avaliagdo do rotulo;

Caracterizagéo botanica;

Caracterizagdo fisico-quimica e nutricional;

Avaliacdo da qualidade microbiolodgica;

Avaliacgéo das propriedades bioativas;



2- Polen
2.1- Definicoes e fungdes

O polen é o gameta masculino das flores das plantas, sendo produzido pelas
anteras e atraido pelo ovario com o objetivo de garantir a fecundagdo e
consequentemente a reproducdo da planta, assim como a sobrevivéncia da espécie. Os
polens sdo formados por mindsculos graos (50 um) [19] com formas e cores diversas,
e normalmente com forma esférica. O polen apicola é recolhido pelas abelhas e levado
para o interior da colmeia, sendo utilizado na preparacdo do alimento das larvas

jovens, devido ao seu alto valor nutritivo.

As abelhas recolhem os grdos de pdlen das anteras, e agregam-no com 0
auxilio de néctar e de saliva. Posteriormente é transportado com as patas dianteiras,
mais especificamente com a tibia, até & colmeia, onde o depositam nos alveolos.
Durante o transporte do polen, as abelhas recorrem as suas caracteristicas fisicas,

como os pentes e pélos que possuem espalhados pelo corpo.

A seletividade das abelhas em relacdo as espécies vegetais tem em conta a
qualidade e a quantidade de recursos disponiveis [47], com vista a obter uma maior
eficiéncia da recolha numa determinada area geografica [48]. As abelhas visitam uma
ou varias espécies florais para um pdlen completo, e as caracteristicas especificas deste
produto, estdo ligadas as espécies florais e cultivares, visitadas pelas abelhas. A
composicdo quimica dos graos de pélen e o seu valor nutricional depende da “escolha”
da planta a polinizar pelas abelhas. O desenvolvimento das abelhas depende da sua
alimentacdo, tipo de polen, pois a sua origem botéanica interfere na quantidade de
vitaminas, proteinas, hidratos de carbono, minerais e agucares [49].

Figura 1 - Abelha a armazenar polen (fonte: FNAP, 2010)



A importancia do poélen é indubitavel, quer para a colonia quer para 0s
produtos derivados da colmeia, de fato a quantidade e a qualidade do pélen estdo
diretamente relacionados com a producdo de mel, cera e geleia real de um apiario [26].

2.2 - Abelha Apis melifera

Desde a antiguidade as abelhas tém sido valorizadas pelos seus produtos e
admiradas pelo seu comportamento. Pertencem & ordem Hymenoptera, classificada em
duas subordens e varias superfamilias divididas em inUmeras espécies. Conhecem-se
mais de 20 mil espécies, mas acredita-se que existam mais do dobro que ainda nédo

foram descobertas [50].

As abelhas sdo descendentes das vespas, estas deixaram de se alimentar de
aranhas e de pequenos insetos para consumirem o pdlen das flores. A coldnia das
abelhas é constituida por cerca de 80.000 abelhas, grande parte sdo operarias, 1 rainha
e zangbes que variam entra 0 a 400, as coldnias podem variar de acordo com a
disponibilidade de alimento, época do ano e com a regido. As funcbes da sociedade
das colonias estdo bem definidas, a abelha rainha tem como func¢Bes a postura dos
ovos e a manutencdo da ordem social na colmeia. As operarias realizam todo o
trabalho para manter a colmeia, executando atividades distintas de acordo com a idade
devido ao desenvolvimento glandular e das necessidades diferenciadas da coldnia. Os
zangbes sdo 0s machos da colonia, sendo a fungdo fecundar a rainha durante o voo

nupcial [51].

2.3 - Palinologia

Palinologia deriva dos radicais latinos pollen, pulvis (p6, farinha fina) e do
grego logos (conhecimento, palavra), foi criada em 1945 por Hyde e Williams para
designar o estudo morfologico do pdlen e dos esporos, bem como das suas aplicacdes

e dispersdes.

Palinologia representa o ramo da botanica que estuda o pdlen através do tempo
e da morfologia [95]. Na analise polinica classificam-se as espécies botanicas pelas



caracteristicas muito variadas que as camadas que envolvem o gréo de polen possuem,

como formas ovoides, circulares, rugosas, lisas, segmentadas, entre outras.

A

Figura 2 - Exemplos de tipos polinicos de polen (fonte: Carpes 2008)

Existem diversas espécies botanicas devido & diversidade da flora apicola, mas
provavelmente inimeras espécies ainda ndo foram observadas pelo produtor apicola

ou descritas na literatura cientifica [52].

Através da analise polinica é possivel determinar a qualidade dos produtos da
colmeia, como pélen, mel, cera, geleia real e propolis, contribuindo para a valorizagdo
destes produtos. Assim sendo, a identificacdo taxonémica e respetiva catalogacdo das
espécies botanicas de uma determinada regido sdo importantes para maximizar a
utilizagdo dos recursos disponiveis e identificar as fontes de alimento [96]. S&o
necessarios ainda, muitos estudos a este respeito, para maximizar a quantidade e
qualidade deste produto e do restantes produtos da colmeia de forma, a aproveitar 0s

recursos apicolas e algumas ferramentas de investigag&o ja existentes.



3 — Pdlen Apicola

O polen apicola é o resultado da aglutinacdo do polen das flores efetuada pelas
abelhas, mediante acréscimo de substancias salivares e pequenas quantidades de néctar
ou mel [53].

3.1 — Recolha, conservagao e armazenamento

O pélen ao contrario do mel, ndo é armazenado na colmeia em quantidades
muito superiores as necessidades da coldnia [93] e ndo pode ser recolhido como o mel
porque dificilmente se separa da cera. Este é recolhido através de capta-pdlen ou caca
polen que se encontra colocado na entrada de voo da colmeia. As abelhas ao entrar na
colmeia tém que passar por uma rede (parte integrante do capta polen), a qual possui
uma dimensdo que as cargas polinicas que sdo transportadas pelas patas traseiras
cairdo para um recipiente colocado por baixo do capta pdlen. Este recipiente deve
facilitar a circulagdo de ar e dificultar a humidade para se evitar a detioracdo do pélen
[93].

Figura 3 - Capta-polen (fonte: FNAP, 2010)

Os apicultores deverdo recolher o pdlen regularmente. Os capta pdlens so6
devem ser colocados quando as condigdes climatéricas sdo favoraveis, para ndo

dificultarem a recolha do p6len e para ndo contribuirem para a sua degradagéo [93].

Segundo [55] o rendimento médio de um capta pdlen varia entre 50 e 250 g por
dia, podendo chegar aos 500 g.



O transporte e 0 processamento do pdlen até & unidade de processamento deve
ser feito de forma adequada. O transporte deve ser feito o mais rapido possivel e o
material de acondicionamento deve permitir a ventilacdo. Os recipientes ndo devem ter
uma altura superior a 13 cm, de forma a prevenir fendmenos de fermentagdo e de

coagulacdo no pdlen aquando do transporte [93].

A conservacdo do pélen pode ser feita por dois metodos, a fresco ou a seco. Na
conservagao a fresco, método usado para a alimentacdo das colonias, a conservagdo
deve ser feita a -20°C e em sacos plasticos, mantendo-se de modo refrigerado desde a
fase de recolha & fase de consumo.

A desidratacdo do pdlen € um método que visa aumentar o tempo de vida de
prateleira e manter as suas propriedades [52]. Depois de retiradas algumas impurezas
mais grosseiras e ap0s a congelagdo, o polen deve ser descongelado gradualmente e &
temperatura ambiente durante 3 a 4 horas. De seguida o polen é seco em estufa de
circulagéo forcada ou secador com temperaturas que ndo ultrapassem os 40°C durante
12 a 48 horas, dependendo da humidade inicial. O secador possui varias gavetas onde
0 produto € distribuido de forma uniforme. Periodicamente deve-se proceder & rotagdo
das bandejas para que todo o p6len desseque de forma homogénea. Este processo faz
com que o pdlen perca cerca de 14-18% do seu peso [54].

Figura 4 - Secador de pélen (fonte: FNAP, 2010)



Depois de seco aplica-se ventilagdo forgcada e limpeza manual para remocéao de
lixo e retirada de eventuais materiais externos como partes de abelha, larvas secas,

bolotas de propolis e restos de residuos vegetais.

Depois de limpo e selecionado procede-se ao seu armazenamento em frascos
de vidro ou de plastico hermeticamente fechados a uma temperatura amena e ao abrigo
da luz [52].

Este produto como é rico em proteinas, se ndo for armazenado (tempo e
temperatura) de forma correta, pode perder valor nutricional rapidamente, sofrendo
reacOes de Maillard, por isso torna-se importante controlar e supervisionar todas as
etapas de processamento para que este produto apicola valioso ndo perca nutrientes e
propriedades organoléticas [56].

3.2 - Composicao fisico quimica e valor nutricional

A composicao do pdlen ndo possui um padréo rigoroso, poi varia com a origem
floral, condi¢Bes ambientais, climaticas, idade e estado nutricional da planta e estagdes
do ano [19], fazendo com que o pdlen tenha uma maior diversidade do que qualquer
outro produto da colmeia.

A Legislagéo Brasileira possui parametros de controlo de qualidade para que o
polen possa ser comercializado a referir: humidade maxima de 4% (p6len desidratado)
e 30% (pblen fresco), cinzas maximo de 4%, lipidos minimo de 1,8%, proteinas
minimo de 8%, agucares totais entre 14,5% a 55%, fibra bruta minimo de 2%, acidez
livre méaximo de 300 mEq.Kg™ e pH entre 4 a 6 [57].

Portugal carece de legislagdo referente a este produto apicola, por isso torna-se
importante o conhecimento de padrBes referentes & sua composi¢do. Apenas alguns
paises como o Brasil, Espanha, Franca, Suica e Argentina possuem limites para 0s
parametros de qualidade e reconhecem legalmente o pélen como um complemento

alimentar.

O conhecimento da composicao fisica e quimica do polen é importante, para
garantir a qualidade do produto final [58,1].



O polen é um produto que pode ser utilizado na alimentagdo humana como
suplemento alimentar visto conter substancias nutricionalmente essenciais. E
constituido por hidratos de carbono, proteinas, aminoacidos, lipidos, vitaminas,
substancias minerais (calcio, cloro, cobre, ferro, magnésio, iodo, molibdénio, selénio,
estréneio, estanho, boro, flior, vanadio, cromo, fosforo, potassio, enxofre, aluminio,
ferro, manganés, e zinco), agua, fibras e oligoelementos, mas também quantidades
significativas de substancias polifendlicas principalmente flavondides [10,59,60].
Segundo [61] o pdlen ainda pode ser caraterizado quanto a presenca de resinas,

corantes, enzimas e coenzimas.

3.3 — Inocuidade do pélen apicola

A avaliagdo da qualidade microbioldgica de um produto fornece informac6es
que permitem avalid-lo quanto as condicbes de processamento, armazenamento e
distribuicdo para o consumo, vida Util e potencial risco & satde da populagdo, isto é,
possibilidade de ser um veiculo de transmissdo de doencas de origem alimentar [62].
Devido a importancia nutricional e funcional dos componentes presentes nos
alimentos, € necessario controlar e supervisionar os distintos processos de elaboragéo,
de tal forma que se garanta que os alimentos processados fornegcam ao consumidor,
todos os nutrientes na sua forma mais disponivel, além de cumprir os requerimentos e

conservar as propriedades organoléticas [63].

A época do ano e a permanéncia do pélen nos apiarios tem influéncia na
contaminac@o por bolores e leveduras. Assim 0s processos de secagem devem ser
otimizados para permitirem a obtencdo de produtos livres de contaminantes
microbiolégicos. E também importante a higienizacdo do material nas diferentes
etapas de produgdo e processamento do polen.

A composigdo do pdlen nomeadamente o elevado teor em nutrientes permite o
crescimento de uma enorme variedade de microrganismos [64]. Neste contexto, deve-
se ressaltar a importancia dos contaminantes naturais, como as micotoxinas, que sao
produtos toxicos do metabolismo secundéario de fungos que podem colonizar os
alimentos durante o seu processamento. Entre as rnicotoxinas, as aflotoxinas e a

ocratoxina A (OTA) sdo as mais preocupantes devido a sua ocorréncia e toxidade [64].



Os principais fungos produtores pertencem aos géneros Aspergillus, Penicillium,
Fusarium e Alternaria [65]. A levedura encontrada mais frequentemente no pélen é
Candida magnoliae [66]. Relativamente as bactérias a maioria das espécies isoladas
foi encontrada no pdlen proveniente dos capta-polens, sugerindo que as abelhas sdo a
principal fonte de contaminagdo. Segundo [66] as bactérias que predominaram no
polen e no pdo de abelha foram as espécies pertencentes ao género Bacillus: B.
subtilis, B. megaterium, B. licheniformis, B. pumilis e B. circulans e o género B.

subtilis foi encontrado em todas as amostras analisadas por este cientista.

3.4 - Beneficios do polen

O polen de abelha é considerado como um alimento saudavel apresentando
uma vasta gama de propriedades nutricionais e terapéuticas [67,68]. De fato verificou-
se que, tem efeitos benéficos para a saude humana como a prevencdo de problemas da
prostata [71,20,69,73], dessensibilizagdo de alergias [70], aterosclerose [74], e
neoplasias [75]. Outros estudos sugerem reducdo da incidéncia de doencas
degenerativas como, o0 cancro e arteriosclerose [76]. A atividade antioxidante confere
ao polen apicola propriedades regenerativas para o organismo e uma vida longa para
gquem o usa na dieta [67]. Atua também no sistema digestivo regulando a flora
intestinal. O ferro e as vitaminas presentes no polen apicola sdo importantes na
alimentacdo de pessoas anémicas, contribuindo para aumentar a taxa de hemoglobina
dos globulos vermelhos [59]. Adicionalmente em doentes com problemas
cardiovasculares reduz os niveis séricos de triglicéridos e colesterol [59]. Convém no
entanto salientar, que muitos destas propriedades atribuidas ao pélen apicola carecem
de suporte cientifico.

3.5 - Informacg&o ao consumidor — Rétulo

O rétulo deve ter como finalidade informar o consumidor de forma clara, para
que este ndo seja induzido em erro, para isso a embalagem deve conter toda a
informacdo prevista na legislacdo portuguesa (Decreto-Lei n° 156/2008), pode ainda
conter outras informagGes que se julgue pertinentes, logo que a mesma informagao nao

induza o consumidor em erro.
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A informagdo presente na rotulagem deve estar disponivel em portugués, sem
prejuizo da utilizacdo de outros idiomas (Decreto-Lei n°® 560/1999, Decreto-Lei n°
238/1986), pois a informacdo para consumo € um dos direitos aclamados na lei do
Consumidor (Decreto-Lei n°24/1996).

As mencdes obrigatdrias da rotulagem devem constar na embalagem e sdo as
seguintes: a denominacdo de venda; a quantidade liquida, esta devera ser expressa em
massa, seguido do simbolo da unidade de medida utilizada, quilograma (kg) ou grama
(9); a data de durabilidade minima que € da responsabilidade de quem elaborou o
rétulo, fabricante, embalador ou vendedor na Unido Europeia, neste item devera ser
ainda indicado o més e 0 ano ou s6 o ano se a durabilidade for superior a 18 meses,
antecedida da mencdo “Consumir de preferéncia antes do fim de...”. Deve ainda
constar o0 nome ou firma ou denominagdo social, a morada do fabricante ou do
embalador ou de um vendedor estabelecido na UE que é o responsavel pelo produto e
pela rotulagem. Se o apicultor ¢ o embalador deverd constar o nimero de apicultor
(unidade de producdo primaria), sujeito a registo na Direcdo Geral de Veterinaria; o
ndmero de registo coincide com o numero de apicultor. Se se tratar de um
estabelecimento, que procede a extracdo ou processamento para 0 mercado, 0
licenciamento € necessario, sendo-lhe atribuido a marca de identificagdo, niamero de
controlo veterinario, que deve constar na rotulagem (Decreto-Lei n° 560/1999,
Decreto- Lei n° 1/2007, Regulamento n°® 852/2004). Isto permite ao consumidor saber
a quem comunicar, em caso de reclamacdo ou da necessidade de informagGes sobre o
produto. As condicgdes especiais de conservagao sdo todas as indicagfes que se julgue
pertinentes para preservar a qualidade do produto, como por exemplo conservar o
produto em lugar fresco. O local de origem ou proveniéncia diz respeito ao pais ou
paises de origem em que o pélen foi colhido. O lote precedido da letra “L” indica o
conjunto de unidades de venda que foi produzido, fabricado ou embalado, esta
indicacdo é fundamental par a rastreabilidade do produto. A indicacdo do lote é da
responsabilidade do produtor, embalador ou primeiro vendedor estabelecido na Unido
Europeia (Decreto-Lei n® 560/1999, Regulamento n® 178/2002). Toda a informagéo
fornecida ao consumidor através do rotulo deve ser clara de modo a ndo induzir em
erros (artigo 16° do Regulamento n° 178/2002).
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4. Commercial Bee Pollen with Different Geographical Origins: A
Comprehensive Approach

International Journal of Molecular Sciences, ISSN 1422-0067 (2012)

Abstract: Since the primordial of humanity, pollen has been considered a good source
of nutrients and energy. Its promising healing properties have also been referred to.
The present study aimed to characterize, for the first time, eight commercial pollens
from Portugal and Spain available on the market studying the legislation on labeling,
pollinic origin, physicochemical and microbiological analyses and identification of
yeasts. Eleven botanical families were found amongst the samples. The most abundant
family and the most dominant pollen was Cistaceae. The moisture content, ash, a,
pH, reducing sugars, carbohydrates, proteins, lipids and energy were analyzed and the
specific parameters were within the specifications required by some countries with
legislation regarding these parameters. Microbiologically commercial pollen showed
acceptable safety for the commercial quality and hygiene. All samples showed
negative results for toxigenic species. The microorganisms studied were aerobic
mesophiles, yeasts and moulds, coliforms, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Salmonella and sulfite-reducing Clostridium. During the work, six yeasts species were
isolated from pollen, with Rhodotorula mucilaginosa being the most abundant, as it

was present in four samples.

Keywords: bee pollen; microbiological characterization; physicochemical characterization;
pollinic analysis; labeling rules
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4.1 Introduction

Bee pollen, commonly designated as the “the life-giving dust”, results from the
agglutination of flower pollen, nectar or honey and bees’ salivary substances. Indeed,
this natural product is recognized to be a valuable apitherapeutic product with
potential for medical and nutritional applications [1]. Bee pollen is promoted as a
health food with a wide range of nutritional and therapeutic properties [2], triggering
beneficial effects to human health and the prevention of prostate problems [3], allergy
desensitization [4], arteriosclerosis [5] and tumors [6]. Its important physiological
functions have already been widely praised. It has been reported that bee pollen
accelerates mitotic rate, promotes tissue repair, enhances greater toxic elimination and
reduces excessive cholesterol levels [7]. Its radical scavenging activity has already
been reported [8].

This product is also used as a food supplement since it contains the richest known
source of carbohydrates, proteins, amino acids, lipids, vitamins, minerals and trace
elements [9], but also significant amounts of polyphenol substances, mainly flavonoids
[10]. In fact, some nutritionists state that human beings could live adequately just by
eating bee pollen [7].

However, it is important to note that from the anther dehiscence to comb cells,
pollen is exposed to microbial contamination. This contamination can be attributed to
various factors and sources, honeybees, weather, plant materials, insects and animals,
humans and their agricultural devices [11].

In addition, when no prompt and adequate drying is performed by the beekeeper after
collection by bees, bee pollen is a major substrate for mycotoxin growth and
occurrence of undesirable fermentations [12]. Also, due to its high amount of proteins,
if not stored correctly, it can lose the nutritional value quickly, undergoing Maillard
reactions [1]. In this context, it is necessary to control and supervise the processes of
preparation and storage, in order to ensure that the product supplies consumers with all
the available nutrients, maintains its good organoleptic proprieties and has good
microbiological quality. The last is of utmost importance, mainly when the bee pollen is

intended for human consumption.

Despite the studies that have been conducted on the nutritional characterization and

biological properties of bee pollen, the microbiological quality and safety has never
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been subjected to a comprehensive study. Also, the labels of the bee pollen flasks have

never been analyzed and verified according to the specific legislation.

In this context, the present study aims to assess the chemical composition, pollinic
profile, microbiological quality, safety and the labeling of eight commercial bee
pollens with various botanical and geographical origins. As far as we know, this is the

first study about commercial pollen.

4.2. Results and Discussion

4.2.1. Labeling and Information to Consumers

Consumers should be able to be confident with their choice of foods and be able to
buy according to their particular requirements, be it for diet and health, personal taste
and preferences, or cost. All the essential information about the product must be
visible in the labeling. With the aim of guaranteeing food authenticity and avoid
misdescription, the labeling of the purchased samples was verified according to the
specific legislation. In Table 1 the results of the labeling analysis are presented.

Table 1 - Results of the commercial bee pollen labeling analysis.

In the packaging (%)

Trade name 100.0
Net quantity (g or kg) 100.0
Date of minimum durability 100.0
Name, company or business 875
name

Social grower/packer/seller 87.5
established in the EU 87.5
Lot 100.0
Address 87.5
Place of origin 87.5
* Storage conditions 75.0
* Information to consumers 75.0

* Items not required on labels.

The mandatory items [13], which should appear on the product label, are the list of

ingredients, the sale name, the net quantity in kilograms or grams and the date of
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minimum durability. Most still present the company name, address of the
manufacturer, packer or seller, established within the EU, special storage conditions,
the place of origin or provenance and the batch preceded by the letter “L”. All the
products (100%) had the sales name, date of minimum durability, lot and net quantity.
Regarding the country of origin of the pollen and indication of trade name or company
name of producer/packer/seller established within the European Union, only one of the
packages did not present this information, and the remaining 87.5% had these
indications.

The pollen samples B, C, D and G are from Portugal, the samples E, F and H are
from Spain and sample A had no indication of country of origin. The address of the
manufacturer, packer or seller established within the European Union is not indicated
in 12.5% of the packaging. Seventy-five percent 75% of packaging presented other
consumer information that is not mandatory. Not obligatory information includes the
storage conditions. Information about the effect of carbohydrates, amino acids,
enzymes, vitamins and minerals in the organism was found in 37.5% of the packaging.
The nutritional information was present in 62.5% and consumer information line was
indicated in 37.5% of the packaging. The method of use was designated in 62.5% of
the analyzed containers.

4.2.2. Pollinic Identification

The results of the pollen analysis are presented in Table 2. The bee pollens’ pollinic profile
allows scientists to infer the vegetation present in the area and to date and ascertain any
biodiversity changes, as for example, the presence and distribution of invasive or exotic plants.
From the pollen analysis it can be seen that all samples were heterofloral. In addition, due to
the different colors of the pollen grains it can be concluded that the samples included different

botanical species.

Eleven families were found in the samples, with Cistaceae being the dominant in the three
samples A (68.2%), C (83.6%) and E (90.6%) and type Fabaceae in two of the samples B
(56%) and F (69.8%). The types Ericaceae, Fagaceae, Boraginaceae were dominant in D
(58%), G (45.4%) and H (49.6%), respectively. The type Boraginaceae (Echium) was present
in all the analyzed samples, apart from Pollen D. Indeed, this botanical family is present in
several regions of Portugal and Spain and has several utilizations in cosmetics and as a

functional food [14]. These applications are related with its high levels of alpha linolenic acid
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(ALA), gamma linolenic acid (GLA) and stearidonic acid (SDA). In this study four types of
pollen belonging to different families were also found that were only present in small amounts
(accessory pollen and isolated pollen). This is the case for Pinus spp., found in Sample B
(12.4%), Eucalyptus spp., found in Sample G (9%), Mimosa spp., found in Sample D (10%)
and Quercus spp., found in Pollen G (16%).

None of the botanical families is represented in all the samples studied, since bee pollen can
vary according to the region, a factor which depends on the available surrounding bee pasture

in the apiary vegetation, as well as on the climate conditions for flowering [15].
4.2.3. Chemical Composition

The chemical composition of the samples is shown in Table 3. The composition of
pollen showed variations between samples, which may be due to the different
botanical composition, geographical origin of the product, influence of age and

environmental conditions [16].

The water content (expresses the total content: the free and bound water) and the
water activity (measures the amount of free water) play an important role in the
organoleptic characteristics and “shelf lifetime” of bee pollen [17]. When its values are
too high, it can potentially promote microbial contamination, mainly by moulds and
yeasts [18]. The moisture content varied between 8.40 £+ 0.80% (G) and 6.02 + 0.18%
(C, D). The pollen’s humidity was above the upper limit (4%) set by the Brazilian
legislation for commercial pollen [19], but all values were within the limits allowed in
Argentina and Switzerland (8% in both) [20], except for pollen G (8.40 + 0.82).
However, the last was within the established limits of Bulgaria (10%) for commercial
bee pollen. Pollen with less than 3% of moisture is undesirable since it can result in
discoloration and development of chemical reactions (for example, the Maillard
reaction and lipid oxidation), resulting in undesirable odors and a rancid product [21].
The water activity was higher in sample A (0.43 £ 0.025) and lower in sample D (0.26
+ 0.01) and there were no statistically significant differences (p < 0.001). These results
are similar to those reported by [22] (aw ranged from 0.32 to 0.55), who studied bee
pollen provided by beekeepers. All samples showed low values of a,, which is
characteristic of dehydrated foods, allowing storage stability. Indeed, since pollen is

hygroscopic, high values of a,, promote microbiological contamination, more precisely
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by yeasts and fungi, which produce mycotoxins and ochratoxins, creating a risk to the
consumer [23]
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Table 2 - Palynological spectrum of the eight commercial bee pollen (mean + standard deviation; n = 3)

Samples

Family
A B C D E F G H

Asteraceae  Leontodon spp. (%) - 53+19° - - 12+01° - 18.2+3.4°
Boraginaceae Echium spp. (%) 20+04° 46+14° 75x16° - 42+08° 12+02° 6.2+23° 496+52"
Cistaceae Cistus spp. (%) 68.2+89"% - 83.6+9.2' 24+05° 90.6+93"' - 52+15° -
Ericaceae Erica spp. (%) - - - 580+7.7' 1.7+02° - - -

Cytisus spp. (%) - 57.0+9.2' 29+03° 3+08° - 69.8+6.7% - 8+1.0°
Fabaceae Acacia spp. (%) - 25+06° - - 15+03° - - -

Trifolium spp. (%) 4.4+12° - 48+10° 163+24°% - - 454+71% 20+1.0°

Quercus spp. (%) - - - - - - 16.0 +0.8°
Fagaceae

Castanea spp. (%)  15.8+3.2° 138+23° 12+03° - - 248+51° 52+13°
Lamiaceae ~ Thymus spp. (%) - - - 10.3+3.9° - 1.4+04° - 9.0+21°
Mimosaceae  Mimosa spp. (%) - - - 10.0+3.6° - - - -
Myrtaceae Eucalyptus spp. (%) - - - - - - 90+19° -
Pinaceae Pinus spp. (%) - 12.4+27° - - - - -
Rosaceae Prunus spp. (%) 50+1.6° 44+09° - - 08+02° 28+04° - -

Rubus spp. (%) 46+13° - - - - - - 26.2+4.3°

" DP—Dominant Pollen (>45%); © AP—Accessory Pollen (15%—-45%); ° I—Isolated Pollen (<15%).
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Table 3 - Proximate chemical composition (g/100 g of fresh weight) and energetic value (kcal) of the eight bee pollen samples (mean + standard deviation; n =
3).

A B C D E F G H

Water content  7.63+0.27ab 7.91+0.04 ab 6.02+0.07¢c 6.02+0.18¢c 797+0.07a 6.95+039bc 840+082a 7.82+0.25ab

Water activity  0.43+0.03 a 0.35+0.02 cd 0.33+0.01d 0.26 +0.01e 0.41+0.004 ab 0.33+0.02d 0.40£0.03ab 0.38 +0.017 bc

pH 492+0.02ab 4.62+0.04c 471+0.03bc 5.17+0.09a 449+0.14cd 499+0.17ab 423+0.14d 503+0.10a
Ash 3.16 +0.03 a 1.85 £ 0.05 cd 2.38+039bc 223+0.03bcd 2.16+0.29cd 283+0.29ab 1.67+029d 05%0.01e

Proteins 20.84+1.16ab 20.03+1.49b 2515+164a 2201+143ab 2245+0.8%ab 20.69+2.64b 1879+162b 1250+0.5cC
Lipids 2.66 +0.06 ¢ 2.35+0.11d 279+010bc 2.71+0.03c 2.86+0.09bc 3.33%+0.16a 3.06+0.08ab 2.75+0.13¢c

Carbohydrates 73.35+1.21bc 75.76 £1.48b 69.68+2.08c 73.06+1.39bc 7253+1.04bc 73.15+288bc 76.49+195b 84.25+0.58a

Reducing sugars 26.09 £3.60c 33.19+236abc 35.68 £5.07abc 38.62+219ab 41.79+3.21a 3452+1.05abc 26.90+3.30c 29.39+4.71hc

Energy kcal 400.70+0.36d 404.37+0.59c  404.43+1.10c 404.66+0.03c 405.66+1.51c 40530+1.73c 408.62+1.06b 411.75+0.63a

The letters (a, b, ¢) represent which bee pollens are different by Tukey test with a significance of p = 0.05.
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The pH and a, have great importance during the storage of bee pollen, as they
influence its texture, stability and shelf life [24]. The pH of the commercial pollens
ranged from 5.17+0.09 (D) to 4.23 + 0.14 (G), the samples B, C and E did not differ
significantly from each other (p < 0.001). The values are in accordance with the
Brazilian law (4.0 to 6.0) and those published by [16,17,22,25,26].

The ash content is an account of the inorganic matter present in bee pollen [15]. For
the ash content the values ranged from 0.5 + 0.01 (H) to 3.16 £ 0.03 (A). The pollen H
was statistically significantly different from the others (p < 0.001). Of the eight
samples, seven are within the range reported by [26], who analyzed bee pollen from
Brazil, and [17], who studied pollen from Argentina. Some values were lower than
those reported by [10], who found values between 1.90 and 3.91% for Spanish bee
pollen. The ash content is influenced by soil type, geographical origin, flora species
and capacity of the plant to accumulate minerals [21]. The presence of mineral
impurities is due to inefficient cleaning procedures and may increase the ash content,
which makes this analysis an important quality index for pollen [10].

Some authors emphasize the value of pollen as an important source of proteins
[10]. The protein content showed statistically significant differences (p < 0.001), for
pollen H, with values ranging from 25.15 + 1.64 (C) to 12.50 £+ 0.58 (H). The great
variability of protein content found in bee pollen can be partly explained by the natural
variation of the composition that is a consequence of the distinct source plants. In
addition, differences within the same plant species growing under different
environmental conditions have also been reported [1]. Our results were similar to
those obtained by [1,26,27] in pollen samples from Brazil. Lower values for pollen
from Spain were found by [10]. However, higher values have already been obtained.
The results of [28,29] who analyzed samples from Brazil and Argentina, ranged from
23.59% to 27.70% and 24.17% to 37.32%, respectively. The nitrogen content of
Portuguese organic pollen was between 34.00% and 24.23% [22], suggesting that this
product is of better quality.

Lipids, mainly the fatty acids esters, are partly responsible for the physicochemical
properties [30]. The fat content varied from 3.06 + 0.08 (G) to 2.35 + 0.11 (B) with no

statistically significant differences (p < 0.001) between all pollens apart from B (p <
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0.001). These values are similar to those reported by [17,22] and slightly inferior to
those obtained by [1,19,26].

The higher carbohydrate content, 84.25 + 0.58, was observed in pollen H, while
pollen Sample C (69.68 + 2.08) showed the lowest level, the latter showing
statistically significant differences (p < 0.001). The values are within the limits
described by [10], but the values obtained by [27] are superior to ours. The values
obtained for energy were between 400.70 + 0.36 and 411.75 + 0.63 (kcal/100 g) with
no statistically significant differences (p < 0.001) among themselves for Pollen B, C,
D, E and F.

The reducing sugar content was highest in Pollen E (41.79 % 3.21) and smallest in
Sample A (26.09 + 3.60). The high reducing sugar content of bee pollen has been
associated with the presence of nectar/honey, commonly used by bees as glue for the
pollen of plants [27].

4.2.4. Microbial Contamination

The pollen contamination by microorganisms is dependent on the nutritional
composition as well as the harvesting practices, cleaning, drying and storage of the
product. The results obtained for the levels of microbial contamination are shown in
Table 4.
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Table 4 - Microbial analyses of eight commercial bee pollen samples (mean + standard deviation; n = 3).

A B C D E F G H p-Value

Aerobic 8.7 x 10°
mesophiles (cfu/g) <10 a <10 a <10 a <10 a <10 a +78x10b <10 a <10 a 0.032
Moulds and yeasts 8.8 x 10 9.4 x 10 2.6 x 10° 6.9 x 10°
(cfulg) <l0a  <l0a <102 69100 <102 71x10b £52x 10ab saax10tp 000
Fecal coliforms

< < .d.
(MPN/g) <1 <1 <1 <1 <1 <1 1 1 n.a
Escherichia coli Absent Absent Absent Absent Absent Absent Absent Absent n.a.
(MPN/g)
Sulphite reducing
clostridium Absent Absent Absent Absent Absent Absent Absent Absent n.a.
(MPN/qg)
?i?]l T(()) r;slla Sp. Absent Absent Absent Absent Absent Absent Absent Absent n.a.

The letters (a, b) represent which honeys were different by Tukey test with a significance of p = 0.05.
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The results obtained for the parameters that indicate commercial quality are in
agreement with the Argentinian Food Code, which establishes the maximum of 1.5 x
10° ufc/g for moulds and yeasts. In this study, moulds and yeasts were detected in 50%
of the samples, while [17,31] found it in all the samples. [22] detected these
microorganisms in 60% of the samples, however, the number per sample was lower.
Aerobic mesophiles were found only in 12.5% of the samples, and the number of
colony forming units oscillated between <10 and 8.7 x 10° + 7.8 x 10. Sample F was
significantly different from the others (p = 0.032). The number of colony forming
units of moulds, yeasts and aerobic mesophiles found by [22] in non-commercial
Portuguese bee pollen was inferior. The higher number of microorganisms found in
the present study must be related to the higher content of water of the commercial
pollen.

The indicators of safety (Salmonella sp., sulfite-reducing clostridia) and the
indicators of sanitary quality (fecal coliforms, Escherichia coli and Staphylococcus
aureus) were absent. These results corroborate the observations of [22]. On the other
hand, [17] fecal coliforms were found in some samples.

4.2.5. Isolation and ldentification of Yeasts

This study is the first to identify the yeasts present in bee pollen. Six yeast species
were identified in the samples in which yeasts were initially found (Figure 5).

Figure 5 - Percentage of the yeasts isolated from the samples.
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Two of the six species found belong to the genus Candida (norvegensis and
magnoliae). The yeast Rhodotorula mucilaginosa sp. was the most frequent. It was
present in 75% of the samples with yeasts. Candida magnoliae sp. And
Zygosaccharomyces rouxii sp. were identified in 37.5% and 25% of the samples,
respectively. Candida norvegensis sp., Cryptococcus humicola sp. and Saccharomyces
cerevisiae sp. were found in 12.5% of the samples. Studies on the yeasts isolated from
honey have revealed that the most common is Candida magnoliae sp., followed by
Rhodotorula mucilaginosa sp. [32]. These results corroborate the claim that the
microorganisms present in honey are, essentially, from pollen [33]. Rhodotorula
mucilaginosa is a common environmental inhabitant. This microorganism may act as
an indicator of a lack of hygiene standards [34]. To the best of our knowledge,
Candida magnoliae, that is commonly isolated from the honeycomb, is inoffensive. It
has been implicated in just one case of human disease (tenosynovitis in an
immunocompetent child) [35]. Saccharomyces cerevisiae and Zygosaccharomyces
rouxii are responsible for the deterioration of foods that were processed and packaged

in accordance with normal standards of good manufacturing practice.

Candida norvegensis sp. and Rhodotorula mucilaginosa sp. can cause health risks,
colonize the skin, fingernails, respiratory tract, genital-urinary and cause diarrhea.

These results indicate that the optimization of the hygienic procedures during all
the production chain is necessary to improve the quality and safety of the product. In
order to reduce the risk of food-borne illness and spoilage, good practices in
agriculture (GAP), hygiene (GHP) and manufacturing (GMP) must be implemented.

4.3. Experimental Section

4.3.1. Samples

Eight commercial pollens (A-H) of different floral sources and geographical origins
(Figure 6) were purchased from the market and left in the dark at room temperature (+
20 °C) until further analysis.
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Figure 6 - Place of origin of the commercial bee pollen. The origin of Sample A was
not specified in the labeling.
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4.3.2. Chemicals and Materials

The sodium sulfate (Na,SQO,), anhydrous, powder, extra pure, sulfuric acid (H,SO4)
and the sodium hydroxide (NaOH) were purchased from Acros Organic (Geel,
Belgium). The petroleum ether and ethanol were obtained from Sigma Chemical Co.
(St. Louis, MO, USA). The culture mediums were purchased from Himedia (India).

The water was purified using a Milli-Q purification system (Millipore, Bedford, MA,
USA).

4.3.3. Labeling

The labeling of the pollen bought at the supermarket was analyzed in accordance
with the requirements of current Portuguese law [13].

4.3.4. Pollinic Identification

The pollinic identification was performed by the method described by [1]. Briefly,
a sample of 2 g, corresponding to more or less 300 pollen pellets, was considered to be
representative for botanical origin. The pellets were then divided into sub-samples
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according to color (yellow-black, dark brown, green, red, yellow and orange). Each
subsample was then weighed to calculate its percentage of the whole sample. The
sample was placed between blade and slide using glycerin gel as mounting medium.
Identification of pollen grains was performed by optical microscope with total
magnification (400x and 1000x%). A reference collection of CIMO-Mountain Research
Centre (Agricultural College of Braganza) and guides of pollen morphology were used
for the recognition of the pollen types. The following terms were used for pollen
frequency classes: dominant pollen (DP, more than 45% of the pollen grains counted),
accessory pollen (AP, 15%-45%) and isolated pollen (IP, less than 15% of the pollen
grains counted) [36].

4.3.5. Physicochemical Analyses

All physicochemical tests were performed in triplicate.

4.3.5.1. Moisture

Approximately 3 g of each sample of the study pollen was dried at a temperature of
100 °C-105 °C to constant weight [37].

4.3.5.2. Ash

The ash content was determined after ignition at 600 £ 15 °C by gravimetry, as
reported by [19].

4.3.5.3. pH

The pH was measured in the aqueous phase obtained after mixing 10 g of pollen in
75 mL of distilled water [37].

4.3.5.4. Reducing Sugars

With the aim of performing the acid hydrolysis of the reducing sugars, 60 mg of

each pollen was dissolved in a H,SO4 solution (10 mL, 1.5 M). The solutions were
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heated in a water bath (100 °C) for 20 min. Afterwards, the solution was cooled,
neutralized with 12 mL NaOH (10%, w/v), filtered and the volume of the flask (60
mL) was completed with distilled water. The quantification of the reducing
carbohydrates was performed spectrophotometrically at 540 nm wusing a
spectrophotometer (UV-VIS spectrometry Unicam Hekios, UK). Glucose was used as
standard. For this, 2 mL of distilled water, 1 mL of each hydrolyzate sample and 1 mL
of DNS were placed in a test tube. The mixture was heated for 5 min in a water bath
(100 °C) and cooled rapidly on ice to room temperature. Next, 5 mL of distilled water
was added and the absorbance was read [38].

4.3.5.5. Water Activity

This parameter was determined by placing each pollen sample directly into a water

activity meter (Rotronic HygroPalm. Bassersdorf CH-8303).

4.3.5.6. Lipids

Two grams of pollen were macerated in a mortar with anhydrous Na,SO, by
detachment of the mixture. Then, it was extracted with n-hexane for about 4 h in the
Soxhlet apparatus [19].

4.3.5.7. Proteins

Nitrogen content was determined using the Kjeldahl method (230-Hjeltec Analyzer,
Foss Tecator, Hoganés, Sweden). The crude protein (CP) content was calculated using
the conversion factor of 6.25 (N x 6.25). The crude fat (CF) was determined by
gravimetry after extraction with petroleum ether using an automatic Soxtec device
(FOSS, Soxtec™ 2050, Hogands, Sweden).

4.3.5.8. Carbohydrates

The total carbohydrate contents was obtained by difference [100 —(ashes + proteins +
lipids)] (%) [36].
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4.3.5.9. Energy

The total energy (in kcal) was estimated according to the following equation:
energy (kcal) = 4 x (g protein+ g carbohydrate) + 9 x (g lipid) [39].

4.3.6. Microbiological Determinations

To assess the microbiological quality of the samples, the commercial quality
parameters (mesophilic microorganisms, yeasts and moulds), the indicators of sanitary
quality (fecal coliforms and Escherichia coli) and the indicators of safety (sulphite
reducing clostridium spores and Salmonella) were analyzed. All microbial tests were
performed in triplicate.

4.3.6.1. Sample Preparation

Sample preparation was carried out according to [40]. Ten grams of the sample of
pollen were weighed on a scale (Mettler PC Model 2000), and homogenized with 90
mL of Ringer’s solution (dilution 10™"). For each sample, decimal dilutions were

prepared using as diluent successive Ringer’s solution.

4.3.6.2. Enumeration of the Total Mesophilic Microorganisms

Enumeration was made on Plate Count Agar (Himedia), incubated at 37 °C for 48 h
[41]. Microbial counts were expressed as colony-forming units per gram of bee pollen
(cfu/g).

4.3.6.3. Enumeration of Yeast and Moulds

Mould and yeast enumeration was made on DG18 (Himedia) and incubated at 25 °C
for 5 days [42]. Microbial counts were expressed as colony-forming units per gram of

bee pollen (cfu/g).
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4.3.6.4. Sulfite Reducing Clostridium Spores

This analysis includes three steps, according to the protocol of [43]: preparation,
inoculation and enumeration. For sulfite-reducing clostridia counting, aliquots of 10,
5, 1 and 0.1 mL of the initial suspension were added to an empty tube, thermally
treated at 80 °C for 15 min and covered with Differential Reinforced Clostridial Broth
(DRCM) (Himedia), and incubated at 37 °C for 5 days. At the end, the black colonies
were counted. The results are expressed as presence of sulfite-reducing Clostridia in
0.01 g. Results were expressed as most probable numbers of sulfite-reducing
Clostridium spores per gram of bee pollen (MPN/g).

4.3.6.5. Fecal coliforms and Escherichia coli

The presence of coliforms, fecal coliforms and E. coli in bee pollen may be
determined by means of the Most Probable Number (MPN) procedure, as described in
[44]. Briefly, this method involves serially diluting out the target organisms in the
sample, in five replicate aliquots, to extinction. The probable level of the target
organisms is then statistically estimated from a Hoskins table. Results were expressed
as the most probable numbers of coliforms per gram of bee pollen (MPN/g) and the
most probable numbers of E. coli per gram of bee pollen (MPN/qg).

4.3.6.6. Salmonella

The detection was performed following the protocol of [45]. According to this
protocol, the search of Salmonella has four steps that include pre-enrichment (Bulfered
Peptone Water), selective enrichment (Rappaport Vassiliadi and Muller-Kauffmann
Tetrathionate-Novobiocin Broth-MKTTn), planting out (Xylose lysine Deoxycholate
Agar-XLD agar) and confirmation Nutrient Agar (NA). Afterwards, biochemical
confirmations are performed. Results were expressed as absence or presence of

Salmonella in 25 g of bee pollen.

4.3.7. Isolation and ldentification of Yeasts

The API 20C AUX system, a commercial kit for the evaluation of the assimilation

of 19 carbon sources, was used according to the instructions in the identification of the
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isolated yeasts. Pure cultures of each test organism were grown on one plate each of
Sabouraud agar for 48 h. Each strain was inoculated into 2 mL of a NaCl solution
(0.85%, w/iv) to achieve a turbidity visually equivalent to a
2 McFarland turbidity standard. One 100 pL aliquot of this preparation was inoculated
into the corresponding C medium tube and each tube of inoculated medium was
transfer-pipetted into the corresponding APl 20C AUX yeast panel. Each panel was
incubated at 30 £ 2 °C for 48 h. All panels were read for growth according to the API
20C AUX-analytical profile index.

4.3.8. Statistical Analysis

Results are shown as mean values and standard deviation. Prior to the statistical
analysis, normality tests (Shapiro-Wilk, Anderson-Darling, Liliefors and Jarque-Bera)
were carried out. In each parameter, the differences between pollens were analyzed
using one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s HSD Test with «
= 0.05. This treatment was carried out using SAS v. 9.1.3 program.

4.4. Conclusions

This work is a comprehensive survey about the physicochemical composition,
pollinic spectrum and microbiological safety of commercial bee pollen from different
origins. In parallel the specific legislation of the bee pollens concerning the labeling
rules was also verified. The physicochemical parameters (water content, a,, pH, ash,
proteins, lipids, carbohydrates, reducing sugars and energy) of the samples were
within the specifications. The indicators studied suggest that the commercial pollen is
safe from a microbiological standpoint. Concerning the labeling, all the products
presented the sales name, date of minimum durability, lot and net quantity.

Bee pollen has promising therapeutic and nutritional applications and, as such, the
investigation of its chemical, nutritional and microbiological composition is a sound

research priority.
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5. Avaliacdo das propriedades Bioativas do polen comercial

Presentemente, o interesse nos compostos fendlicos, tem aumentado devido as

capacidades antioxidantes e de sequestro dos radicais livres, prejudiciais a saude
humana [97]. O pdlen apicola contém nutrientes essenciais, contendo assim,
substancias polifendlicas com possivel atividade antioxidante.
As propriedades bioldgicas dos compostos fendlicos estdo relacionadas com a
atividade que cada fenol exerce sobre determinado meio. O radical DPPH tem sido
muito usado para se avaliar a capacidade sequestrante de radicais livres em produtos
apicolas, tais como pdlen [84,98,85]. Esse método é baseado na reducdo de solucbes
alcodlicas de DPPH a 517 nm na presenca de um antioxidante dador de hidrogénio,
devido & formacdo de um ndo radical. O pdlen apicola tem também atividade
antimicrobiana, porém ele € mais conhecido pela sua atividade antioxidante, sabe-se
no entanto, que o mecanismo de acdo antimicrobiana deste produto é complexo e
provavelmente baseado na inibicdo da RNA-polimerase bacteriana [19].

5.1 — Material e Métodos

5.1.1 - Preparacao dos Extratos Etandlicos do Pdlen

Os extratos foram obtidos pesando 20 g de poélen que foi macerado num
cadinho, posteriormente adicionou-se etanol a 80%, a mistura permaneceu no escuro
durante 72h. Apds este tempo filtrou-se e recolheu-se o filtrado. Procedeu-se do
mesmo modo por mais 24h. No final juntaram-se os dois filtrados, obtendo-se assim o
extrato etandlico de polen (EEP). Evaporou-se o etanol num evaporador a vacuo
rotativo (Rotavapor Buchi RE 111 with a Buchi46 1 water-bath, 2002) e pesaram-se 0s
extratos. O extrato de pdlen foi guardado & temperatura ambiente e no escuro, para

posterior utilizagao.
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5.1.2 - Propriedades bioativas do polen

5.1.2.1 - Compostos Fendlicos Totais

A determinacdo de compostos fendlicos totais seguiu o método de Folin-
Ciocalteau proposto por [77], utilizando o &cido galico como padrdo de referéncia
[78,19].

Adicionou-se ao extrato etanélico de p6len (0,5 mL) 0,5 mL de reagente Folin-
Ciocalteau e 0,5 mL de Na,C03; (10% (m/V)). Manteve-se a mistura no escuro a
temperatura ambiente durante uma hora. De seguida efetuou-se a leitura das
absorvancias a 700 nm num espectrofotdmetro (Unicam Espectrometria UV-Visivel
Hekios, Reino Unido). O conteido de fendis totais expressou-se em mg de
equivalentes de acido galico/g de extrato (GAES).

5.1.2.2 Atividade antioxidante

5.1.2.2.1 Método do DPPH

O método do DPPH (efeito bloqueador do radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo) baseia-se na reducao do radical livre estavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
na presenca de um antioxidante dador de hidrogénio, para se tornar uma molécula
estavel. Assim, uma diminuicdo de absorvancia a 515 nm é produzida pela adi¢do do
antioxidante [79,80]. A atividade antioxidante determinada pelo método do DPPH foi
avaliado de acordo com a metodologia descrita por [81]. As solugdes etandlicas de
polen (15mg/mL) foram diluidas com etanol a 80% a concentragBes finais de 8;
6;4;3;2;1;0,5;0,1 e 0,05 mg/mL, faixa de concentracbes necessarias devido as
particularidades do pélen. Adicionou-se 0,3 mL de cada uma das concentragdes de
extrato etan6lico de pélen a 2,7 mL de DPPH (6.0xI0° M). Esta solucdo permaneceu

no escuro 60 minutos, & temperatura ambiente.

As absorvancias foram lidas a 517 nm num espectrofotémetro (Unicam
Espectrometria UV-Visivel Hekios, Reino Unido). Todos os ensaios foram realizados
em triplicado. A percentagem de inibicdo foi calculada de acordo com a equacgéo:

%Inlblgao = [1'AbSamostra] / abSbrancox 100
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5.1.2.2.2 Método do Poder redutor

O método do poder redutor consiste na reducéo de Fe**/ferrocianeto para a
forma ferrosa, quando existe na presenca de redutores como substancias antioxidantes.
Logo, o Fe** pode ser monitorizado pele medida da absorvancia a 700 nm pela
formacdo do azul da Prussia [80,81]. Dependendo do poder redutor de cada extrato
etandlico de pdlen a cor amarelada que possui a solugdo vai variando entre o0s tons

verde e azul.

Neste trabalho para quantificar o poder redutor utilizou-se a metodologia
descrita por Moreira et al (2008) [77]. As solugbes etandlicas de pdlen (15mg/mL)
foram diluidas com etanol a 80% a concentrac@es finais de 8; 6;4;3;2;1;0,5;0,1 e 0,05
mg/mL, faixa de concentragdes necessarias devido as particularidades do polen.
Adicionou-se a cada concentragdo das amostras 2,5 mL de tampdo fosfato de sodio 0,2
M (pH 6,6) e 2,5 mL ferrocianeto de potassio (10mg/mL) e incubou-se a mistura a 50
°C durante 20 minutos. Apds este periodo, adicionou-se 2,5 mL de &cido
tricloroacético (100mg/mL) e centrifugou-se durante 10 minutos (10.000rpm). Ao
sobrenadante (2,5 mL) foi adicionado 2,5 mL de &4gua desionizada e 0,5 mL de cloreto
de ferro (1,0mg/mL).

As absorvancias foram lidas a 700 nm num espectrofotémetro (Unicam
Espectrometria UV-Visivel Hekios, Reino Unido), o aumento da absorvancia sugere

um aumento do poder redutor. Todos os ensaios foram realizados em triplicado.

%lnlblgaO = [1'AbSamostra] / abSbrancox 100

5.1.2.3 Atividade antimicrobiana

Os microrganismos usados foram estirpes isoladas a partir de alimentos
identificados no Laboratério de Microbiologia da Escola Superior Agréria de
Braganga. Utilizaram-se duas bactérias gram positivas (Staphylococcus epidermidis sp
e Staphylococcus aureus sp) e uma bactéria gram negativa (Pseudomona Aeruginosa
sp) e duas leveduras Candida albicans sp e Candida krusey sp. Os indculos das

bactérias e das leveduras foram preparados individualmente, através de suspensao em
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meio liquido, caldo nutritivo e YPD (Extrato de Levedura), respetivamente. Os
microrganismos cresceram numa incubadora orbital (modelo SI50), as bactérias a 37
°C durante 24h e as leveduras a 25 °C durante 48h.

A avaliagdo da atividade do polen contra bactérias e leveduras, e a
determinacdo da concentragdo minima inibitéria (CMI), que se define como a
concentracdo de extrato minimo capaz de inibir o crescimento de microrganismos,
baseou-se no metodo de micro-diluicio em microplaca [7], com algumas

modificagdes.

A solucdo de extrato de polen foi preparada com uma concentracdo de
50mg/mL, dissolvendo-se o extrato em DMSO (dimetil sulféxido, p.a., Riedel-de
Haén).

Numa microplaca estéril de 96 pogos, foram colocados nos pogos das colunas
2-8 e de 11-12, 100 uL de meio YPD (Extrato de Levedura) e nos pogos das colunas 9-
10 foram colocados 200 uL de meio com exce¢do da coluna, 1 & qual foram
acrescentados 200 pL do extrato a testar, de concentracdo conhecida. De seguida,
foram retirados 100 uL do conteudo dos pocos da primeira coluna para a seguinte,
repetindo-se este procedimento até a coluna 8, de modo a obter uma concentragdo
decrescente do extrato. Em seguida, adicionaram-se 20 uL de uma suspensdo de
microrganismos aos po¢os das colunas de 2-8 e de 11-12 a testar. Os pocos 9 e 10

foram realizados como controlo.

De seguida selaram-se as placas com um filme respiravel (sealing film e BF-
400-S) e foram incubadas durante 48 horas a 25°C para as leveduras e a 37°C durante
24h para as bactérias. Percorrido este periodo, foi adicionado 20 uL de uma solucgdo de
TTC (cloreto de trifenil tetrazolium, para microbiologia, Fluka, Sigma - Aldrich) a
partir da coluna 2, inclusive. A placa foi re-incubada por mais 3 horas a mesma
temperatura e observou-se visualmente a mudanca de cor [82], devido & introducéo do
TTC, que indica o crescimento dos microrganismos.
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6 - Resultados e discussao

6.1 - Propriedades bioativas do polen

6.1.2 - Andlise aos Fendis Totais

Os resultados obtidos para os compostos fendlicos estdo sumariados na
figura 7. Verificou-se que o teor em compostos fendlicos das varias amostras

analisadas foi heterogéneo (variagao de 87,5%).

Fendis mgGAE/g pdlen

50
40
30

20

Concentragao

10

A B C D E F G H

Figura 7 - Concentracdo dos compostos fenolicos nas varias amostras.

Estes variaram entre 16,079 e 45,953 mg GAE/g. A amostra de pdlen H foi
a que apresentou maior teor de compostos fendlicos totais e a amostra A a menor
quantidade. [83] obteve valores 8,1 mg GAE/g para o pblen do Brasil. [84] verificou
que em amostras de polen de Portugal e de Nova Zeléndia a concentragdo de fendis
variou entre 10 a 32,5 mg GAE/qg. [85] e [89] obtiveram resultados muito semelhantes
aos do nosso estudo, com um teor de fendis totais que oscilou entre 15,91 a 34,85 mg
GAE/g. [19] em amostras de pdlen do Brasil obteve para os fenois valores entre 19-28
e 48,90 mg GAE/q.
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6.1.3 - Analise a atividade Antioxidante (DPPH e poder redutor)

Os resultados da atividade antioxidante das diferentes amostras, estdo
resumidas nas figuras 8,9 e 10. Uma das formas de expressar a atividade antioxidante
é através do ECsy, isto €, a concentracdo minima necesséria para que o antioxidante
reduza em 50% o DPPH e o poder redutor, e foi calculada a partir do grafico da

percentagem do efeito bloqueador em fungdo da concentracdo de [86,87,88].

Atividade Antioxidante

3,000
2,500

2,000
m DPPH

1,500
Poder Redutor
1,000

0,500 J
- — - v

0,000
A B C D E F G H

Figura 8 - Valores de ECs, para o poder redutor e para DPPH.

Os valores de ECs determinados pelo método do DPPH variaram entre 2,745 e
0,545mg/ml, para as amostras A e H, respetivamente. A percentagem de inibicdo
induzida pelas diferentes amostras, variaram entre 45,990% e 54,126%. Os resultados
de ECs obtidos pelo método do poder redutor oscilaram entre 1,146 e 2,534mg/ml.

Assim sendo, a amostra A foi aquela que evidenciou menor atividade
antioxidante, quantificada por ambos os métodos, seguida da amostra F. A amostra
gue necessitou de menor quantidade para obter um efeito blogueador de 50% foi a

amostra H.
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Figura 9 — Valores da capacidade redutora para os diferentes extratos etandlicos de
polen

[89] em podlen brasileiro obteve resultados semelhantes para a atividade
antioxidante com valores que oscilaram entrel1,35mg/ml a 75,90mg/ml para o DPPH
e valores entre 0,24 a 3,22mg/ml para o poder redutor.
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Figura 10 - Efeito bloqueador do radical DPPH em percentagem, dos diferentes
extratos etanolicos de polen.

todas as amostras de polen testadas, verificou-se uma relagdo entre a concentracao de
extrato e o poder redutor (capacidade de reduzir o catifo Fe** aforma de Fe?*, isto é, a

absorvancia aumentou com 0 aumento da concentra¢do dos extratos.
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Tabela 5 — Atividade antimicrobiana das varias amostras de polen contra bactérias e
leveduras.

Bactérias ‘ Leveduras

6.1.4 - Atividade Antimicrobiana

Podemos verificar que todos os extratos etandlicos mostraram atividade
antimicrobiana dependente da estirpe e de pblen testado. Os resultados obtidos estdo
representados na tabela 5. S. aureus sp (gram +) foi a mais resistente, seguida da S.
epidermides sp (gram +) com valores de CMI de 0,250%, enquanto que P. aeruginosa
sp (gram -) demonstrou maior sensibilidade com valores a oscilarem entre 0,063 e
0,250%. Os poblens que evidenciaram menor atividade antimicrobiana, contra
bactérias, foram E, F e G. O pdlen B foi 0 mais eficaz na inibicdo do crescimento das
bactérias Gram + e Gram -, no entanto o CMI foi superior na Gram + (S. aureus sp).
[7], obteve concentragdes de inibicdo mais baixo para bactérias Gram + e mais elevado
para bactérias Gram -, apesar do CMI ser idéntico para o S. aureus sp (0,21%).

Todos os extratos demonstraram atividade antifingica. O polen H é aquele
que apresenta menor eficicia na inibigdo do crescimento de ambas as leveduras em
estudo. Alguns autores [90,91] demonstraram que a atividade antimicrobiana esta
relacionada com teor em compostos fenolicos totais, apesar de [7] ndo observar tal
relacdo. O polen H possui maior teor de compostos fendlicos totais e foi 0 menos
efetivo contra leveduras, isto sugere que outros fatores possam estar envolvidos. A
natureza lipofilica dos fendis pode muitas vezes reduzir as suas propriedades

antimicrobianas [19].

As amostras B e G apresentam menor eficicia na inibi¢cdo do crescimento

da levedura C. albicans sp (0,250%) em relagdo & levedura C. krusey sp (0,125%).

[19] e [57] verificaram que o polen ndo inibiu o crescimento dos
microrganismos por eles estudados. No entanto [7] verificou inibigdo para todos os

microrganismos estudados.
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P. aeruginosa S. epidermides S. aureus C. albicans C. krusey

Amostra (CMI%) (CMI%) (CMI%) (CMI%) (CMI%)
A 0,063 0,250 0,250 0,125 0,125
B 0,125 0,063 0,250 0,250 0,125
C 0,188 0,250 0,250 0,125 0,125
D 0,063 0,250 0,250 0,125 0,125
E 0,250 0,250 0,250 0,125 0,250
F 0,250 0,250 0,250 0,125 0,125
G 0,250 0,250 0,250 0,250 0,125
H 0,094 0,250 0,250 0,250 0,250

7 — Consideracdes finais
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No presente estudo caraterizou-se e avaliaram-se as propriedades do pdlen

apicola. Os resultados obtidos sugerem as seguintes consideragdes finais:

Foram encontrados onze tipos polinicos nas amostras de pélen analisados.

A Cistaceae seguida da Fabaceae foram as familias predominantes nas
amostras de pdlen analisadas.

87,5% dos rétulos das amostras encontravam-se em conformidade com a
Legislagdo Portuguesa.

O teor de humidade, em todas as amostras foi superior ao limite estabelecido
na Legislacdo Brasileira, o que indica ser necessario melhorar a secagem e o
armazenamento do polen.

Os valores de proteina, lipidos e agucares redutores indicam que o pdlen é um
bom suplemento alimentar.

Os resultados obtidos para os varios parametros microbioldgicos analisados
indicaram que o poélen apicola comercial é seguro do ponto de vista
microbiolégico.

Das leveduras isoladas foram identificadas seis espécies, Rodothorula foi
dominante seguida do género Candida.

Os teores de compostos fendlicos totais variaram entre 16,079 e 45,953 mg
GAE/q.

A atividade antioxidante (ECsp) dos EEP oscilou entre 0,545mg/mL e 2,745
mg/mL, 1,146mg/mL e 2,534 mg/mL para 0 método do DPPH e para 0 método
do poder redutor, respetivamente.

Os EEP mostraram atividade antimicrobiana para os microrganismos testados,
dependente do microrganismo e da amostra em estudo.

Os resultados indicam que o p6len possui inimeras propriedades bioativas pelo

que, poderia ser utilizado em terapéutica e na alimentagdo como funcional. Com este

estudo pensamos ter fornecido informacbes sobre o polen apicola o que podera

contribuir para ele agregar valor comercial.
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