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Resumo

O pélen apicola é um dos alimentos naturais mais utilizado na medicina
tradicional, em praticas clinicas, nas indUstrias alimentar e farmacéutica. O presente
estudo teve como objetivo comparar o efeito de diferentes condi¢des de armazenamento
nas carateristicas nutricionais, microbiologicas e nas propriedades bioativas do polen
apicola de modo de producdo bioldgica. Teor de humidade, cinzas, aw, pH, acucares
redutores, proteinas, lipidos, &cidos gordos, hidratos de carbono e valor energético,
foram os pardmetros analisados. Os microrganismos estudados foram: aerdbios
mesofilos, bolores e leveduras, coliformes fecais, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus e clostridios sulfito redutores. A familia botanica predominante no total de 8
familias identificadas foi a Rosaceae. Os pdlens estudados sdo nutricionalmente bem
equilibrados, uma vez que os parametros fisico-quimicos encontram-se dentro do
estipulado por lei, a excecdo da humidade do polen desidratado. Os acidos gordos
polinsaturados (PUFA) foram os mais abundantes em todas as amostras. Os polens
revelaram uma qualidade microbioldgica adequada. Os indicadores de qualidade
sanitaria e as espécies toxigénicas estavam ausentes em todas as amostras em estudo,
sugerindo que o produto é seguro para o consumidor. O poélen congelado foi o0 que
apresentou maior teor em compostos fendlicos totais (48,40 + 0,39 mg GAE/g). Em
relacdo ao teor de flavonoides totais, o poélen que apresentou maior teor foi o
desidratado (6,99 + 0,33 mg CAE/g). Relativamente a atividade antioxidante
determinada pelo método do poder redutor, o polen desidratado foi o que mais se
destacou (ECso = 2,04 + 0,02 mg/mL), enquanto que, o pélen que apresentou 0 maior
efeito bloqueador foi 0 congelado (ECso = 0,74 + 0,01 mg/mL). Os extratos metandlicos
de polen apresentaram atividade antimicrobiana contra todos 0s microrganismos em
estudo (Staphylococcus xylosus, Staphylococcus epidermidis, Shigella dysenteriae,
Klebsiella ~ pneumoniae,  Céandida  parapsilosis, Picha  membranifaciens,
Zygosaccharomyces mellis), apresentando as bactérias Gram-negativas maior
resisténcia. A quercitina foi o composto fendlico predominante quando se utilizou a
Amberlite  XAD-2 na extracdo, enquanto que, na extracdo metandlica foram
identificadas possiveis familias de compostos, sendo as flavonas e a crisina mais

frequentes.

Xi



Palavra-chave: polen apicola; anélise polinica; composicao nutricional; acidos gordos;
analise microbioldgica; propriedades bioativas; atividade antioxidante; atividade

antimicrobiana; HPLC.
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Abstract

The bee pollen is one of the natural foods more used in medical folk, clinical
practises, food industry and pharmaceutics. The present study aims to compare the
effects of different conditions of storage in nutritional characteristics, microbiologic and
in bioactive properties of bee pollen of biologic production mode. Content of humidity,
ashes, ay, pH, reducing sugars, proteins, lipids, fat acids, carbohydrates and energetic
value, were the analyzed parameters. The studied microorganisms were: mesophylls,
aerobic, yeast and mold, fecal coliforms, Escherichia coli, Staphylococcus aureus and
sulphite reducing clostridia. The prevailing botanic family in total of 8 identified
families was Rosaceae. The studied pollens are nutritionally well balance, considering
that physical and chemical parameter are within the prescribed by law, except for pollen
dehydrated humidity. Polyunsaturated fatty acids (PUFA) were the most abundant in all
samples. Pollens revealed an adequate microbiological quality. The indicators of
sanitary quality and the toxigenic species were absent in all samples analysed,
suggesting that the product is safe for the consumer. The frozen pollen showed the
highest content in phenolic compounds (48,40 + 0,39 mg GAE/g). Concerning the
content of total flavonoids, the pollen which presented higher content was the
dehydrated (6,99 + 0,33 mg CAE/g). Regarding the antioxidant activity determined by
the method of reducing power dehydrated pollen was the one that stood out (ECsp =
2,04 + 0,02 mg/mL), whereas the frozen pollen showed higher blocking effect (ECso =
0,74 £ 0,01 mg/mL). The methanol extracts of pollen showed antimicrobial activity
against all microorganisms studied (Staphylococcus xylosus, Staphylococcus
epidermidis, Shigella dysenteriae, Klebsiella pneumoniae, Candida parapsilosis, Pichia
membranifaciens, Zygosaccharomyces mellis), presenting the Gram-negative bacteria
greater resistence. The quercetin was the predominant phenolic compound when using
the Amberlite extraction XAD-2, whereas in methanol extraction were identified

possible families of compounds, being the most frequent flavones and chrysin.

Keywords: bee pollen, pollen analysis, nutritional compound, fatty acids, microbiologic

analysis, bioactive properties, antioxidant activity, antimicrobial activity, HPLC.
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Introducéo Geral

A apicultura Portuguesa € um dos setores da agricultura que mais resisténcia e

persisténcia tem demonstrado ao longo da Gltima década.

Atualmente € vista essencialmente como uma atividade ecologica, que pode ser
desenvolvida em, praticamente, todo o espaco geografico, ndo sendo destrutiva como a
maioria das atividades rurais, e € uma das poucas atividades valiosas do ponto de vista

econdmico, social e ambiental.

O pdlen apicola é um produto da colmeia atualmente pouco valorizado em
Portugal pela maioria dos apicultores, devido ao desconhecimento dos atributos que este
produto possui e a falta de conhecimentos técnicos. Apesar de ser utilizado desde ha
muitos anos como um bom suplemento alimentar por se destacar com atividade

antioxidante, antibacteriana e antifangica.

A caraterizacdo fisico-quimica, microbiologica e a avaliacdo das propriedades
terapéuticas do polen apicola € importante quer no controlo de qualidade quer na
producdo do pdlen Portugués para possivel utilizacdo nas industrias alimentares,

farmacéuticas e ainda no meio ambiente como bioindicador.

Apesar de todas as propriedades atribuidas ao polen, Portugal carece de
legislagdo para este produto da colmeia. A necessidade de elaborar legislagio relativa a
este produto € elevada, tendo em conta o crescimento exponencial dos apicultores em

Portugal.

Com este trabalho pretende-se contribuir para a elaboracdo de normas e leis,
bem como, estudar as propriedades bioativas do polen apicola de modo de producdo
bioldgica sujeito a dois processos de conservacao, o que permitird valorizar este produto

apicola quer a nivel nacional quer internacional.



Objetivo global

Este trabalho teve como objetivo global, estudar o efeito de dois processos de
secagem nas carateristicas nutricionais e na qualidade microbioldgica do pélen apicola

de producéo bioldgica.

Objetivos especificos

Como objetivos especificos podem-se considerar 0s seguintes aspetos:

Caracterizagdo polinica;
Caracterizacdo fisico-quimica;

=
=

= Determinacgdo dos acidos gordos;

= Avaliacdo da qualidade microbioldgica;
= ldentificacdo dos compostos fenolicos;
=

Avaliacéo das propriedades bioativas.

Enquadramento

Apo6s uma breve introducdo geral ao tema, no primeiro capitulo apresentamos
uma revisdo bibliografica sobre: o polen apicola, caraterizacdo e microbiota,
propriedades bioativas e breve descricdo dos métodos de conservacdo. No segundo
capitulo procedeu-se a descricdo das metodologias utilizadas para a realizacdo do
trabalho experimental. No terceiro capitulo apresentam-se os resultados obtidos e a
respetiva discussdo, recorrendo a comparacdo com trabalhos realizados por outros
investigadores. Por fim, no quarto capitulo estdo sumariadas as principais conclusoes,

tendo em conta os objetivos.



1. Revisao Bibliografica

1.1 As abelhas e o pélen

O polen apicola resulta da aglutinacdo do pdlen das flores (Ozcan et al., 2004),
com pequenas quantidades de néctar ou mel e substéncias salivares pelas abelhas
operérias (Krell, 1996; Gonzélez et al., 2005; Silva et al., 2006; Ribeiro et al., 2007;
Campos et al., 2008; Carpes et al., 2008; Correia-Oliveira et al., 2008; Devi et al.,
2010; Melo et al., 2010; Melo et al., 2011; Feas et al., 2012; Arruda et al., 2013)

(Fig.1).

Figura 1. Pélen apicola (fonte: http://www.polenectar.com/default.asp).

A abelha (Apis melifera) utiliza o pdlen como fonte de proteinas, hidratos de
carbono, lipidos (acidos gordos e esterdis), vitaminas, minerais (Abouda et al., 2011;
Hassam, 2011), e fitoquimicos (carotendides, flavondides e fitosterdis) (Kacaniova et
al., 2012).

O pdlen apicola é um po fino e colorido (amarelo, verde, castanho) devido a
diversidade das espécies botanicas visitadas pelas abelhas. Apresenta diversas formas e
dimensGes (Ribeiro et al., 2007; Kacaniova et al., 2012). A cor do grdo de polen é
determinada pela presenca de pigmentos, nomeadamente flavondides ou carotenoides
(Montenegro et al., 1997).



O polen das flores é recolhido pelos pélos do corpo das abelhas quando
contactam com o0s estames, posteriormente aglutinado e transportado para a colmeia,
onde é colocado nos alvéolos dos favos de mel (LeBlanc et al., 2009) e, compactado até
obter uma massa espessa. Esta massa passa por varias transformacdes, devido a
humidade e temperatura do interior da colmeia, e & acdo das secrecOes salivares das
abelhas, que sdo ricas em enzimas. No final das transformacGes, a massa é designada
por péo das abelhas (Vicenzi, 2004) (Fig. 2).

O péo de abelhas é utilizado como Unica fonte de proteina das abelhas (Loper et
al., 1980; Estevinho et al., 2012).

Figura 2. Abelha a transportar os graos de pélen (fonte: www.alecrimdocampo.com.br
e www.chrisduran.com.br).

O pélen é extremamente importante para a colmeia, além de servir de alimento
as larvas (Luz et al., 2010), proporciona nutrientes importantes, como é o caso das
proteinas (Cook et al., 2003; Keller et al., 2005; Almeida-Muradian et al., 2005; Modro
et al., 2007; Ministério da Agricultura do desenvolvimento Rural e das Pescas 2007;
FNAP 2010), necessarias a manutencdo e desenvolvimento das coldnias (Cook et al.,
2003). Na auséncia de polen, as abelhas recorrem as suas reservas, nomeadamente aos
tecidos do corpo (Marchini et al., 2006; Modro et al., 2007).



1.2 Producéao e comercializacdo do pélen apicola

A producdo mundial de polen apicola é de aproximadamente 1500 toneladas por
ano, sendo o maior produtor mundial a Espanha, seguindo-se a China, Australia e da
Argentina (Estevinho et al., 2012).

Ao nivel do comércio mundial, os maiores exportadores mundiais sdo a
Espanha, China, Argentina e Hungria, e os principais importadores os EUA, o Reino
Unido, a Alemanha, a Franca e a Italia (Ministério da Agricultura do desenvolvimento
Rural e das Pescas 2010).

No mercado Portugués ainda ndo existe muita oferta de pdlen apicola, devido
quer a falta de informacdao sobre os sistemas de producgdo e conservacao, quer a falta de

conhecimento sobre a sua composicao e propriedades terapéuticas.

1.3 Composic¢éo do polen apicola

O consumidor é cada vez mais exigente relativamente a qualidade dos produtos
que consome. Verifica-se 0 aumento do consumo de produtos de origem natural por

serem menos agressivos para a saude (Packer et al., 2007).

Devido a importancia nutricional e funcional dos componentes existentes nos
alimentos (Souza et al., 2004), é de extrema importancia controlar e inspecionar todas
as etapas de processamento, armazenamento e distribuicdo, de modo a assegurar aos
consumidores alimentos com todos os nutrientes disponiveis e, em conformidade com
as suas necessidades mantendo as propriedades organoléticas e a qualidade

microbioldgica (Arruda et al., 2013).

O polen (Fig. 3) é considerado monofloral, quando mantem as propriedades
organoléticas (Gonzalez-Martin et al., 2007) e bioquimicas da planta original. O pdlen
heterofloral tem propriedades bioguimicas variaveis, devido as abelhas visitarem uma

grande variedade de flores (Almeida-Muradian et al., 2005; Carpes et al., 2012).



Figura 3. Gréos de poélen apicola (fonte: www.zeroporcento.com.br).

Convém salientar que, a composi¢cdo do pdlen apicola depende da origem
botanica e geografica, da época de colheita, do meio ambiente (Estevinho et al., 2012),
das condicdes climaticas, da idade da planta (Isidorov et al., 2009), dos métodos de
extracdo, do periodo de armazenamento (Herbert et al., 1978), do tipo de solo e da
atividade do apicultor (Feés et al., 2012). Segundo Panizzi e Parra (2009) os gréos de
polen anemofilos apresentam menor teor proteico do que os zodfitos, embora 0s graos

de pdlen anemdfilos sejam frequentemente recolhidas por Apis melifera.

O polen apicola é constituido por proteinas (Loper et al.,1980; Szczesna, 2006),
é dos poucos alimentos que possui todos os aminoacidos essenciais (Estevinho et al.,
2012), é o caso da lisina, triptofano, histidina, leucina, isoleucina, metionina,
fenilalanina, acido glutamico, arginina, cistina, trionina, valina (Ribeiro et al., 2007).
Possui hidratos de carbono, sendo 0s mais abundantes a glicose e a frutose (Gonzéalez-
Martin et al., 2007), lipidos (maioritariamente &cido miristico, linoleico, linolénico,
palmitico e oleico) (Szczesna, 2006; Devi et al., 2010), acglcares (Silva et al., 2006),
fibras, minerais como o fdsforo, célcio, magnésio, ferro, cobre, manganésio, zinco,
selénio (Keller et al., 2005), boro, iodo, cromo (Szczgsna, 2007), oligominerais
(cobalto, niquel, silico, titanio) (Ribeiro et al., 2007). As vitaminas antioxidantes ( —
caroteno, pro-vitamina A, C e E) (Melo et al., 2010; Hani et al., 2012), vitaminas D e
do complexo B soltiveis em agua, corantes, enzimas e coenzimas (Ozcan et al., 2004).
Compostos fendlicos (Carpes et al., 2007), nomeadamente, flavondides (Kroyer et al.,
2001) carotenoides, terpenos e fitoesterdis (Morais et al., 2011) estdo também presentes
neste produto da colmeia (Tabelal).



Tabela 1. Composicéo quimica de pdlen apicola portugués desidratado.

Referéncias

1 2 3
Humidade (%) N.a 7,3 16,84
Cinzas (%) 2,9 2,1 3,2
Acucares N.a 33,3 47,2
redutores (%)
Proteinas (%) 21,8 20,3 30
Lipidos (%) 5,2 2,81 2,82

1- Feasetal. (2012);

2- Nogueira et al. (2012);
3- Morais (2009);

N.a — Ndo analisado.

Em Portugal ndo existem especificacdes para o pélen apicola pelo que iremos
considerar a legislacdo do Brasil, Argentina, Suica, Bulgaria, Espanha (Féas et al.,
2012) e da Polonia (Arruda et al., 2013), pois sdo 0s Unicos paises que estabeleceram
padr@es oficiais de qualidade, ou seja, que reconhecem o pélen legalmente.

No Brasil, o polen apicola para ser comercializado tem de apresentar 0s
seguintes requisitos: humidade méaxima de 30% para polen fresco e 4% para pélen seco.
Teor em cinzas valor maximo de 4%, teor em proteinas minimo de 8% e teor em
acucares totais de 14,5 a 55%. Para os lipidos o teor minimo € 1,8% variando o pH entre
4a6.

Estudos efetuados no pdélen apicola portugués observou-se que apresenta: 5 a
30% de proteinas, 10 e 40% de hidratos de carbono, 1 a 5 % de lipidos e 20 a 26 % de
acucares redutores (Estevinho et al., 2012).

1.3 Microbiota do polen

A qualidade microbiana é um dos critérios mais exigentes relacionados com a
seguranca, uma vez que altera as propriedades do produto (Rodrigues et al., 2008) além

de fornecer informagdes que permitem avaliar as condi¢cdes de processamento,



armazenamento e distribuicdo do produto. O consumidor preocupa-se cada vez mais
com a qualidade e seguranca dos alimentos (Melo et al., 2011), devido ao aumento da
ocorréncia de surtos de doengas causadas por microrganismos patogénicos (Tajkarimi et
al., 2010).

Para aumentar a aceitabilidade dos produtos apicolas no mercado, contribuindo
deste modo para a sua valorizagdo é necessario garantir ndo s6 a sua qualidade

nutricional mas também a sua seguranca microbioldgica (Correia-oliveira et al., 2008).

O polen apesar de ter bastantes beneficios para a salde, é necessario que a
manipulacdo seja adequada, pois este produto € suscetivel a contaminagdes ambientais e
ao crescimento de microrganismos devido, sobretudo, ao seu elevado teor de nutrientes.
De facto, o pdlen esta exposto a contaminagcdes microbianas, que podem ter origem nas
abelhas, materiais vegetais, insetos, animais, manipulacdo e equipamentos agricolas
(Hani et al., 2012).

Os microrganismos de interesse sanitario e os responsaveis pela deterioracdo dos
alimentos, diferem na fonte bem como nas carateristicas bioquimicas. Os alimentos nem
sempre apresentam sinais de contaminagdo, no entanto podem funcionar como um
veiculo transmissor de microrganismos potencialmente patogénicos ou conter
quantidades de toxinas capazes de causar doengas ao consumidor (Mossel e Garcia,
1985; Mossel et al., 1995; Eifert et al., 2006).

A proliferacdo dos microrganismos depende das carateristicas do produto, e 0
seu desenvolvimento é influenciado pelos parametros intrinsecos (pH, a, e nutrientes),

extrinsecos (temperatura e humidade) e pelo processo de conservacéao (Sinell, 1980).

Os microrganismos aerobios mesofilos sdo indicadores do grau de deterioragédo e
fornecem informacao sobre a higiene durante todas as fases de processamento do pélen,
além de desempenharem um papel determinante no tempo de vida de prateleira do

produto.

No que diz respeito aos Clostridios sdo bactérias Gram-positivas, anaerobios
formadores de esporos sendo, mais resistentes as condi¢cdes ambientais adversas. Por
esses motivos sdo indicadores (C. perfringens) de poluicdo hidrica de origem fecal,
remota ou intermitente, devido aos longos periodos de permanéncia e as condi¢cdes de
sobrevivéncia dos seus esporos (Martins et al., 1991). Ao nivel da salde publica

existem duas espécies transmitidas pelos alimentos causadores de doencas,



nomeadamente, o C.botulinium e C. perfringens. Segundo a literatura consultada
(Nogueira et al., 2012; Féas et al., 2012; Estevinho et al., 2012), nunca foi detetada a

presenca deste grupo de microrganismos.

Os coliformes sdo um grupo de bactérias na forma de bastonetes Gram-
negativos, aerobios ou anaerobios facultativos, ndo esporulados, crescem na presenca de
sais biliares e fermentam a lactose com producdo de acido e gas. A presenca de
coliformes nos alimentos é indicadora de contamina¢do durante o processamento do
alimento. Este tipo de indicador é amplamente utilizado na industria alimentar (Franco e
Landgraf, 1996). O grupo dos coliformes inclui: Escherichia coli, Klebsiella

pneumoniae e Enterobacter aerogenes.

Atualmente Escherichia coli é reconhecida como uma espécie bacteriana que
provoca no Homem infecdes de origem alimentar grave. E provavelmente a fonte de
contaminacdo mais importante na manipulacdo dos alimentos. Esta bactéria integra a
microflora do trato intestinal do Homem e dos animais. E usada como indicador de
qualidade sanitaria ou contaminacao fecal, e ndo representam por si s6 um perigo para a
salde, servindo antes como indicadores da presenca de outros organismos causadores de

problemas para a salde.

Staphylococcus aureus sdo bactérias anaerdbios facultativos, no entanto,
multiplicam-se a uma elevada taxa de oxigénio. A temperatura ideal para a sua
multiplicacdo é de 30°C a 37°C, a mesma do corpo humano (Doyle, 1989). A
intoxicacdo alimentar com estafilococcus causado pelo S. aureus é um dos tipos de
intoxicacdo alimentar mais comum em todo o mundo. A dete¢do e enumeracdo deste
microrganismo ajuda a fornecer informacdo sobre o potencial risco de satde nos
alimentos, assim como representa um indicador de falta de higiene. O S. aureus é
resistente ao processo de congelacdo e descongelacdo, sobrevivendo em alimentos

conservados a temperaturas inferiores a -20°C (Mossel et al., 1995).

Bacillus megaterium, B. subtilis, B. circulans e B. licheniformis foram as
principais bactérias encontradas por Gilliam et al. (1990) em polen embalado do
Panama, sendo as abelhas a principal fonte de contaminacdo. Bacillus apesar de menos
frequentes na microbiota do polen, do que as leveduras sdo igualmente importantes
devido a sua atividade metabolica, especialmente, no que diz respeito a producéo de
enzimas proteoliticas, lipoliticas e glicosidases (Gilliam, 1979).
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Os bolores, nomeadamente Aspergillus, Penicillium, Fusarium e Alternaria sdo
0s microrganismos mais abundantes. Rodrigues et al. (2008) em amostras de pélen do
Brasil detetaram a presenca de Penicillium sp., Aspergillus niger e Cladosporium
cladosprioides em 100 e 67% das amostras, respetivamente. De facto, as condicdes de
conservacao deste produto devem ser adequadas, pois se a a,, € a temperatura ndo forem
as mais corretas os fungos multiplicam-se podendo, algumas espécies produzir toxinas.
O pélen congelado contém muita agua, tornando-se, um meio propicio a multiplicacdo
de fungos (Sert et al., 2009). No entanto, se o teor de agua do poélen for baixo pode

rancificar (Morgano et al., 2011).

As micotoxinas podem provocar intoxicacdes e danos agudos ou crénicos ao
Homem. Entre as micotoxinas, as aflatoxinas e ocratoxina A (OTA) sdo as mais
perigosas devido a elevada toxicidade (Gonzélez et al., 2005). Segundo este autor, as
fases criticas para a contaminacdo do pélen por fungos, sdo a permanéncia por longos
periodos nos caca-pdlens, o tempo e condi¢bes de secagem. Na primeira fase a
humidade relativa do pdlen pode aumentar, na segunda fase, deve evitar-se a secagem
ao ar livre, porque a temperatura € baixa. Os fatores referidos anteriormente favorecem

quer o crescimento dos fungos quer a producdo de micotoxinas.

A época de colheita do pélen nas colmeias tem também influéncia na
contaminacdo por bolores e leveduras. Sendo assim, 0s processos de conservagdo
devem ser melhorados de modo a permitir a obtencdo de produtos isentos de

contaminac6es microbioldgicas (Nogueira, 2012).

Hervatin (2009) observou a predominancia de bolores e leveduras, seguidos por

Bacillus cereus e por coliformes totais em amostras de pélen do Brasil.

Até ao momento, ndo existe normas nem legislacdo, sobre a aplicacdo de boas
praticas de fabrico, procedimentos de higienizacdo e analises de perigos e pontos

criticos de controlo para produtos da colmeia, ha excecdo do mel.

1.4 Compostos bioativos no pdlen apicola

O polen, bem como os outros produtos da colmeia, tém merecido particular

atencdo por parte dos investigadores de todo o mundo, devido as suas propriedades
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terapéuticas (Carpes et al., 2007), nomeadamente, atividade antibacteriana (Ozcan et al.,
2004; Basim et al., 2006; Kacéaniova et al., 2012), antifungica, anti-inflamatoria,
anticancerigena, anti-radiacdo (Feas et al., 2012), antiviral, antialérgica (Kroyer et al.,

2001), estrogénica (Cushnie et al., 2005) e imunomoduladora (Fatrocova et al., 2013).

Carpes et al. (2009) e Freire et al. (2012) demonstraram que a acdo bioldgica e
os efeitos terapéuticos do pdlen estdo relacionados com a presenca de compostos

fenolicos, tais como flavondides, acidos fenolicos e diterpenos fendlicos.

1.4.1 Compostos fendlicos totais

Em termos de protecdo dos sistemas bioldgicos, os principais compostos com
propriedades terapéuticas encontrados no pdlen apicola sdo os compostos fenolicos
(Menezes, 2009).

Os compostos fenodlicos, sdo considerados benéficos para a salde humana,
porque diminuem o risco de doencas degenerativas, reduzindo o stress oxidativo e a
inibicdo da oxidacdo de macromoléculas (Pereira et al., 2007). S&o substancias
abundantes no reino vegetal, essenciais ao crescimento e reproducao, além de possuirem
atividade antimicrobiana e de contribuirem para a pigmentagdo (Angelo, 2007). Nos
alimentos, sdo responsaveis pela adstringéncia, cor, aroma e estabilidade oxidativa
(Mamede et al., 2009).

Possuem um ou mais anéis aromaticos com pelo menos um grupo hidroxilo.
Estdo divididos em dois grupos, os acidos benzdicos que possuem sete atomos de
carbono (Cs-C;) e os acidos cinamicos, com nove atomos de carbono (Cg-C3) que

existem predominantemente na forma hidroxilada (Sousa, 2008) (Fig. 4).

Acidos Hidroxibenzéicos C6-C1

Acido p- hidroxibenzoico: R;= R,= H

\ Acido protocatéquico: Ry= OH, R,= H
_\‘ A 1 HH . — —
HO < )—coon Acido vanilico: R;= OCH3z, R, = H
N Acido galico: R;=R,= OH
&, Acido siringico: R;= R, = OCHj
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Acidos Cindmicos C6-C3

s _COOH Acido p-cumérico: R1= R2=H

NN o
/L | Acido cafeico: R;=0H, R,=H
o~ \“‘R‘TH Acido ferdlico: R;= OCHs, R, = H
ks Acido sinapico: R;= R, = OCH,

Figura 4. Estrutura quimica dos principais &cidos fendlicos (Lima, 2008).

Os compostos fendlicos presentes no polen apicola sdo principalmente
flavondides glicosilados (Skerget et al., 2005) e &cidos hidroxicindmicos (Fatrocova et
al., 2013).

LeBlanc et al. (2009) identificou os seguintes compostos fendlicos no polen
apicola dos Estados Unidos: acidos p-hidroxibenzéico, p-cumarico, vanilico, galico e
feralico. No entanto, Bonvehi et al. (2001) no polen apicola de Espanha encontrou os
acidos 3,4-dihidroxibenzoéico, vanilico, siringico, p-cumarico, o-cumarico, 4-

hidroxibenzdico, transcinamico, galico, cafeico e ferulico.

1.4.2 Flavondides totais

Os flavonoides sdo sempre encontrados no reino vegetal e encontram-se em
grande quantidade no pdlen apicola. A sua estrutura basica € constituida por um nucleo
fundamental, contendo quinze atomos de carbono (Cis). Este grupo de compostos
apresenta dois anéis fendlicos substituidos (A e B) e um heterociclico oxigenado (anel
C), formando um sistema Cs-C3-Cg (Araujo et al., 2005; Dornas et al., 2007), (Fig. 5).
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Figura 5. Estrutura quimica dos Flavonoides (Cushnie et al., 2005).

Os flavonoides consistem principalmente em antocianinas, flavonois, flavonas,
catequinas, e flavononas (Fig. 6). Bonvehi et al. (2001) refere que estes compostos
podem ser muito importantes na reducdo da incidéncia de doencas degenerativas tais

como, a arteriosclerose e o0 cancro.

[
Flavonas Flavonol
g CY ]
I | | S -\.1]’..- HT.- Q}I
| A .
Flavonona Isoflavona

Flavonol (Catequina) Antocianinas Chalcona

Figura 6. Estruturas quimicas das principais classes dos flavonoides (Carpes, 2008).
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Entre os varios flavonoides associados ao polen apicola, a quercetina tem sido
atribuida atividade anti-inflamatoria, enquanto que, o campferol e 0s seus derivados
estdo associados a reducdo da hiperplasia prostatica e a miricetina ao combate das
alergias (Vit. et al., 2009).

Os principais flavondides identificados no polen apicola brasileiro por Carpes et
al. (2008) foram: rutina e miricetina. Enquanto que, Bonvehi et al. (2001) no poélen
apicola espanhol observou a presenca de rutina, quercetina, miricetina, campferol e

isoramnetina.

Diversos investigadores (Leja et al., 2007; Carpes, 2008; Menezes, 2009)
constataram diferencas significativas entre os flavonoides presentes no pélen apicola de
diferentes regides, tendo atribuido estas variagfes a origem botanica e geografica das

amostras.

Os flavondides podem ser usados para estabelecer padrdes de qualidade no que
diz respeito as propriedades nutricionais, fisiologicas e de controlo de qualidade de

preparacdes de pdélen comerciais (Kroyer et al., 2001).

1.5 Beneficios do pdélen apicola

O polen apicola é um produto natural que se tem vindo a destacar-se pelas suas
propriedades terapéuticas (Ulceras, anemia e gripes) (Campos et al., 1997), nutricionais
(rico em proteinas e vitaminas), uso dermatolégicas (emulsbes, detergentes como
shampoos, sabonetes e g@éis de banho) (Vit et al.,, 2008) e farmacoldgicas,
nomeadamente: suplemento alimentar, atividade hormonal, atividade antimicrobiana,
atividade antioxidante. Foi usado durante muitos anos na medicina tradicional, como
um suplemento alimentar, devido principalmente as suas propriedades benéficas na
saude (Freire et al., 2012).

Os antioxidantes sdo compostos que podem atrasar ou inibir a oxidacdo dos
lipidos ou outras moléculas inibindo o inicio ou propagacéao das reacfes de oxidagdo em
cadeia. S8o definidos como, qualquer substancia que quando presente em menores

concentracdes, em comparacdo com a de um substrato oxidavel, atrasa ou inibe
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significativamente a oxidacdo desse substrato antioxidante (Antolovich et al., 2002;
Atoui et al., 2005).

A atividade antioxidante dos compostos fenolicos deve-se principalmente as
suas propriedades redox, que tem um papel importante como agentes redutores (Sousa
et al., 2007), doadores de hidrogénio e supressores de oxigénio (Zheng et al., 2001;
Atoui et al., 2005). De facto, estes compostos desempenham um importante papel na

conservacao dos alimentos e na saude humana.

Quantidades consideraveis de compostos fenolicos, principalmente de
flavondides, podem atuar como antioxidantes muito eficazes (Leja et al., 2007;
Marghitas et al., 2009). Verificou-se, que a atividade antioxidante do pélen apicola
depende da origem botanica e geogréafica, bem como do teor em flavondides (Campos et
al., 2003). Também a idade do pdlen e as condi¢des de armazenamento pode influenciar

as propriedades bioldgicas deste produto (Frigerio, 2009).

O polen apicola é muito conhecido pela sua atividade antioxidante, contudo
também possui atividade antimicrobiana. Apesar de haver poucos estudos sobre a
atividade antimicrobiana do polen, os poucos trabalhos existentes evidenciam que o

polen possui propriedades contra algumas espécies bacterianas (Frigerio, 2009).

Esin et al. (2006) estudaram a atividade antimicrobiana de pélen turco contra 13
espécies bacterianas patogénicas para plantas. Os resultados evidenciaram que o extrato
de pdlen inibiu o crescimento de todos 0s microrganismos em estudo dependendo do

efeito do microrganismo e do tipo de pdlen.

Nogueira (2012) verificou que o pdlen portugués evidenciou maior atividade
antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas do que contra Gram-negativas. Apesar
dos mecanismos responsaveis por estas diferencas ainda ndo estarem bem elucidados,
pensa-se que os compostos fendlicos ndo sdo 0s Unicos responsaveis pela atividade
antimicrobiana. No entanto, Estevinho et al. (2008) demostraram que a atividade

antimicrobiana esta correlacionada com o teor em compostos fendlicos.

Além disso, o polen apicola pode também representar um risco consideravel de
reacdo alérgica em pessoas sensiveis. O pdlen apicola contém particulas de plantas e

flores, algumas das quais podem ser altamente alergénicas para 0 Homem.
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1.6 Meétodos de conservacao do polen apicola

Os alimentos podem ser conservados através de diversos métodos. E
fundamental eliminar ou reduzir os microrganismos responsaveis, quer pela alteracao de
alimentos como perda das qualidades nutritivas, quer pelo aparecimento nefasto de
doencas, mantendo a qualidade do alimento.

O polen ao contrario do mel, ndo precisa de ser armazenado na colmeia em
quantidades muito superiores as necessidades das colénias (FNAP, 20010).

Para recolher este produto apicola € utilizado um acessério denominado coletor
de polen ou caca polen (Fig. 7) que é colocado na entrada da colmeia (alvado) ou entre
as suas partes. Assim, as abelhas sdo obrigadas a passar por este acessorio antes de
entrarem na colmeia. No seu interior existe uma grade perfurada que permite a
passagem das abelhas mas, retém o polen que estd armazenado nas corbiculas. Deste
modo, o pdlen é raspado das patas traseiras das abelhas e cai numa gaveta, de onde é
retirado e desidratado (Parkhill, 1996). Na construcdo deste equipamento deve utilizar-
se material apropriado, para que a gua saia facilmente e haja uma boa circulacao do ar,
evitando-se a deterioracdo do polen (FNAP, 2010).

Figura 7. Caca-polens (fonte: montedomel.blogspot.com e Arruda, 2009).

Na altura da recolha, o pélen pode ter uma percentagem de humidade superior a
18%, no entanto, para garantir a sua qualidade e a auséncia de contaminagdes é
necessario que a humidade baixe para valores de aproximadamente 6% (Melo et al.,
2011) atraves da secagem (FNAP, 2010).
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O sucesso da preservacao do pdlen apicola depende de vérios fatores a referir:
temperatura, humidade relativa do meio ambiente e humidade do pdlen. Muitas técnicas
sdo utilizadas para a conservacdo do polen apicola, entre os métodos de conservacao,

destacam-se a congelagéo e a secagem.

1.6.1 Congelacgdo

Apo6s a colheita, e na impossibilidade de uma secagem imediata, deve ser
efetuada a congelacdo do pdlen, para permitir que este se conserve “in natura” (FNAP,
2010), pois o frio provoca a inibicdo total ou parcial dos principais agentes causadores
de alteracdes, nomeadamente atividade microbiana, enzimatica e metabdlica (Ordofiez,
2005).

Durante a congelacdo devido a formacao de cristais de gelo, a atividade de agua
do alimento diminui, conduzindo ao aumento do tempo de vida de prateleira do produto
(Fellows, 2006).

A congelagdo tem como objetivo, manter as caracteristicas fisicas e quimicas do
polen e destruir os acaros, ovos e larvas que possam estar no produto (Barreto et al.,
2006). Evita também a multiplicacdo dos microrganismos (fungos e bactérias) presentes
no polen (Ribeiro et al., 2007). De facto, segundo Carpes et al. (2008) e Arruda et al.
(2013) a congelacdo ndo causa qualquer alteracdo substancial na composi¢do quimica
do pdlen, por isso pode ser utilizada para preservar o pélen a utilizar na alimenta¢do ou
para fins terapéuticos. Este processo é também aconselhado, quando se pretende utilizar
0 polen para a alimentacdo das coldnias (Morais, 2009).

A conservacdo do pélen apicola deve efetuar-se, em sacos plasticos a -20°C
durante 2 a 3 dias. O pdlen é colocado em bandejas com capacidade de 2,5 Kg durante
uma a duas horas, devendo ser agitado de forma a facilitar o congelamento, e evitar
agregacao dos graos (FNAP, 2010). Nestas condi¢gdes de congelamento, o crescimento
microbiano é inibido, uma vez que, a maioria dos microrganismos ndo se desenvolve a
temperaturas inferiores a -10°C (Freitas e Figueiredo, 2000).

Ap0s congelacdo, o pdlen deve ser descongelado a temperatura ambiente durante
aproximadamente 3 a 4 horas, devendo seguidamente ser processado 0 mais rapido

possivel por se tratar de um produto higroscépico (capacidade de absorver humidade).
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As principais vantagens da congelacdo sdo: a pouca alteracdo organolética;
desacelera ou retarda o crescimento dos microrganismos; inibe ou retarda a atividade
das enzimas alimentares e microbianas, assim como a velocidade de outras reacdes

quimicas ndo enzimaticas (oxidac@es); baixo custo e método facil de conservar.

1.6.2 Secagem

A secagem € uma das mais antigas e usuais operacOes de desidratacdo, usada na
industria alimentar. E também uma das operacbes mais complexas, devido aos
processos de transferéncia de calor e de massa envolvidos (Menon e Mujumdar, 1987).
O principal objetivo da secagem é garantir a conservacao dos alimentos e assegurar uma
reducdo do teor de agua até ao nivel a partir do qual as concentracGes de agUcares, sais,
acidos e outros componentes sejam suficientemente altas para reduzir a atividade da
agua, impedindo assim o crescimento de microrganismos responsaveis pela deterioragao
dos alimentos (Travaglini et al, 1993).

O processo da secagem € essencial para aumentar o tempo de vida de prateleira
do polen. Este produto apresenta na sua composicdo um elevado teor de humidade e
proteinas, pelo que a desidratacdo, é essencial, para evitar a deterioracdo do produto
(Arruda et al., 2013). Deve ser realizada com um especial cuidado para garantir a sua
qualidade nutricional (Morgano et al., 2011).

Os processos de desidratagdo mais utilizados pelos apicultores séo a
desidratacdo ao ar livre e o aquecimento artificial. O aquecimento artificial é o mais
usado na producdo de polen apicola para fins comerciais (Almeida-Muradian et al.,
2005).

No processo de aquecimento artificial o polen é introduzido num secador/forno,
a 40°C, durante 12 a 48 horas. Convém salientar, que o binémio tempo/temperatura de
secagem variam bastante de autor para autor, 0 que podera estar relacionado com a
humidade do pdlen a quando da colheita.

O secador deve possuir um sistema de circulagdo e renovacdo do ar. A sala de
processamento deve estar equipada com um dispositivo capaz de retirar 0 excesso de
humidade do meio ambiente (FNAP, 2010). Se o secador for constituido por véarias
gavetas (Fig. 8), estas devem ser mudadas de lugar de forma alternada, para garantir a

secagem uniforme do produto. Durante todo o processamento é imperioso o controlo de
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temperatura de secagem, porque temperaturas muito altas, levam a perdas muito
significativas no valor nutricional do polen (Ribeiro et al., 2007). Fatores como a
humidade e o processo de descongelacdo devem também ser controlados, pois estdo
diretamente relacionados com o metabolismo do pélen, podendo ocorrer contaminagdes
por microrganismos e a reativagdo dos processos metabdlicos pds-conservacdo
(Cuchiara et al., 2012).

Figura 8. Secador do pdlen apicola (fonte: http://montedomel.blogspot.pt e

http://apiariosforte.blogspot.pt).

No que diz respeito as vantagens da secagem salienta-se a facil conservagédo do
produto; inibi¢cdo do crescimento dos microrganismos; aumento do tempo de vida util

do produto; econdmica e reducéo de peso.

Apds a secagem do podlen, para remover a sujidade, nomeadamente fragmentos
de abelhas, deve proceder-se a sua limpeza. Esta pode ser efetuada manualmente através

de pingas, por exemplo, ou através de um sistema mecanizado (ventilador).

Depois de limpo e selecionado, o pdlen pode ser embalado em sacos plasticos,
hermeticamente fechados, ou em embalagens de vidro de capacidade varidvel (FNAP,
2010).

O polen apicola, bem como outros alimentos ricos em proteinas, pode perder
facilmente o seu valor nutricional se armazenado de forma inadequada. O pélen fresco a
temperatura ambiente, perde em poucos dias a sua qualidade. Congelado, as perdas
comecam a ser significativas ap6s um ano. Porém, se for desidratado a pelo menos 10%

20



de humidade, este produto pode ser conservado por meses a temperatura ambiente,
protegido da luz. Assim, ambientes secos, frios e escuros sédo considerados ideais para o
armazenamento do poélen apicola, de modo a conservar o seu valor nutricional. De facto,
Barreto et al. (2006) ao avaliarem o tempo de vida de prateleira do polen apicola
desidratado do Brasil constataram que 0 mesmo é em fungdo da temperatura de
armazenamento. Segundo Arruda (2009) o polen torna-se improprio para consumo aos
240 dias a temperatura ambiente, sofrendo reacdes de Maillard, enquanto conservado a

-12°C a duracdo € maior (360 dias).
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Capitulo 7




2. Material e Métodos

2.1 Amostragem

Neste trabalho analisaram-se duas amostras de polen desidratado diferentes (B1
e B2) e uma amostra (B0) que sofreu dois processos distintos de conservacgao:
desidratagéo e congelagéo.

As amostras de pdlen de modo de producgéo bioldgica foram recolhidas em 2012
em Tras-os-Montes, Portugal.

Para comparar o efeito do método de conservacdo apenas foi utilizada uma
amostra, porque como a congelacdo ainda ndo é um método usado frequentemente pelos

apicultores Portugueses, ndo foi possivel obter as restantes amostras congeladas.

2.2 Anélise polinica

A anélise polinica ao pdlen foi realizada de acordo com o método descrito por
Almeida-Muradian et al. (2005). Pesaram-se 2g de cada amostra, posteriormente, 0S
grdos de polen foram separados por cores (amarelo, laranja, beje, verde, rosa, entre
outras) (Fig. 9), ja que cada cor representa uma familia botanica que se encontra
presente na amostra. Cada conjunto foi pesado, para se calcular a percentagem total da
amostra.

De seguida, as amostras colocaram-se entre lamina e lamela utilizando-se gel de
glicerina como meio de montagem. Na visualizacdo dos pdlens utilizou-se o
microscopio modelo Leica. Como referéncia, foi usada uma colecdo de pdlens do

Centro de Investigacdo de Montanha (CIMO) e bases de dados.
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Figura 9. Gréos de polen.

2.3 Avaliacéo da Qualidade Microbiologica

Foram avaliados microrganismos indicadores de qualidade comercial (aerébios
mesofilos, bolores e leveduras), de qualidade sanitaria (coliformes totais, E.coli e S.
aureus) e de seguranca (esporos de Clostridios sulfito-redutores).

As andlises microbioldgicas foram realizadas em triplicado e, de acordo com as
Normas Portuguesas, Europeias e por Kits (Métodos Oficiais da AOAC).

2.3.1 Preparagéo das amostras

A preparacdo das amostras foi efetuada de acordo com a norma portuguesa NP -
1829 (1982).
A preparagdo e composi¢do dos varios meios de cultura utilizados encontram-se

descritas no anexo I.

2.3.2 Contagem total de microrganismos aerébios mesofilos

Na contagem total de microrganismos aerobios mesofilos utilizou-se a norma
portuguesa NP — 3788 (2002).

Procedeu-se a sementeira por incorporagéo, transferindo 1 mL de cada dilui¢do
decimal, 10* e 10, para placas de Petri contendo meio de cultura Plate Count Agar
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(PCA). A contagem das colonias foi efetuada apds incubacdo das placas a 30°C durante

48 horas em aerobiose, utilizando-se a seguinte formula:

xC
V x(n1+0,1 n2) xXd

UFCs/g =

Sendo:
¥C soma das coldnias em todas as placas contadas (15 a 150 colénias)
d diluigéo a partir da qual se obtiveram as primeiras contagens
n; namero de placas da 12 dilui¢do contada
n, namero de placas da 22 dilui¢do contada
V volume de inéculo semeado em cada placa

Os resultados foram expressos em UFC/g.

2.3.3 Contagem de Bolores e Leveduras

A contagem de bolores e de leveduras foi realizada segundo a ISO 21572-2:
(2008).

Procedeu-se a sementeira por espalhamento de 0,1 mL de cada uma das
diluicbes, em placas de Petri com meio de cultura Potato Dextrose Agar (PDA),
acidificado com &cido tartarico a 10%. Apds incubacdo durante 5 dias a 25°C efetuou-se

a contagem das colonias.

Os resultados expressam-se em UFC/g.

2.3.4 Pesquisa de Clostridios sulfito-redutores

A pesquisa e quantificacdo de Clostridios sulfito-redutores foi efetuada segundo
a norma portuguesa NP — 2262 (1986).

Colocaram-se 10, 5, 1 e 0,1 mL da suspensao mée em tubos de ensaio. Os tubos
foram aquecidos em banho-maria a 80°C, durante 10 minutos para inativar a amostra.
Posteriormente, as amostras foram distribuidas pelas placas de Petri contendo meio de

cultura Reinforced Clostridial Agar (RCA) com sulfito de sodio e citrato de ferro. De
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seguida adicionou-se mais uma camada de meio a placa e selou-se com parafilme. Apés

solidificacéo, as placas incubaram-se numa estufa a 37°C durante 72 horas.

O aparecimento de colo6nias negras, nas placas, considerou-se resultado positivo.

2.3.5 Contagem de Coliformes totais e Escherichia coli

A quantificacdo de coliformes totais e Escherichia coli, foi efetuada através de
um Kit Simplate, da Bio Control.

O meio de cultura fornecido foi hidratado em 100 mL de agua estéril. De
seguida, colocou-se em tubos de ensaio 9 mL da solucdo preparada anteriormente e
ImL da solucdo mde. A amostra foi vertida para uma placa com 84 pocos.
Posteriormente espalhou-se a mistura na placa com movimentos circulares, para que
todos os pocos ficassem cobertos sem bolhas de ar. As placas foram incubadas a 35°C
durante 24 a 48 horas.

Os coliformes totais provocaram uma mudanca de cor da solugéo contida nos
pocos de azul para rosa. A E.coli foi quantificada através dos pocos onde se verificou
fluorescéncia ap0Os exposicdo a uma luz UV a um comprimento de onda de 365 nm
(Vilber Lourma. MERCK, TLC Silica gel 60 Fsy).

O numero de coliformes e E.coli presentes na amostra foi calculado utilizando a

tabela de conversdo SimPlate, fornecida pelo fabricante.

2.3.6 Contagem e pesquisa Staphylococcus aureus

A pesquisa de Staphylococcus aureus foi efetuada de acordo a norma portuguesa
NP — 4400-1 (2002).

Segundo a norma, diluigbes sucessivas da amostra foram inoculadas em Agar
Baird-Parker (BP) e incubadas a 37°C durante 24 horas. Seguidamente procede-se a
contagem das placas que continham menos de 150 coldnias. Selecionaram-se 3 a 5
colonias carateristicas (colonias negras ou cinzentas, brilhantes e convexas rodeadas de
um halo claro) e 3 a 5 colonias ndo carateristicas e inoculou-se uma pequena porcao de
cada uma delas em BHI (Brain Heart Infusion). Incubou-se a 37°C durante 24 horas. No

final, efetuou-se a prova bioquimica confirmativa de coagulase em tubo. Em alguns
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casos, utilizou-se a prova da catalase para diferenciar os Staphylococcus dos
Streptococcus.
Os resultados expressaram-se em numero de Staphylococcus coagulase positiva

por grama de produto.

2.3.7 Isolamento e Identificacdo de Leveduras

A identificacdo de leveduras isoladas foi realizada utilizando sistemas
miaturizadas, galerias APl 20C AUX (bioMérieux SA), constituido por 20 cupulas

(pocos). Seguiu-se o protocolo recomendado pelo fabricante (Fig. 10).

Figura 10. Galerias APl 20C AUX.

2.4 Analises Fisico-Quimicas

Todas as anélises foram realizadas em triplicado.

2.4.1 Humidade

A humidade foi determinada de acordo com o descrito por Nogueira et al.
(2012). Pesaram-se, em cadinhos, cerca de 3g de cada amostra de pdlen. As amostras
foram secas numa estufa (SOTEL marca Heraeus) a uma temperatura de 100°C a 105°C
até peso constante (aproximadamente 4 dias).

O teor de humidade foi calculado de acordo com a seguinte equagéo:
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% Teor de Humidade = _P1-Pz X 100

P amostra

Sendo:

P1 — Peso do cadinho com amostra

P2 — Peso do cadinho com amostra seca
P amostra — Peso da amostra

2.4.2 Cinzas

Este pardmetro foi calculado segundo o método reportado por Carpes (2008).
Colocaram-se 2g de polen em cadinhos, previamente incinerados numa mufla (Lindberg
de modelo 51894), a uma temperatura de 550°C cerca de 4 horas, ou seja, até as cinzas
ficarem completamente brancas.

Apos 4 horas, retiraram-se os cadinhos da mufla e colocaram-se num exsicador
para arrefecimento.

As cinzas foram determinadas com base na seguinte equacao:

) P1—P2
% Teor de Cinzas = Py— X 100

amostra

Sendo:

P1 — Peso do cadinho com cinzas
P2 — Peso do cadinho vazio

P amostra — Peso da amostra

2.4.3 pH

O pH foi determinado de acordo com a metodologia descrita por Nogueira et al.
(2012). Para tal misturaram-se 10g de polen com 75 mL de agua destilada. Colocou-se a
mistura em agitacéo e efetuou-se a leitura do pH num potenciometro (Crison pH Meter
Basic 20).
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2.4.4 Atividade da Agua

Para avaliar a atividade da &gua as amostras de pdlen foram introduzidas em
caixas de plastico apropriadas e colocadas no medidor da atividade da agua (Rotronic
HygroPalm. Bassersdorf CH-8303).

2.4.5 Agucares Redutores

Na determinacdo dos acUcares redutores utilizou-se a metodologia descrita por
Silva et al. (2003).

Pesaram-se 60 mg de cada amostra de polen, dissolveram-se em 10 mL de uma
solugdo de H,SO, (1,5M). As solugdes foram colocadas em banho-maria (100°C)
durante 20 minutos. Apos este periodo, procedeu-se ao arrefecimento. Posteriormente,
as solucdes foram neutralizadas com 12 mL de NaOH (0,1% m/v) e filtradas para um
baldo de 60 mL, perfazendo-se o volume com &gua destilada.

Como padrdo foi utilizada a glicose.

A quantificacdo dos acUcares redutores foi determinada por espectrofotometria a
540 nm, utilizando-se um espectrofotdmetro (Varian UV- Visible Spectrophotometer,
Cary 50 Scan).

2.4.6 Proteinas

O teor em azoto total foi determinado pelo método de Kjeldahl (Fig. 11)
recomendado por Almeida-Muradian et al. (2005).

Pesaram-se aproximadamente 0,07g de pélen para um tubo. Adicionaram-se
duas pastilhas Kjeldahl (aproximadamente 10g), uma quantidade muito reduzida de
acido estearico (colher mais pequena de laboratorio) e 20 mL de H,S0,.

A proteina foi calculada num destilador Kjeldahl (Biichi AutoKjeldahl Unit K-
370) multiplicando o valor de azoto total pelo fator 6,25 (P = N x 6,25).
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Figura 11. Destilador Kjeldahl.

2.4.7 Determinagcéo dos Acidos Gordos — Lipidos

A determinacédo dos acidos gordos foi realizada de acordo o método descrito por
Human et al. (2006) modificado.

Este método consiste em duas fases. Na primeira fase efetuou-se a extracdo e na
segunda, a andlise e determinacao dos acidos gordos.

Para esterificagdo dos acidos gordos pesou-se 0,7g de polen e adicionou-se
0,2000 a 0,2009g de C13, 0,05g de acido ascérbico, 15 pastilhas de Hidroxido de
potassio (KOH), 2 mL de &gua destilada e 45 mL de Butanol. Posteriormente colocou-
se a mistura na unidade de extracdo (Buchi Extraction Unit B-815) durante 30 minutos.
Apos este periodo acrescentou-se 40 mL de solucdo acidica e deixou-se repousar
durante algum tempo, para se conseguir obter uma separacdo de fases. Posteriormente
recolheu-se o sobrenadante.

Os acidos gordos foram identificados num cromatégrafo gasoso (Bichi Fat
Determination B-820). Injetou-se 2 uL de amostra, e a dete¢do foi efetuada através de
um detetor de ionizagdo de chama (FID) (Fig. 12).
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Figura 12. Unidade de extracdo B-815 e Unidade de determinagédo B-820.

2.4.8 Hidratos de Carbono

O teor de hidratos de carbono foi calculado de acordo com a seguinte equacéo
(Nogueira et al., 2012):

% Hidratos de Carbono = 100 — (% cinzas + % proteinas + % lipidos)

2.4.9 Valor energético

O valor energético expresso em Kcal, foi calculado de acordo com a seguinte
equacdo (Estevinho et al., 2012):

Valor energético (Kcal) = 4 x (proteina + hidratos de carbono) + 9 x (lipidos)

2.5 Avaliacao das propriedades bioativas do pdlen apicola

2.5.1 Preparacdo dos Extratos Metandlicos do Polen (EMP)

A extracdo foi realizada de acordo com o método descrito por Dias et al. (2011).
Pesou-se aproximadamente 1g de pélen e dilui-se em 50 mL de metanol num
goblé. De seguida, colocou-se a mistura sob agitacdo magnética a 150 rpm durante 1
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hora. Apos esse periodo, procedeu-se a filtracdo através de um papel de filtro (Whatman
n®.4) (Fig.13). Repetiu-se o procedimento mais uma vez. Posteriormente misturou-se 0s
dois filtrados para um matraz, obtendo-se assim os extratos metandélicos do pélen.

Os extratos foram evaporados num evaporador rotativo (Rotavapor Buchi RE
111), a temperatura de 45°C durante aproximadamente 1hora.

O extrato seco de polen foi guardado a temperatura ambiente e no escuro para a
determinacdo dos compostos fenolicos totais, flavondides e atividades antioxidante e

antimicrobiana.

Figura 13. Extratos metandélicos das amostras de pélen estudadas.

2.5.2 Propriedades bioativas

Todas as analises foram efetuadas em triplicado.

2.5.2.1 Compostos Fendlicos Totais

Para a determinacdo dos compostos fendlicos seguiu-se o método de Folin-
Ciocalteau descrito por Moreira et al. (2008) e Morais et al. (2011).

As amostras foram preparadas, diluindo o extrato de polen de cada amostra em
metanol (MeOH-EMP). Misturou-se 500 uL. de MeOH.EMP, 500 uL de reagente Folin-
Ciocalteau e 500 pL de Na,COsz; (10% (m/v)). A mistura foi guardada no escuro a
temperatura ambiente durante 1 hora. Posteriormente procedeu-se a medigdo das
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absorvancias a 700 nm num espectrofotometro (Varian UV- Visible Spectrophotometer,
Cary 50 Scan).

O branco foi preparado nas mesmas condi¢oes, sem adicdo de MeOH-EMP.

O é&cido galico (GA) foi utilizado como padrdo (0,01 — 0,7 mM) para a
determinacéo da curva de calibracéo (y = 1.3464 x + 0,0155, R? = 0,9966).

O conteudo de fendis totais foi expresso em mg de equivalentes de &cido

galico/g de extrato de pdlen (GAES).

2.5.2.2 Flavonodides Totais

O teor em flavondides totais foi determinado segundo o método descrito por
Feés et al. (2012).

Para a preparacao da amostra, misturou-se 250 uLL de MeOH-EMP (preparado na
seccdo 2.5.2.1), com 1,25 mL de agua destilada ¢ 75 uL de NaNO, a 5% para tubos de
ensaio. Ap6s 5 minutos em repouso, adicionou-se 150 puL de AICI3.H,0 a 10%.
Passados 6 minutos, adicionou-se 500 uL. de NaOH (1M) e 275 uL de &gua destilada.

A intensidade da cor da mistura foi quantificada por espectrofotometria (Varian
UV- Visible Spectrophotometer, Cary 50 Scan) a 510 nm.

A quecetina (CA) foi utilizada como padrdo (0,05 - 1 mM) para a determinacéo
da curva de calibracéo (y = 0,6292 x — 0,0264, R? = 0,9982).

O teor de flavonoides totais foi expresso em mg de equivalentes de catequina/g
de extrato de pdlen (CAEs).

2.5.2.3 Atividade Antioxidante

Na determinacdo da atividade antioxidante do polen foram utilizados dois
métodos: avaliagdo do efeito bloqueador de radicais livres de DPPH (2,2-difenil-1-

picrilhidrazilo) e avaliagéo do poder redutor.
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2.5.2.3.1 Método do DPPH

A avaliacdo do efeito bloqueador de radicais livres de DPPH foi realizada de
acordo com a metodologia descrita por Ferreira et al. (2009).

Preparou-se uma solucdo mae de poélen, pesando 10 mg/mL de extrato seco de
polen para um frasco, diluiu-se em 1 mL de metanol.

Foram preparadas varias concentragdes a partir da solugdo mée 4; 2; 1,5; 1; 0,75;
0,5 e 0,25 mg/mL, que foram aferidas com metanol em bal6es de 25 mL. Em tubos de
ensaio colocou-se 0,3 mL de cada uma das concentracdes e 2,7 mL de solucdo
metandlica contendo radicais de DPPH (6x10®° mol/l). A mistura foi agitada
vigorosamente e colocada a repousar no escuro durante 60 minutos, ficando com uma
cor amarelada.

A reducéo do radical de DPPH foi determinada por medicdo da absorvancia a
517 nm num espectrofotometro (Varian UV- Visible Spectrophotometer, Cary 50 Scan).

A percentagem do efeito blogqueador do DPPH foi calculada pela seguinte

equacao:

% Efeito bloqueador = [(ADPPH —As) /ADPPH] x 100

Apppn - Absorvancia da solu¢cdo DPPH
As — Absorvancia da solucdo quando o extrato da amostra foi adicionado a um nivel
especifico.

A concentracdo do extrato que induziu uma inibicao de 50% (ECsx) foi calculada
a partir do grafico do efeito da percentagem de eliminagdo de radicais em funcdo da
concentragdo de extrato na solucéo.

2.5.2.3.2 Método do Poder Redutor

O poder redutor foi avaliado de acordo com a metodologia descrita por Berker et
al. (2007).

Num tubo de ensaio colocou-se 1 mL de amostra a diferentes concentracgdes, 2,5
mL de tampéo fosfato 0,2M (pH 6,6) e 2,5 mL de ferrocianeto de potassio a 1% (p/v). A

mistura foi incubada em banho-maria a 50°C, durante 20 minutos. Posteriormente, 0s
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tubos foram arrefecidos a temperatura ambiente. Apos arrefecimento, adicionou-se 2,5
mL TCA (&cido tricloroacético) a 10% (p/v) sendo a mistura agitada vigorosamente.
Retirou-se 2,5 mL do sobrenadante para novos tubos de ensaio, aos quais foram
adicionados 2,5 mL de agua destilada e 0,5 mL de cloreto de ferro a 0,1 % (p/v). A
mistura foi deixada em repouso durante 2 minutos.

As absorvéncias foram medidas a 700 nm, num espectrofotometro (Varian UV-
Visible Spectrophotometer, Cary 50 Scan). O valor de ECs, foi calculado a partir do

gréfico das absorvancias medidas em funcéo das concentragdes de extrato.

2.5.3.4 Atividade antimicrobiana

O efeito antimicrobiano dos extratos de pélen apicola foi avaliado em bactérias
Gram-positivas, Gram-negativas e leveduras.

Os microrganismos utilizados no presente estudo, foram isolados no centro
Hospitalar do Nordeste e identificadas no Laboratério de Microbiologia da Escola
Superior Agraria de Braganca. Utilizaram-se quatro bactérias, duas Gram-negativas
(Shigella dysenteriae ESA38 e Klebsiella pneumoniae ESA36), duas Gram-positivas
(Staphylococcus xylosus ESAS e Staphylococcus epidermidis ESA77) e trés leveduras
(Céandida parapsilosis ESA70, Pichia membranifaciens ESA11 e Zygosaccharomyces
mellis ESA133).

A determinacdo da concentra¢do minima inibitéria (CMI) foi efetuada de acordo
com o método de micro-diluicdo em placa, segundo Cordeiro (2004), com algumas
modificacdes.

Preparou-se uma solucdo de extrato de pdélen com uma concentragdo de 50
mg/mL, diluida em 1 mL DMSO (dimetil sulféxido).

Em microplacas estéreis de 96 pocos, foram colocadas 200 uL. de amostra
(extrato de pdlen) nos pocos da coluna 1. Nos pocos 2 a 8, e de 11 a 12 colocaram-se
100 pL de meio (caldo nutritivo), sendo os pocos 11 e 12 controlo positivo. Engquanto
nos pogos 9 e 10 (controlo negativo), 200 puL de meio.

Posteriormente foram efetuadas dilui¢fes sucessivas até ao pogo 8. De seguida,
adicionou-se 20 pL de cada microrganismo em estudo em todos 0s pogos, ha excegdo
das colunas 1, 9 e 10. Os pocos 9 e 10 foram realizados como controlo. As microplacas

foram fechadas com uma pelicula respiravel. As leveduras foram incubadas durante 48
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horas a 25°C, e bactérias a 37°C durante 24 horas. Apds esse periodo, a todos 0s pogos a
excecdo da primeira coluna, adicionou-se 20 puL de TTC (cloreto de trifenil tetrazolium)
a 1%. Estas foram re-incubadas novamente por mais 3 horas, a 37°C e 25°C para as
bactérias e leveduras, respetivamente, visualizando-se no final a mudanca de cor
(vermelho/rosa), indicando a redugdo do TTC pelos microrganismos.

A concentracdo minima inibitéria (CMI) foi definida como a menor
concentracdo de extrato de polen, capaz de inibir o crescimento visivel, tal como
indicado pela coloracdo do TTC.

O procedimento foi efetuado em triplicado para cada microrganismo e 0s

resultados foram expressos em mg/mL.

2.6 Extracéo dos compostos fenolicos por HPLC

e Extracdo com Amberlite XAD-2

A extracdo do polen para avaliar os compostos fendlicos por HPLC foi efetuada
de acordo com o método descrito por Yao et al. (2003) com algumas modificacGes.

Pesaram-se 259 de pélen, ap6s maceracdo adicionaram-se 250 mL de HCI a pH
2,0. Apos dissolucdo, procedeu-se a filtracdo da mistura, para remover as particulas
solidas do polen. A esta solucdo adicionou-se 100 g de Amberlite XAD-2, agitou-se
durante 20 minutos & temperatura ambiente. Apds a homogeneizagdo, a mistura foi
colocada numa coluna de vidro (bureta). Essa coluna foi lavada com 225 mL de HCl e
225 mL de agua desionizada para se retirar toda a sujidade presente na amostra,
nomeadamente 0s acucares.

Os compostos fendlicos retidos foram extraidos da Amberlite por eluigdo com
250 mL de metanol. O metanol foi posteriormente evaporado num evaporador rotativo
(Rotavapor Buchi RE 111 com um Buchi 461 banho-maria, 2002), a uma temperatura
de 65°C durante aproximadamente 1 hora. Posteriormente adicionou-se 25 mL de NaCl
a 37% e trés vezes 5 mL de éter dietilico. Ap6s homogeneizacao, a mistura foi deixada
em repouso para visualizar as duas fases. O sobrenadante foi retirado para um matraz
em formato de péra com ajuda de uma pipeta de Pasteur. O éter dietilico foi evaporado a

30°C aproximadamente 5 a 10 minutos, obtendo-se assim o extrato seco de polen.
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Por fim, foi adicionado 1 mL de metanol e filtrou-se a solucdo através de uma
seringa estéril. O filtrado foi colocado num vial.

e Extracdo metandlica (sem resina Amberlite XAD-2)

Para um tubo de ensaio pesaram-se 0,06g de extrato seco de polen obtido na seccéo
2.5.1 e adicionaram-se 0,5 mL de metanol. Ap6s homogeneizacao, a solucao foi filtrada

por uma seringa estéril, para um vial devidamente identificado.

2.6.1 Analise por HPLC

O perfil fendlico foi analisado por HPLC, utilizando-se dois eluentes: solugdo
aquosa de &cido formico a 0,1% (A) e acetonitrilo (B).

O gradiente utilizado foi: 80% do eluente A e 20% do eluente B no inicio da
corrida; aos 10 minutos: 70% A e 30% B; aos 40 minutos: 60% A e 40% B; aos 60
minutos: 40% A e 60% B; aos 80 minutos 10% A e 90% B, seguido pelo retorno as
condigdes iniciais.

As analises foram realizadas num cromatdgrafo constituido: por uma bomba
terndria Varian, modelo 9010 (Fluxo de 1 mL por minuto); injector HTA, modelo
HT800L e detetor de U.V Varian, modelo Prostart 330 - PDA (Photodiod Array
detector), com um comprimento de onda de leitura de registo 280 nm. Para a separacéo
cromatografica utilizou-se uma coluna (250 mm x 4,6 mm) Nucleosil C18 (Macherey-
Nagel), que se encontrava a uma temperatura de 30°C.

Foram utilizados 13 padrdes, catequina, acido trans-cindmico, p-cumarico,
quercetina, acido 4-hidroxibenzoico, &cido galico, acido 3,4-dihidroxibenzoico, acido
elagico, crisina, trihidroxiflavonona, miricetina, campferol, acido ferdlico e
pinocembrina.

A aquisicdo e tratamento de dados foram efetuados através do software Star

Chromatography Workstation, version 6.41 (Fig. 14).
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Figura 14. Cromatdgrafo de alta eficiéncia com detetor de Diodo-Array.

2.7 Analise Estatistica

A andlise estatistica dos dados foi efetuada utilizando o programa SPSS
(Statistical Package for Social Sciences) verséo 21.0.

As diferencas entre as amostras foram avaliadas, através do teste one-way de
variancia (ANOVA), e pelo teste de Tukey para um nivel de significancia p = 0,05.
Valores de p menor ou igual a 0,05 foram considerados como estatisticamente
significativos.

Para avaliar as correlacbes entre os varios parametros utilizou-se o teste de

Pearson.
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3. Resultados e Discussao

3.1 Andlise Polinica

Os resultados obtidos na analise polinica estdo sumariados na figura 15. Da
analise da figura verifica-se que todas as amostras de polen analisadas a excecdo da
amostra B0 sdo heteroflorais, pois apresentaram uma grande variedade de cores, isto é

diversos tipos de pdlen e, consequentemente varias espécies botanicas.

M Trifolium
100,0 -  Rubus
90,0 - i Leontodon
Q 80,0 1 M Cast
astanea
> 70,0 -
% 60,0 - M Echium
(=)
g 50,0 M Cistus
§ 40,0 1 M Prunus
D 30,0 -
o i Cytisus
20,0 -
10,0 - i Quercus
0,0 - = = M Brasica
BO Fresco BO Seco B1 B2
Amostras

Figura 15. Representacdo dos pdlens obtidos nas diferentes amostras de polen.

D = pélen dominante (> 45%), A = p6len acessorio (16-46%), I= polen isolado (3%-15%)

Nas amostras analisadas foram identificadas 10 espécies de pdlen pertencentes a
8 familias boténicas, Trifolium sp (Fabaceae), Rubus sp (Rosaceae), Leontodon sp
(Asteraceae), Castanea sativa (Fagacea), Echium sp (Boraginaceae), Cistus sp
(Cistaceae), Prunus sp (Prunaceae), Cytisus sp (Fabaceae), Quercus sp (Fagaceae) e
Brasica sp (Brasicaceae).

As espécies dominantes (> 45%) foram: Rubus sp na amostra BO fresco (92,5%)
e B0 seco (89,5%). Cytisus sp na amostra B1 (64%) e Quercus sp na amostra B2
(55,5%).
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Como pdlen acessorio (16 — 45%), foram identificadas espécies como, Castanea
sativa nas amostras BO seco (17%) e na B1 (21%), e Brasica sp na amostra B2 (39%).
Como espécies isoladas salienta-se a presenca de Leontodon sp na amostra BO seco
(3%), Castanea sativa na amostra BO fresco (6%) e B2 (3%) e a Prunus sp com 13% na
amostra B1.

Castanea sativa estava presente em todas as amostras de polen, o que ja era
esperado, uma vez que esta espécie € muito abundante na regido de Tras-os-Montes.
Trifolium sp foi encontrada em todas as amostras analisadas, hd excecdo do polen BO
fresco.

Estes resultados sdo corroborados pelas observagdes de Pires et al. (2005), pois
segundo estes autores as familias botanicas dominantes em Tras-os-Montes sdo
Rosaceae, Leguminosae, Fagaceae, Boraginaceae, Labiatae e Ericaceae.

Morais et al. (2009), Nogueira et al. (2012) e Forcone et al. (2011) verificaram
que, as familias mais abundantes em amostras de pdlen de Portugal e da Argentina
foram a Cistaceae e Asteraceae, respetivamente. Estas diferencas podem estar
relacionadas com a genética das espécies florais, a regido, as condic¢des climaticas, o
solo e a idade da planta (Luz et al., 2010; Carpes et al., 2013).

3.2 Contaminacgdo microbiana

Durante a colheita, limpeza, secagem, armazenamento e comercializacdo do
polen apicola, se ndo existirem boas praticas, este produto pode ser contaminado por
uma grande variedade de microrganismos.

Portugal carece de legislacdo, pois ndo existem pardmetros microbiolégicos
para o pélen apicola. No entanto a Suica, Argentina, Brasil, Bulgaria, Espanha (Féas et
al., 2012) e a Polonia (Arruda et al., 2013) ja estabeleceram padrBes oficiais de
qualidade para este produto apicola.

Na tabela 2 e 3 apresentam-se 0s resultados obtidos para os parametros
microbioldgicos do pdlen apicola sujeito a diferentes processos de conservagao.

Da anélise da tabela 2, verifica-se que os aerdbios mesofilos, variaram entre 1,39
x10% + 2,08x10 UFC/g para a amostra B0 e 6,83x10 + 6,71x10 UFC/g na amostra B1.
As amostras BO e B1, diferiram significativamente entre si (p <0,05), enquanto que as

amostras B1 e B2 ndo diferiram no que diz respeito a quantidade de aerébios mesofilos.
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Apesar destes microrganismos estarem presentes em todas as amostras analisadas
(100%) os valores obtidos situaram-se dentro dos limites estabelecidos pelo Cédigo
Alimentario Argentina (1998), que estabelece o valor maximo de 1,5x10° UFC/g para
aerobios mesofilos a 30°C. Isto sugere, que as condicBes de higiene durante a colheita,
limpeza, secagem e armazenamento foram adequadas.

Os bolores e leveduras variaram entre 2x10 + 1x10 e 7,3x10 + 2,5x10 UFC/g na
amostra B1l, B2 respetivamente, verificando-se que as amostras ndo diferiram
estatisticamente entre si. Estes valores estdo em concordancia com o Cdédigo
Alimentario Argentino (1998) que considera limites maximos de 10° UFC/g. Neste
estudo os bolores e leveduras foram encontrados em 100% das amostras analisadas, tal
qual o observado por Coronel et al. (2004) em amostras de polen da Argentina. No
entanto, Estevinho et al. (2012) e Nogueira et al. (2012) em polen Portugués
verificaram a presenga deste indicador de qualidade comercial em apenas 60 e 50% das
amostras estudadas.

Os coliformes totais oscilarem entre 2,67x10% + 2,57x10° UFC/g (B0) e <10
UFC/g (B1 e B2). Nao se verificaram diferencas significativas entre as amostras.
Sugerindo que o pdélen apicola foi bem processado e manipulado. Os nossos resultados
sdo corroborados pelas observacdes de Nogueira et al. (2012) e Féas et al. (2012).

Os indicadores de qualidade sanitaria S. aureus e E. coli e os indicadores de
seguranca (Clostridios sulfito redutores) estavam ausentes em todas as amostras

analisadas, sugerindo que a manipulacéo foi adequada.
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Tabela 2. Valores obtidos para 0s parametros microbioldgicos nas amostras de pélen
desidratado.

Amostras
BO B1 B2
Aerobios Mesofilos 3 2
23(;98211% * 683x10+671a 0x10 ﬁ 3,16x10
(UFC/g) ’ ¢ a
Bolores e leveduras
+ + +
(UFC/g) 7,3x10+2,5%x10a 2x10 + 10,00 a 2x10+ 1x10 a
S.aureus (UFC/q) <10 a <10a <10a
Coliformes totais 2 67x10% +
' ? <10 a <10a
(UFC/g) 2,57x10° a
Escherichia coli ausente Ausente Ausente
(UFC/g)
Clostridios sulfito
ausente Ausente Ausente
redutores
(em 0,01g)

Letras (a,b,c) os polens sdo diferentes pelo teste de Tukey, para um nivel de significancia de p <0,05.

Relativamente a amostra que sofreu dois processos de conservacdo verificaram-
se diferencas significativas (p <0,05) entre os dois processos, para 0s aerébios mesofilos
e para os bolores e leveduras sendo os valores obtidos para os bolores e leveduras mais
elevados, no pélen congelado. Este facto pode estar relacionado com o processo de
congelago. Os coliformes totais oscilarem entre 2,67x10% + 2,57x10? UFC/g (B0 seco)
e <10 UFC/g (BO fresco).

Relativamente aos indicadores de qualidade sanitaria, S.aureus e E.coli, e 0s
esporos de Clostridios sulfito redudores, encontravam-se também ausentes na amostra

de polen congelado. N&o se verificaram diferencas significativas entre as amostras.
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Tabela 3. Valores obtidos para os parametros microbioldgicos na amostra de poélen
desidratado e congelado.

Amostras
B0 seco BO fresco
Aerébios Mesofilos ; , ,
(UFClg) 1,39x10° + 2,08%x10 a 3,09x10° +1,14x10° b
Bolores e leveduras , ,
7,3x10 £ 2,5x1 7,67x10° + 6,45x1
(UFCg) ,3x10+2,5%x10a ,67x10° £ 6,45%x10° b
S.aureus (UFC/g) <10 a <10 a
Coliformes totais (UFC/g) 2 67x10%+ 2 57x102 a <10 a
Escherichia coli (UFC/g) ausente Ausente
Clostridios sulfito redutores
ausente Ausente

(em 0,01g)

Letras (a,b,c) os polens sdo diferentes pelo teste de Tukey, para um nivel de significancia de p <0,05.

3.3 Composicao fisico-quimica do poélen

Para avaliar as carateristicas fisico-quimicas do pdlen apicola foram
determinados, o teor em humidade, atividade da &gua (aw), pH, cinzas, agucares
redutores, proteinas, lipidos, teor em hidratos de carbono, o valor energético e o perfil
de acidos gordos. A composicao fisico-quimica das amostras de pélen desidratado e
congelado apresentam-se na tabela 4 e 5.

As amostras analisadas apresentaram varia¢Oes, que podem estar relacionadas
com a origem geografica, tempo de recolha, espécies vegetais, solo, meio ambiente e
nutrientes presentes na planta (Manning, 2006; Carpes et al., 2008; Estevinho et al.,
2012).

O pH das amostras de po6len desidratadas oscilou entre 5,86 + 0,03 (B2) e 4,68 +
0,20 (BO). Verificaram-se diferencas significativas (p <0,05) entre as varias amostras
analisadas. Os valores obtidos para o pH estéo de acordo com a legislagéo brasileira e o

Codigo Alimentario Argentino (1998) (4 a 6), e com os resultados publicados por
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Herbet et al. (1978), Coronel et al. (2004), Marchini et al. (2006), em amostras de polen
desidratado da América, Argentina e Brasil, respetivamente.

Relativamente a a,,, a amostra B1 (0,34 + 0,02) apresentou o valor mais elevado,
e a amostra B2 o mais reduzido (0,28 + 0,01). A amostra B1 diferia estatisticamente (p
<0,05) das amostras BO e B2. Todos os valores obtidos foram similares aos obtidos por
Morais et al. (2009), Feas et al. (2012) e Nogueira et al. (2012) para amostras de pdlen
desidratadas de Portugal.

O teor em cinzas variou entre 1,98 + 0,08% (B0) e 2,59 + 0,02% (B2).
Verificaram-se diferengas significativas (p <0,05) entre a amostra B2 e as restantes
amostras analisadas. Todos os valores obtidos estdo de acordo com o Cédigo
Alimentario Argentino (1998), isto €, compreendidos entre 2% a 5%. Foram também
idénticos aos determinados por Almeida-Muradian et al. (2005) (2,1 + 0,8%) e Bonvehi
et al. (1997) (4,8%) em amostras de polen desidratado do Brasil e da Espanha,
respetivamente.

A humidade desempenha um papel muito importante nas carateristicas
organoléticas do polen (Coronel et al., 2004). O contetdo de humidade nas amostras
desidratadas analisadas variou entre 15,13 + 0,21% (B2) e 17,30 + 0,14% (B1). A
amostra B2 foi significativamente diferente (p <0,05) das amostras BO e B1 que nao
diferiram significativamente entre si. Todas as amostras apresentaram um teor de
humidade elevado, ultrapassando os limites maximos estabelecidos pela legislacdo do
Brasil (4%), Argentina (8%), Bulgaria (10 %), Poldnia e Suica (6%) (Melo et al., 2011).
Os nossos resultados sugerem que as amostras de polen desidratado ndo podiam ser
comercializadas, uma vez que ultrapassaram os valores estabelecidos pela legislacao.
Convém no entanto salientar que Portugal carece de especificacdes para este produto
apicola. Segundo Marchini et al. (2006) esta situacdo pode estar relacionada com o
facto, do polen ser um produto higroscopico, sendo afetado facilmente pelas condicBes
ambientais. Teores de agua elevados favorecem a multiplicacdo de microrganismos, no
entanto, teores abaixo de 3% podem afetar negativamente a cor e estimular processos
quimicos, tais como reacGes de Maillard, perda de compostos volateis e promover o
aparecimento de odores indesejaveis (Estevinho et al., 2012).

O contetdo em proteina no polen variou entre 24,53 + 0,36% (B2) e 17,81 +
0,09% (B1). A amostra B2 foi estatisticamente diferente (p <0,05) das amostras BO e
B1. Os nossos resultados foram similares aos obtidos por Almeida-Muradian et al.
(2005), Gonzalez-Martin et al. (2007) e Carpes et al. (2008) em amostras de polen do
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Brasil e Espanha. O teor de proteina do polen Portugués obtido por Estevinho et al.
(2013) variou entre 34,18% a 24,23%.

O teor em gordura total variou entre 8,60 + 0,09% (BO0) e 4,38 + 0,09 % (B1).
Estatisticamente a amostra BO diferiu significativamente (p <0,05) das restantes. Os
resultados obtidos neste trabalho foram idénticos aos de Herbert et al. (1978), Almeida-
Muradian et al. (2005) e Marchini et al. (2006), em amostras de polen dos Estados
Unidos da América e do Brasil, respetivamente, e ligeiramente superiores aos
determinados por Nogueira et al. (2012), em amostras de polen de Portugal.

A amostra de polen desidratado que apresentou maior teor em hidratos de
carbono foi a amostra B1 (75,79 + 0,08%). O valor mais reduzido observou-se na
amostra B2 (68,37 + 0,77%). Verificaram-se diferencas significativas (p <0,05) entre as
amostras B0 e B2. Os nossos resultados foram semelhantes aos obtidos por Nogueira et
al. (2012) (84,25% - 69,68%), Feés et al. (2012) (70,5% - 61,2%) e Estevinho et al.
(2013) (70,6% - 60,82%), em amostras de pdlen de Portugal.

O conteudo em acgucares redutores foi maior na amostra BO (53,55 + 0,60%) e
menor na amostra B2 (42,46 + 0,32%). Pelo teste de Tukey observaram-se diferencas
significativas (p <0,05) entre as trés amostras. Os nossos resultados sdo similares aos
obtidos por Carpes (2008) em amostras de polen do Brasil que variaram entre os 48,79
+ 4,16%, e ligeiramente superiores aos de Gonzalez-Martin et al. (2007) em amostra de
polen da Espanha (23,2 a 40,8%). Segundo Silva et al. (2006) e Carpes et al. (2009), o
teor de acUcares redutores elevado no pélen esta associado a quantidade de mel ou
néctar presentes neste produto.

O valor energético dos polens analisados oscilou entre 411,90 + 1,63 Kcal/100g
(B2) e 435,28 + 0,48 Kcal/100g (BO), verificou-se que a amostra BO diferiu
significativamente (p <0,05) das amostras B1 e B2. Nogueira et al. (2012) e Féas et al.
(2012) obtiveram valores idénticos em amostras de pélen Portugués. Estes valores

sugerem que o pélen apicola € uma boa fonte de energia.
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Tabela 4. Composicdo quimica das amostras de polen apicola desidratado.

Amostras
BO Bl B2
pH 4,68+0,20 a 5,28+0,09 b 5,86+0,03 ¢
Atividade da agua
0,29+0,00 a 0,34+0,02 b 0,28+0,01 a
(aw)

Cinzas (%) 1,98+0,08 a 2,18+0,30 a 2,59+0,02 b
Humidade (%) 17,12+0,15 b 17,30+0,14 b 15,13+0,21 a
Proteinas (%) 18,94+1,94 a 17,81+0,09 a 24,53+0,36 b

Lipidos (%) 8,60+0,09 b 4,38+0,09 a 4,45+0,31 a

Hidratos de Carbono
71,55+0,96 a 75,79+0,08 b 68,37+0,77 a
(%)
Acucares redutores
53,55+0,60 ¢ 48,86+1,32 b 42,46+0,32 a
(%)
Valor energético
435,28+0,48 b 413,87+0,14 a 411,90+1,63 a

(Kcal/100g)

Letras (a,b,c) os polens sdo diferentes pelo teste de Tukey, para um nivel de significancia de p <0,05

Os valores obtidos para a amostra de pdlen que sofreu os dois processos de
conservacao apresentam-se na tabela 5.

Verificou-se que os valores obtidos para o pH (5,60 + 0,11) e para a a,, (0,59 +
0,01) do podlen congelado foram superiores ao do poélen desidratado. Para ambos 0s
parametros analisados verificaram-se diferencas significativas entre as amostras
desidratadas e congeladas (p <0,05). O pH da amostra congelada situou-se dentro dos
valores legislados. Convém salientar que a a, elevada favorece o crescimento de
bactérias e fungos, principalmente de fungos produtores de micotoxinas (Morgano et
al., 2011).

N&o se verificaram diferencas significativas no teor de cinzas da amostra
desidratada e congelada. Os resultados obtidos para a amostra congelada foram
idénticos aos observados por Almeida-Muradian et al. (2005) e por Vit. et al. (2008) em

amostras de polen congelado do Brasil e da Venezuela.
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O conteddo de humidade da amostra congelada (25,22 + 0,06%) foi superior ao
da amostra desidratada (17,12 + 0,15%). As amostras apresentaram diferencas
significativas (p <0,05) entre si. Almeida-Muradian et al. (2005), Human et al. (2006) e
Vit. et al. (2008) obtiveram valores mais reduzidos para este pardmetro em polen do
Brasil, Africa do Sul e Venezuela, respetivamente.

No que diz respeito ao teor em proteina, ndo se verificaram diferencas
significativas entre as amostras. Vit. et al. (2008), obtiveram valores superiores para
este parametro em amostras de polen congelado da Venezuela, porém os resultados
obtidos por Almeida-Muradian et al. (2005) em pdlen congelado do Brasil foi idéntico
aos observados neste estudo.

No que diz respeito ao teor em gordura a amostra congelada e desidratada
diferiram significativamente (p <0,05) entre si. O valor obtido para o pélen congelado,
foi similar ao valor determinado por Human et al. (2006) em amostras de pélen da
Africa do Sul.

Os nossos resultados sdo corroborados pelas observacfes de Human et al.
(2006). Este autor verificou que o teor em hidratos de carbono do polen congelado era
mais elevado do que os do poélen desidratado. O teor em hidratos de carbono da amostra
congelada foi superior ao da amostra desidratada. As diferencgas entre as amostras foram
estatisticamente significativas (p <0,05).

Relativamente ao contelldo em acucares redutores, este foi superior na amostra
desidratada. Observaram-se diferencas significativas (p <0,05) entre as duas amostras.

Verificaram-se diferencgas significativas (p <0,05) entre o valor energético da
amostra de pdlen congelada e desidratada. O polen desidratado obteve maior valor
energético quando comparado com o congelado. Este facto sugere que o pdlen
desidratado (BO seco) € mais concentrado do que o polen congelado (BO fresco),
afetando deste modo a composi¢éo percentual da amostra.
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Tabela 5. Composicao quimica da amostra de p6len apicola desidratado e congelado.

Amostras
BO seco BO fresco

pH 4,68+0,20 a 5,60+0,11 b

Atividade da agua (aw) 0,29+0,00 a 0,59+0,01 b

Cinzas (%) 1,98+0,08 a 1,800,02 a
Humidade (%) 17,12+0,15 a 25,22+0,06 b
Proteinas (%) 18,94+1,94 a 17,60+0,53 a

Lipidos (%) 8,60+0,09 a 4,80+0,74 b
Hidratos de Carbono (%) 71,55+0,96 a 75,79£1,25 b
Aclcares redutores (%) 53,55+0,60 a 44,02+0,48 b

Valor energético

435,28+0,48 a 416,83+£3,82 b

(Kcal/1009)

Letras (a,b,c) os polens sdo diferentes pelo teste de Tukey, para um nivel de significancia de p <0,05

3.4 Perfil de acidos gordos

A composicdo e analise do perfil dos acidos gordos das amostras de pdlen
apicola apresentam-se na tabela 6 e 7.

Da andlise as tabelas verifica-se que no total foram encontrados 17 acidos
gordos, 10 pertencem a familia dos acidos gordos saturados (SAT), 4 a familia dos
acidos gordos monoinsaturados (MUFA) e 3 pertencem a familia dos acidos gordos
polinsaturados (PUFA).

Relativamente as amostras desidratas (B0, B1 e B2), constatou-se que a amostra
BO foi estatisticamente diferente (p <0,05) das amostras B1 e B2 no que diz respeito ao
conteudo de gordura saturada (SAT), tendo variado entre os 1,21 + 0,00 % (B1) e 2,80 +
0,09 % (BO). Em relacéo aos acidos gordos monoinsaturados (MUFA), observaram-se
diferencas significativas (p <0,05) entre as trés amostras desidratadas. O teor destes
compostos oscilou entre 1,33 + 0,02% (B0O) e 0,21 + 0,03% (B2). Relativamente aos
acidos polinsaturados (PUFA), observou-se que a amostra BO diferencia-se

significativamente (p <0,05) das amostras B1 e B2.
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No que diz respeito a amostra que sofreu os dois processos de conservacéo,
verificaram-se diferencas significativas (p <0,05) no teor em gordura saturada (SAT),
MUFA e PUFA. O contetdo dos SAT variou entre 2,80 + 0,09% (BO seco) e 1,50
0,16% (BO fresco). No que respeita aos MUFA estes oscilaram entre 1,33 + 0,01% (BO
seco) e 0,45 + 0,03% (BO fresco). Os valores obtidos para os PUFA variaram entre 3,91

+0,04% e 2,36 + 0,16%, para o polen desidratado e congelado, respetivamente.

Relativamente aos teores de acido butirico (C4), acido caproico (C6), acido
caprilico (C8), &cido céprico (C10), &cido palmitoléico (C16:1), acido araquidico (C20),
acido gadoléico (C20:1), &cido eicosapentaendico (C20:5), &cido beénico (C22) e &cido
erucico (C22:1) ndo se observaram diferencas significativas (p <0,05) entre as varias

amostras analisadas.

Os resultados da tabela 6, referente as amostras desidratadas demonstram que 0s
acidos laurico (C12), miristico (C14), palmitico (C16), estedrico (C18), variam entre
0,00 + 0,00% (B1 e B2) a 0,12 + 0,00% (B0), 0,00 + 0,00% (B1) a 0,36 + 0,05% (BO0),
0,91 + 0,02% (B2) a 1,94 + 0,06% (BO) e 0,04 + 0,05% (B1) a 0,26 + 0,01% (BO),
respetivamente. Verificaram-se diferencas significativas (p <0,05) entre a amostra BO
com as amostras B1 e B2, para todos estes acidos gordos analisados.

Os valores obtidos para o acido oleico (C18:1) oscilaram entre 1,33 + 0,01%
(BO) e 0,21 + 0,03% (B2), sendo de notar a existéncia de diferencas significativas (p =
0,05) entre as trés amostras em estudo. O conte(do mais elevado de &cido linoleico
(C18:2) foi de 2,94 + 0,02% na amostra BO, enquanto a amostra B2 apresentou o nivel
mais baixo 0,95 + 0,07%. Observaram-se diferencas significativas (p <0,05) entre a
amostra BO em relacdo a B1 e B2, ndo ocorrendo o mesmo entre as amostras B1 e B2
desidratadas. Relativamente ao &cido linolénico (C18:3), os valores obtidos variaram
entre 0,96 + 0,00% na amostra B1 e 1,20 + 0,09% na B2. N&o se observaram diferencas
significativas entre as amostras.

Na tabela 7 apresentam-se os resultados obtidos na amostra que foi desidratada e
conservada no congelador. O processo de conservacgéo influenciou significativamente (p
<0,05) o teor de acidos gordos, nomeadamente o acido laurico (C12), miristico (C14),
palmitico (C16), estearico (C18), oleico (C18:1), linoleico (C18:2) e linolénico (C18:3).
Constatou-se que o teor destes acidos na amostra desidratada foi superior ao da amostra

congelada.
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Em todas as amostras de polen analisadas quer sejam desidratadas, quer
congeladas, os PUFA foram o0s que se encontram em maior quantidade em todas as
amostras analisadas, seguido pelos SAT e MUFA. Os nossos resultados séo
corroborados pelas observacbes de Estevinho et al. (2012) em amostras de pdlen
Portugués desidratadas. O acido gordo mais abundante em todas as amostras estudadas
foi o &cido linoleico (C18:2), seguido dos acidos linolénico (C18:3) e oleico (C18:1). Os
valores obtidos sdo inferiores aos descritos por Bonvehi et al. (1997) em amostra de
polen desidratado de Espanha. Os valores obtidos para estes acidos gordos por estes
investigadores foram 31,3%, 12,4% e 19,1%, respetivamente. Estes acidos gordos, ricos
em 6mega 3, 6 e 9 devem fazer parte da alimentacdo humana, pois 0 nosso organismo €
incapaz de os sintetizar (Ceksteryté et al., 2008).

Os perfis de acidos gordos obtidos no nosso trabalho foram semelhantes aos
descritos por Szczesna (2006b), Estevinho et al. (2012) e Féas et al. (2012) em amostras

de pdlen desidratado da Coreia e China, Polénia e Portugal.
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Tabela 6. Perfil dos &cidos gordos das amostras de pdlen desidratado.

Gordura
Amostras SAT MUFA PUFA N.1 C4 C6 C8 C10
total
BO 8,61+0,09b 2,80+0,09b  1,33+0,01c  3,91+0,04b  057+0,13a 0,02+0,02a 0,04+0,02a 0,10+0,00a  0,01+0,00 a
Bl 439+0,09a 1,21+000a 043+001b 2,00+000a 0,75+0,08a 0,03+0,04a 0,05+00l1a 0,11+0,0l1a 0,02+0,00 a
B2 445+0,31a 1,24+0,07a 0,21+0,03a 2,25+0,31a 0,75+0,04a 0,03+0,0l1a 0,05+0,0la 0,11+0,01a  0,00+0,00 a
Amostras C12 Cl4 C16 C16:1 C18 C18:1 C18:2 C18:3 C20
BO 0,12+0,00b  0,36+0,05b  1,94+006b  0,00+0,00a 0,26+0,01b  1,33+0,01c 2,94+0,02c 0,98+0,02b  0,00+0,00 a
Bl 0,00+0,00a 0,00+0,00a 0,98+0,01a 0,00£0,00a  0,04+0,05a 0,40+0,06b  1,04+0,00a 0,96+0,00ab  0,00+0,00 a
B2 0,00+0,00a 0,91+0,02a 0,91+0,02a 0,00+0,00a 0,11+0,02a 0,21+0,03a  0,95+0,07a 1,20+0,09b  0,00+0,00 a
Amostras C20:1 C20:5 Cc22 Cc22:1
BO 0,00+0,00a 0,00+0,00a 0,00+0,00a  0,00+0,00 a
N.I — Nao identificados
Bl 0,00+0,00a 0,00+0,00a 0,00+0,00a  0,04+0,05 a SAT — Saturados
MUFA — Monoinsaturados
B2 0,00£0,00a 0,11+0,15a 0,06+0,08a  0,00+0,00 a PUFA — Polinsaturados

Letras (a,b,c) os polens sdo diferentes pelo teste de Tukey, para um nivel de significancia de p <0,05.



Tabela 7. Perfil dos &cidos gordos da amostra de pdlen desidratado e congelado.

Gordura
Amostras SAT MUFA PUFA N.I C4 C6 C8 C10
total

BO seco 8,60+0,09a  2,80+0,09 a 1,33+0,01a 3,91+0,04a 0,57+0,13a 0,02+0,02a 0,04+0,02a 0,10+0,00a  0,01+0,00 a
BO fresco 480+0,74b 1,50+0,16b  0,45+0,03b 2,36x0,16b  0,50+0,40a 0,04+0,01a 0,04+0,00a 0,09+0,01a  0,00+0,00 a
Amostras C12 C14 C16 Cil6:1 C18 C18:1 C18:2 C18:3 Cc20

BO seco 0,12+0,00a  0,36%0,05 a 1,94+0,06 a 0,00+0,00a 0,26+0,01 a 1,33£0,01a 2,94+0,02a 0,98+0,02a  0,00+0,00 a
BO fresco 0,01+0,00b  0,13+0,16 b  1,06£0,07b  0,00+0,00a 0,08+0,02b 0,45+0,03b 1,68+0,05b  0,69+0,11b  0,00+0,00 a
Amostras C20:1 C20:5 C22 Cc22:1

BO seco 0,00+0,00a 0,00+0,00a 0,00+0,00a  0,00+0,00 a
BO fresco 0,00+0,00a 0,00+0,00a 0,00+0,00a  0,00+0,00 a

Letras (a,b,c) os polens sdo diferentes pelo teste de Tukey, para um nivel de significancia de p <0,05.

N.I — Nao identificados

SAT — Saturados

MUFA — Monoinsaturados
PUFA - Polinsaturado



3.4 Correlacéo entre a composicao fisico-quimica e a microbiota do
pblen apicola

As correlacbes entre a composicdo fisico-quimica e 0s parametros
microbiologicos para o polen desidratado e congelado, apresentam-se nas tabelas 8 e 9.

No que diz respeito ao pH verificou-se uma correlacdo positiva com as
proteinas. Esta correlacdo pode ser explicada pelo facto da solubilidade das proteinas
depender do pH, isto €, a desnaturacdo das proteinas pode provocar varia¢fes de pH. A
correlacdo entre a a,, a humidade e os bolores e leveduras foi altamente significativa (p
<0,01). De facto, valores de a,, € humidade elevada facilitam o crescimento microbiano.

Constatou-se uma correlagéo positiva altamente significativa (p <0,01) entre os
acucares redutores, os lipidos, valor energético e aerobios mesoéfilos. A correlacdo entre
0s acUcares redutores e os coliformes totais foi significativa (p <0,05). Os lipidos
apresentaram uma correlacdo positiva altamente significativa (p <0,01) com o valor
energético e com os aerdbios mesofilos e, uma correlagdo positiva significativa (p
<0,05) com os coliformes totais. A correlacdo entre os hidratos de carbono e os bolores
e leveduras é significativa. Esta correlacdo pode ser explicada, pelo facto dos hidratos
de carbono serem a principal fonte de carbono e energia utilizada por estes
microrganismos.

Observou-se uma correlagdo positiva altamente significativa (p <0,01) entre o
valor energético e os aerobios mesofilos, sendo a correlagdo entre o valor energético e
coliformes totais positiva e significativa (p <0,05). Esta correlacdo sugere que, quanto
maior for o valor energético do produto maior é a disponibilidade de nutrientes para o
crescimento microbiano.

Os aerdbios mesoéfilos apresentaram uma correlacdo positiva significativa (p

<0,05) com os coliformes totais.
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Tabela 8. Matriz de

desidratado.

correlacdo de Pearson entre a composicdo fisico-quimica e os parametros microbioldgicos para as amostras de poélen

Acucares IR Valor Aerdbios  Bolorese  Coliformes
g7 B Cirgee [RLGreEes redutores FrgEng - Lisides éle energético Mesofilos  Leveduras totais
carbono
pH 1
a, 0,271 1
Cinzas 0,449 -0,658 1
Humidade 0,14 0,984** 0,737 1
Aclcares  gg54 0377 -0,328 -0,237 1
redutores
Proteinas 0,559 -0,536 0,951** -0,606 -0,543 1
Lipidos -0,847 -0,325 -0,334 -0,161 0,841** -0,321 1
Hidratos de -0,094 0,685 -0,803 0,669 0,116 -0,848 -0,228 1
carbono
Valor -0,864 -0,23 -0,446 -0,062 0,862** -0,428 0,993** -0,114 1
energético
Aerobios -0,811 -0,261 -0,353 -0,114 0,753** -0,283 0,967** -0,199 0,963** 1
Meséfilos
Bolores e 0,304 0,979** -0,611 0,973** -0,413 -0,419 -0,25 0,539 -0,168 -0,184 1
Leveduras
Coliformes 0590  -0,278 -0,235 -0,181 0,591* -0,317 0,745* -0,108 0,735* 0,707* -0,238 1
totais

** Correlacgéo é significativa ao nivel de 0,01
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Da anélise da tabela 9 verifica-se uma correlacdo positiva entre o pH e 0s
acucares redutores. A correlacdo entre o pH, proteinas, lipidos e valor energético foi
positiva e altamente significativa (p <0,01). Relativamente a a,, a correlagdo com o0s
hidratos de carbono foi altamente significativa (p <0,01), enquanto que, com as cinzas,
humidade e bolores e leveduras foi significativa. Este resultado sugere que quanto maior
for a a, maior é a quantidade de agua disponivel no alimento, o que o torna mais
propicio ao desenvolvimento de bolores e leveduras.

A correlacdo entre as cinzas e os hidratos de carbono foi altamente significativa
(p <0,01). Verificou-se uma correlagéo positiva altamente significativa (p <0,01) entre a
humidade, os hidratos de carbono e os bolores e leveduras. A correlagdo entre a
humidade e os aerébios mesdfilos foi significativa.

No caso, dos acgucares redutores observou-se uma correlacdo positiva altamente
significativa (p <0,01) com os hidratos carbono, e uma correlagdo positiva com 0s
aerobios mesofilos. A correlacdo das proteinas com os hidratos de carbono e o valor
energético foi positiva e altamente significativa (p <0,01).

No que diz respeito aos lipidos, verificou-se uma correlacdo positiva altamente
significativa (p <0,01) com o valor energetico. Isto ja era esperado uma vez que o valor
energeético depende dos lipidos.

Os aerdbios mesoéfilos apresentaram uma correlacdo positiva significativa com
os bolores e leveduras, de facto, a maioria das condi¢bes que favorecem o crescimento

de ambos o0s grupos de microrganismos séo idénticas.
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Tabela 9. Matriz de correlacdo de Pearson entre os parametros fisico-quimicos e os microbiolégicos para a amostra de pdlen congelado.

. Hidratos 0
pH aw Cinzas  Humidade DRI Proteina  Lipidos de Val?'f Aerob_los Bolores e
redutores energético  Mesofilos Leveduras
carbono
pH 1
aw -0,966 1
Cinzas -0,59 0,78 1

Humidade -0,443 0,661 0,985 1

Acucares g gss 0332 0,332 0,489 1

redutores

Proteinas 1,000** -1,000 -1,000 -1,000 -1,000 1

Lipidos 1,000** -1,000 -1,000 -1,000 -1,000 1,000** 1
Hidratos de -1,000 1,000** 1,000** 1,000** 1,000** -1,000 -1,000 1

carbono

Valor 1,000** -1,000 -1,000 -1,000 -1,000 1,000**  1,000** -1,000 1
energético
Aerobios 0,343 -0,088 0,556 0,69 0,969 -1,000 -1,000 1,000** -1,000 1
Meséfilos
Bolores e -0,448 0,665 0,986 1,000** 0,484 -1,000 -1,000 1,000** -1,000 0,686 1
Leveduras

** Correlacdo ¢ significativa ao nivel de 0,01
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3.6 Identificacdo de leveduras

Na tabela 10 apresentam-se as leveduras que foram isoladas e identificadas a
partir de amostras de polen.

Foram identificadas duas espécies de leveduras nas quatro amostras em estudo,
sendo que, Rhodotorula mucilaginosa spp foi encontrada no pdélen desidratado e
Cryptococcus laurentii spp no pélen congelado.

Rhodotorula mucilaginosa spp é uma levedura ambiental que pode ser
encontrada no ar, solo e 4gua quente e salgada. Tem sido reconhecida como agente
patogénico para os seres humanos, podendo ser também usada como um indicar de falta
de higiene (Nogueira et al., 2012).

Cryptococcus laurentii  spp pode provocar doengas em individuos

imunodeprimidos.

Tabela 10. Leveduras isoladas nas amostras de pélen apicola desidratado e congelado.

Amostras
Leveduras identificadas Congelado (fresco) Desidratado (seco)
Rhodotorula mucilaginosa - +
Cryptococcus laurentii + -

3.7 Propriedades Bioativas do polen

Alguns estudos demonstram que as propriedades terapéuticas do polen apicola
estdo relacionadas com a presenca de compostos fendlicos, tais como os flavondides e
acidos fendlicos.

3.7.1 Analise dos compostos fenolicos e flavondides totais

Os resultados obtidos para os compostos fendlicos e flavonoides totais das

diferentes amostras, apresentam-se nas tabelas 11 e 12.
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Da analise da tabela 11, verifica-se que no pdlen desidratado o conteido em
compostos fendlicos, determinados pelo método de Folin-Ciocalteu oscilou entre 47,47
e 32,64 mg GAE/g na amostra B2 e B0, respetivamente. Verificaram-se diferencas
significativas (p <0,05) entre a amostra B2 e as restantes amostras em estudo. Este
facto, pode estar relacionado com a origem boténica e geogréfica do pdlen (Carpes et
al., 2007).

Os resultados obtidos neste trabalho foram superiores aos determinados por
Carpes et al. (2007), Morais et al. (2009), Marghitas et al. (2009) e Feés et al. (2012)
em polen do Brasil, Roménia e Portugal, respetivamente. No entanto, sdo corroborados
pelas observacdes de Carpes (2008), LeBlanc et al. (2009) e Nogueira et al. (2012) em
polen do Brasil, América do Norte e Portugal. Segundo Leja et al. (2007) teores
elevados de compostos fendlicos correspondem geralmente a uma elevada capacidade

antioxidante do polen.

Em relacdo ao teor de flavonoides totais determinados pelo método cloreto de
aluminio, os resultados variaram entre 11,34 e 6,99 mg CAE/g na amostra B1 e B0. As
amostras referidas anteriormente apresentam diferencas significativas (p <0,05) entre si.
Os valores obtidos estdo em concordancia com os de LeBlanc et al. (2009), Marghitas
et al. (2009) e Feas et al. (2012) em amostras de polen da América do Norte, Roménia e
Portugal, respetivamente. Contudo, os valores obtidos por Carpes (2008) em amostras

de pdlen do Brasil foram mais elevados (2,10 a 28,33 mg CAE/qg).

Relativamente a amostra congelada, o teor de compostos fendlicos foi de 48,40
mg GAE/qg. Verificaram-se diferencas significativas (p <0,05) entre as amostras sujeitas
aos dois processos de conservacdo. Convém salientar, que o teor de compostos

fenolicos da amostra congelada foi superior ao da desidratada.

O teor de flavondides totais apesar de ser superior na amostra de polen

desidratado 6,99 mg CAE/g, ndo se verificaram diferencas entre as amostras em estudo.
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Tabela 11. Teor de fendis e flavondides totais e valores de ECsy obtidos para a
atividade antioxidante nas amostras de polen desidratado.

.. . Flavonéides ECso Poder
Amostras F?nr:;) 'GS Atg;c;)ls totais Ec(:%og/[r)nT_I;H redutor
(mg CAE/qg) (mg/mL)

BO 32,64+2,10 a 6,99+0,33 a 1,16+0,01 ¢ 2,04+0,02 ab

Bl 32,9545,82 a 11,34+0,03 b 1,13+0,06 ¢ 1,80+0,02 a

B2 47,47+4.22 b 8,64+1,93 ab 0,90+0,02 b 2,05+0,05 ab

Letras (a,b,c) os polens sdo diferentes pelo teste de Tukey, para um nivel de significancia de p <0,05.

Tabela 12. Teor de fendis e flavonodides totais e valores de ECsg obtidos para a

atividade antioxidante na amostra de polen desidratado e congelado.

. . Flavonoides ECso Poder
Amostras F?Q; g ;g};'s totais EC(:;?QE“T_?H redutor
(mg CAE/qg) (mg/mL)

B0 seco 32,64+2,10 a 6,99+0,33 a 1,16+0,01 a 2,04+0,02 a

BO fresco 48,40+0,39 b 6,58+0,29 a 0,74+0,01 b 2,11+0,15Db

Letras (a,b,c) os p6lens sdo diferentes pelo teste de Tukey, para um nivel de significancia de p <0,05.

3.7.2 Atividade Antioxidante

Os resultados obtidos para a atividade antioxidante expressos em ECs, das

diferentes amostras de pdlen, apresentam-se nas tabelas 11 e 12.

3.7.2.1 Atividade antioxidante determinada pelo método do DPPH

O radical DPPH tem sido amplamente utilizado para avaliar a capacidade
sequestrante de radicais livres em produtos apicolas, nomeadamente no polen apicola
(Carpes et al., 2003; Silva et al., 2006; Leja et al., 2007).
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Os radicais livres DPPH, que inicialmente apresentavam uma cor roxa por terem
um eletrdo livre, perdem essa cor quando um radical de hidrogénico doado por uma
molécula antioxidante entra em contacto com a molécula do DPPH (Menezes et al.
2009). O parametro utilizado para expressar a atividade antioxidante foi ECsp, ou seja, a
concentracdo minima necessaria para o antioxidante reduzir em 50% o DPPH. Por isso,
quanto menor o seu valor, maior serd a capacidade antioxidante do extrato de polen
(Carpes, 2008).

Os valores de ECsg para os extratos metanolicos de polen desidratado oscilaram
entre 1,16 + 0,01 (BO) e 0,90 + 0,02 (B2) mg/mL. A amostra B2 diferiu
significativamente (p <0,05) das amostras BO e B1, enquanto as amostras BO e B1 néo
apresentam diferencas entre si.

Os resultados obtidos vao ao encontro das observacdes de Campos et al. (2003)
em que atividade antioxidante depende do teor em compostos fendlicos totais, pois a
amostra B2 foi a que apresentou maior contelildo em fenais totais e menor valor de ECs
do DPPH, consequentemente maior atividade antioxidante.

Os resultados obtidos para o ECs, foram ligeiramente inferiores aos
determinados por LeBlanc et al. (2009), Morais et al. (2011) e Feas et al. (2012) em
amostra de poélen da América do Norte e de Portugal, e similares aos de Nogueira
(2012) em amostras de pdlen Portugués.

O ECsx obtido para o polen congelado foi de 0,74 + 0,01 mg/mL. Verificaram-se
diferencas significativas (p <0,05) entre a amostra congelada e a desidratada. Constatou-
se que a amostra de pdlen que apresentou maior teor de compostos fendlicos foi a que
evidenciou maior atividade antioxidante, no entanto, ndo se verificou uma correlacédo

significativa entre estes dois parametros.

3.7.2.2 Atividade antioxidante determinada pelo método do Poder redutor

Os valores de ECso nas amostras desidratadas variaram entre 1,80 + 0,02 mg/mL
(B1) e 2,05 + 0,05 mg/mL (B2). Entre as amostras BO e B2 ndo se verificam diferencgas
significativas, no entanto, estas diferenciam significativamente (p <0,05) da amostra B1
(Tabela 11).

Os resultados obtidos neste trabalho sdo corroborados pelas observagdes de

LeBlanc et al. (2009) e de Nogueira et al. (2012), em amostras de pélen do Brasil e de
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Portugal, respetivamente. Morais et al. (2011) em polén Portugués obteve, para este

parametro, valores ligeiramente superiores.

Relativamente ao extrato metandlico do polen congelado, o valor obtido para o
ECs foi de 2,11+ 0,15 mg/mL (Tabela 12). Verificaram-se diferencas significativas (p
<0,05) entre a amostra desidratada e congelada. A amostra que apresentou a quantidade
de flavonoides mais elevada foi a mais eficaz na redugéo do ido ferrocianeto.

3.7.3 Correlacéo entre o teor de fenais e flavondides totais e a atividade

antioxidante do polen apicola

Os resultados obtidos para os coeficientes de correlagdo entre os métodos de
avaliacdo da atividade antioxidante e a quantidade de fenois e flavonoides totais nas
amostras de pélen analisadas, estdo sumariadas na tabela 13 e 14.

Da andlise da tabela 13 verifica-se que a correlacdo entre os fendis e os
flavonoides foi positiva e significativa. De facto, os flavondides fazem parte dos fendis
totais. No entanto, tal como referido anteriormente, para as varias amostras estudadas,
ndo se verificou uma correlacdo positiva entre a atividade antioxidante e a quantidade
de fendis totais.

Convém salientar que, na literatura consultada ndo ha consenso no que diz
respeito a correlacdo entre compostos fendlicos e atividade antioxidante. Meda et al.
(2005), Leja et al. (2007) e Carpes (2008) referem que esta propriedade bioldgica esta
correlacionada positivamente com o teor de compostos fendlicos. Enquanto Carpes et
al. (2007) obtiveram uma correlacdo fraca entre estes dois parametros. Carpes (2008)
refere que esta diferenca esta relacionada com o método utilizado, ou entdo, pelo facto
de, em ambos os métodos ocorrer a transferéncia de eletrdes de um composto
antioxidante, através da perda de um hidrogénio. Porém, Morais et al. (2011) e

Nogueira et al. (2012) ndo observaram qualquer tipo de correlacao.
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Tabela 13. Matriz de correlacdo de Pearson, entre o teor de fendis e flavonoides totais e
atividade antioxidante (DPPH e Poder redutor) nas amostras de polen desidratado.

Flavonéides
Fendis totais _ DPPH Poder redutor
totais
Fendis totais 1
Flavondides
) 0,777 1

totais

DPPH -0,947 -0,02 1
Poder redutor 0,466 -0,624 -0,464 1

Os resultados obtidos para os coeficientes de correlagdo na amostra de pdlen
congelada (Tabela 14) foram idénticas aos das amostras desidratadas, isto &, apenas se

verificou correlacdo entre os fendis e flavonoides.

Tabela 14. Matriz de correlacdo de Pearson, entre o teor de fendis e flavonoides totais e

atividade antioxidante (DPPH e Poder redutor) na amostra de p6len congelado.

) ) Flavonoides
Fendis totais ) DPPH Poder redutor
totais
Fenois totais 1
Flavonoides
) 0,794 1

totais

DPPH -1,000 -1,000 1
Poder redutor -1,000 -1,000 -1,000 1
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3.7.4 Atividade Antimicrobiana

O polen apicola é um produto apicola, que para além de possuir compostos
fenolicos com atividade antioxidante (Bonvehi et al., 2001), possui também atividade
antimicrobiana.

A concentracdo minima inibitéria (CMI) foi utilizada como parametro para
avaliar os efeitos negativos induzidos pelo pdlen no crescimento de bactérias Gram-
negativas, Gram-positivas e leveduras. Os valores obtidos para as concentracdes
minimas inibitorias (CMI) induzidas pelos extratos de pdlen apresentam-se na tabela 15
e 16.

Verificou-se que os extratos metanodlicos de pdlen evidenciaram atividade
antimicrobiana contra todos os microrganismos em estudo (Staphylococcus xylosus
ESA5, Staphylococcus epidermidis ESA77, Shigella dysenteriae ESA38, Klebsiella
pneumoniae ESA36, Candida parapsilosis ESA79, Pichia membranifaciens ESA11,
Zygosaccharomyces mellis ESA133) sendo o efeito dependente do tipo de podlen
utilizado e do microrganismo testado (Fig. 16).

Da analise da tabela 15, verifica-se que os extratos BO e B1 foram os que
evidenciaram maior acédo inibidora contra S. dysenteriae ESA 38 com valores de CMI
5.21 + 1,47 mg/mL, sendo o extrato B2 o menos eficaz (CMI = 6.25 + 0,00 mg/mL). A
atividade antimicrobiana do extrato B2 diferiu significativamente (p <0,05) da atividade
dos restantes extratos. Em relacdo a K. pneumoniae ESA36, o extrato BO, foi o que
induziu uma inibicdo mais acentuada (CMI = 4,17 + 147 mg/mL). De todas as bactérias
em estudo K. pneumoniae ESA36 foi a mais resistente a todos os extratos de polen. O
extrato de pélen com maior acdo inibidora contra S. xylosus ESAS5 foi o extrato BO, com
valores de CMI 4,17 + 1,47 mg/mL, enquanto para S. epidermidis ESA77 o extrato BO e
B1 foram os mais eficazes com valores de CMI 2,61 + 0,74 mg/mL, respetivamente. A
atividade antimicrobiana do extrato B2 foi significativamente diferente (p <0,05) da
atividade dos restantes extratos. Convém salientar, que esta amostra foi a que
apresentou maior atividade antioxidante e maior teor em compostos fenolicos. Estes
resultados sugerem que a atividade antimicrobiana pode nédo estar relacionada com o
teor de compostos fendlicos, tal como reportado por Barros et al. (2006), Pereira et al.
(2007) e Estevinho et al. (2008).
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Conforme descrito na literatura, constatou-se que as bactérias Gram-negativas
(S. dysenteriae ESA38 e K. pneumoniae ESA36) foram mais resistentes a acao inibidora
do polen do que as bactérias Gram-positivas (S. xylosus ESA5 e S. epidermidis ESA77).
De facto, segundo Morais et al. (2011) as bactérias Gram-negativas sao mais resistentes
do que as Gram-positivas, devido a parede celular ter uma estrutura quimica mais
complexa. Estas bactérias além de apresentarem uma maior quantidade de lipidos na
parede, em relacdo as bactérias Gram-positivas, possuem polissacarideos que

determinam a sua toxicidade e patogenicidade.

No que diz respeito as leveduras testadas, todos os extratos de polen
demonstraram atividade antifingica. Os extratos de pdlen com maior efeito inibidor
contra C. parapsilosis ESA70 foram B0 e B1, apresentando valores de CMI de 10,42 +
2,94 mg/mL, enquanto contra Z. mellis ESA133, o extrato BO foi o mais eficaz, com
valores de CMI de 16,67 + 5,89 mg/mL. Relativamente a levedura P. membranifaciens
ESA11, a atividade antimicrobiana induzida pelo extrato BO foi a mais acentuada, com
valores de CMI 10,42 + 2,94 mg/mL. A atividade antimicrobiana do extrato B2 foi
significativamente diferente (p <0,05) da atividade dos restantes extratos. P.
membranifaciens ESA11 foi a estirpe mais resistente a todos os extratos de pdlen

estudados.

Carpes et al. (2009) referem que o efeito antimicrobiano do pélen apicola é
especifico para cada espécie microbiana, dependendo da sua composicdo quimica a qual

esta diretamente relacionada com a origem floral e geogréfica.

Relativamente a amostra que sofreu dois processos de conservacgdo (Tabela 16),
verificou-se que a atividade antimicrobiana induzida pelo extrato BO (congelado) contra
as bactérias Gram-negativas (S. dysenteriae ESA38, K. pneumoniae ESA36) e Gram-
positivas (S. xylosus ESA5 e S. epidermidis ESA77) foi mais elevada do que a do
extrato BO (desidratado).

No que diz respeito, as leveduras, C. parapsilosis ESA70 e Z. mellis ESA133
ndo se verificaram diferencas na atividade antimicrobiana induzida pelas amostras de
polen seco e congelado (CMI = 10,42 + 2,94 mg/mL). Enquanto que, para P.

membranifaciens ESA11, o extrato congelado foi mais eficaz, com valores de CMI de
10,42 + 2,94 mg/mL.
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Tal como referido anteriormente, na generalidade o extrato de pdlen congelado
apresentou maior atividade antimicrobiana do que o extrato desidratado contra todos o0s
microrganismos testados. De facto, segundo Abouda et al. (2011) a variacdo da
atividade antimicrobiana do polen com as condi¢cdes de armazenamento, pode estar

relacionada com a temperatura, luz e oxigénio.
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Tabela 15. Atividade antimicrobiana das amostras de p6len desidratado contra bactérias e leveduras.

Microrganismos

Bactérias Leveduras
Gram-negativas Gram-positiva
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
BO 5.21+1.47 ab 4.17+1.47a 4.17+1.47a 2.61+0.74 a 10.42+2.94 a 16.67+5.89 ab 10.42+2.94 a
Bl 5.21+1.47 ab 6.25+0.00 a 5.21+1.47 a 2.61+0.74 a 10.42+1.47 a 20.83+5.84 ab 12.50+0.00 a
B2 6.25+0.00 b 8.3312.95a 5.21+1.47 a 4.17+147b 12.50+0.00 a 25.00+0.00 b 16.67+5.89 a

Letras (a,b,c) os polens sdo diferentes pelo teste de Tukey, para um nivel de significancia de p <0,05.

Tabela 16. Atividade antimicrobiana da amostra de pdlen desidratado e congelado contra bactérias e leveduras.

Microrganismos

Bactérias Leveduras
Gram-negativas Gram-positivas
. K. . . o P.
Amostras S déssexgzrlae pneumoniae S.éég);us S.e[égeAr;n?Idls & pérszilap\)%osw membranifaciens Z. mellis ESA133
(mg/mL) Smile (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) S50 Gl
(mg/mL) (mg/mL)

BO seco 5.21+1.47 ab 4.17+1.47 a 4.17+1.47 a 2.61+0.74 a 10.42+2.94 a 16.67+5.89 ab 10.42+2.94 a

BO fresco 2.61+0.74 a 3.13+0.00 a 2.61+0.74 a 2.08+0.74 a 10.4242.94 a 10.4242.94 a 10.4242.94 a

Letras (a,b,c) os pdlens sdo diferentes pelo teste de Tukey, para um nivel de significancia de p <0,05.
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Figura 16. Microplacas com os resultados referentes as leveduras e bactérias.

3.7.5 Correlagdo entre o teor de fendis e flavonoides totais e a atividade

antimicrobiana do pélen apicola.

Os coeficientes de correlagdo de Pearson entre os compostos fendlicos,
flavondides e atividade antimicroniana, estdo apresentados na tabela 17.

Da anélise da tabela, verifica-se uma correlacdo positiva altamente significativa
(p <0,05) entre os flavonodides totais e a atividade antimicrobiana para S.epidermidis
ESA77 e a S.dysenteriae ESA38, sugerindo que a atividade antimicrobiana esta
diretamente relacionada com o conteido de flavonoides totais. No entanto, convém
salientar que, na literatura consultada ndo existe um consenso no que diz respeito a
correlacdo entre atividade antimicrobiana e o teor de flavonoides totais. Pereira et al.
(2007) referem que esta propriedade bioldgica estd relacionada com o teor de
flavondides totais. No entanto, Carpes (2008) ndo observou qualquer tipo de correlacao.
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Tabela 17. Matriz de correlagdo de Pearson, entre os compostos fenolicos, flavonoides

e atividade antimicrobiana (microrganismos em estudo).

Fenois Flavonoides
S. xylosus ESA5 -0,288 0,542
S.epidermidis ESA77 0,122 0,664*
S. dysenteriae ESA38 -0,262 0,646*
K. pneumoniae ESA36 0,152 0,505
C. parapsilosis ESA70 0,338 -0,039
P. membranifaciens

ESALL -0,014 0,367

Z. mellis ESA133 0,198 0,485

* Correlacdo significativa ao nivel de 0,05.

3.8 HPLC

O polen apicola é muito rico em compostos fendlicos, os quais sdo 0s principais
responsaveis pelas suas atividades bioativas (Silva et al., 2006, Leja et al., 2007;

Marghitas et al., 2009).

Os compostos fendlicos foram identificados por HPLC/DAD. Os cromatogramas
obtidos apresentam-se nas figuras 17 e 18. Os picos foram identificados por comparacgédo
do seu tempo de retencdo com o tempo de retencdo dos padrées utilizados. A identidade
do pico foi confirmada através da sobreposicdo do espetro de cada pico com os padroes
correspondentes. A numeracdo indica o composto fendlico ou a possivel familia

identificada no pélen apicola.

Como foi referido no capitulo 2 seccdo 2.6.1, efetuaram-se dois métodos de
extracdo dos compostos fendlicos; 1) utilizacdo de Amberlite XAD-2 e; 2) extragdo

metanolica.

Os resultados obtidos apresentam-se nas figuras 17 e 18 e nas tabelas 18 e 19

apos extracdo com Amberlite XAD-2 e metanol, respetivamente.
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Figura 17. Compostos fendlicos identificados no pélen apicola desidratado e congelado

apos extracdo com amberlite.

Tabela 18. Tempo de retencdo (T.r) e compostos fendlicos identificados por HPLC nas

amostras de pélen apicola desidratado e congelado ap6s extracdo com amberlite.

Amostras Pico T.r (min.) Compostos Fenolicos
1 :
B0 fresco 59,938 Quercetina
2 64,552 Campferol
B0 seco 1 60,345 Quercetina
B1 1 59,209 Quercetina
B2 1 36,108 Acido ferlico
1,2 4
a4
1 —
0,8
=5 5
< 0,6
E 3
0,4 - =
037 1 1 \ — B0 Fresco
0 | N JLIV%\J Jhr! I‘JIII uu' . .
20 40 60 80 100

Tempo (minutos)
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Figura 18. Compostos fendlicos identificados no pélen apicola desidratado e congelado

apos extracdo metanolica.
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Tabela 19. Tempo de retencdo (T.r) e possiveis familias de compostos identificados por

HPLC nas amostras de polen apicola ap6s extragcdo com metanol.

Amostras

Pico

T.r (min.)

Possivel Familia

BO fresco

1

52,7 +4,08

Miricetina

2

54,4 + 229

Quercetina

56,1+ 0,89
56,4 + 0,98
56,8 + 1,10
57,6 +£1,39

Flavonas

61,8 +1,95

Desconhecida

64,3 + 2,13

Crisina

BO seco

50,5+ 1,60
51,0+1,81
51,4+2,10
51,9+219

Flavonas

61,0+ 1,13
63,4 + 2,32
66,5+ 1,74

Desconhecido

69,9 + 1,52

Crisina

Bl

49,5+1,85

Miricetina

55,5+0,03
55,9+ 0,06
56,3 +0,13
56,7 +0,43
57,3+0,56

Flavonas

62,0 £ 0,97
62,4 +1,04
63,3+ 1,16

Desconhecida

67,5+ 1,27

Crisina

B2

52,3 + 3,26
53,1+3,31
54,1+ 2,39
55,0 +1,88
559+172

Flavonas

58,8 + 2,69
60,9 + 0,32
61,9 + 0,92

Desconhecida

68,8 + 0,98

Crisina
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Relativamente & extracdo metandlica, constatou-se que os compostos fendlicos
presentes nas varias amostras desidratadas foram idénticas, a excecdo da miricetina que
apenas foi encontrada na amostra B1.

No que diz respeito a amostra que sofreu dois processos de conservacéo,
verificou-se que a miricetina e a quercetina foram detetadas na amostra congelada e néo
na desidratada, ou seja, verifica-se que amostra de pdlen congelado apresentou mais
compostos, quando comparada com a amostra de pélen desidratado, sugerindo que a
secagem pode influenciar a qualidade e a quantidade dos compostos fendlicos presentes

no polen apicola.

Da analise dos resultados ap6s extracdo com Amberlite XAD-2, verificam-se
diferencas nos compostos fendlicos nas varias amostras de polen estudado, sendo que,
apenas a quercetina foi encontrada em todos os extratos, a excecdo da amostra B2.
Verificou-se também, que a extracdo com metanol foi mais eficaz na extracdo dos

compostos fenolicos do que a extracdo com Amberlite.

Os nossos resultados sdo corroborados pelas observacbes de Carpes et al.
(2012). Este autor constatou que a quantidade de compostos fendlicos do polen quando

extraidos com etanol foi superior a obtida nas extracdes utilizando com resina.

Da andlise das tabelas 18 e 19, verifica-se na extracdo de compostos fenolicos
com Amberlite, a quercetina foi 0 composto dominante. Enquanto que, na extracdo
metanolica foram identificadas possiveis familias de compostos fendlicos, sendo as

flavonas e a crisina as predominantes.
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Consideracoes finais

Com o presente trabalho pretendeu-se avaliar o efeito de diferentes condig¢des de

armazenamento nas carateristicas nutricionais e microbioldgicas, bem como, nas

propriedades bioativas de polen apicola bioldgico de diferentes origens botanicas.

Os resultados obtidos sugerem as seguintes consideracdes finais:

Rosaceae seguida da Fagaceae foram as familias boténicas predominantes nas
amostras de pélen analisadas.

Os varios parametros microbiologicos encontravam-se dentro dos limites
estipulados nas especificacdes consultadas, indicando que o poélen apicola é
seguro do ponto de vista microbioldgico.

Os parametros fisico-quimicos apresentavam valores dentro do estipulado por
lei, a excecdo do teor de humidade, em todas as amostras de polen desidratado,
sendo necessario melhorar o processo de secagem e 0 armazenamento do pélen.
Em todas as amostras de poélen analisadas quer sejam desidratadas ou
congeladas, o &cido gordo mais abundante foi o acido linoleico (C18:2), seguido
dos &cidos linolénico (C18:3) e oleico (C18:1).

Foram isoladas duas espécies de leveduras, Rhodotorula mucilaginosa no pélen
desidratado e Cryptococcus laurentii no pélen congelado.

O teor de compostos fendlicos totais foi superior no pélen congelado, enquanto
os flavonoides totais foram mais elevados no pdélen desidratado.

O pdlen congelado apresentou uma atividade antioxidante mais elevada e maior
quantidade de compostos fendlicos, determinados por HPLC.

Todos os extratos de polen apresentaram atividade antimicrobiana, a inibicédo
dependeu do extrato e do microrganismo em estudo

O extrato de pdlen congelado induziu uma inibicdo mais acentuada do que o
desidratado, contra as bactérias Gram-negativas e Gram-positivas.

A congelacédo foi o processo que preservou melhor as carateristicas nutricionais
do polen apicola. Contudo, os resultados obtidos no presente estudo
demonstraram que o0 polen apicola, independentemente do processo de
conservacao, constitui uma boa fonte de compostos fendlicos, sugerindo que este
produto possa ser Util na prevencdo de doencas. De facto, o pdlen poderia ser

usado em combinagdo com os antibidticos, uma vez que até a0 momento nao
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foram encontrados microrganismos resistentes a este produto, tendo sempre em

atencdo as reacOes alergicas em pessoas sensiveis.
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ANEXO |

Meios de cultura utilizados na andlise microbiolédgica do polen apicola

= Plate Count Agar (PCA) — Meio para pesquisa de microrganismos aerobios

Triptona — 59

Extrato de levedura- 2.50¢/L
Dextrose — 1.00g/L

Agar — 15.00g/L

Agua -1000 mL

pH final (25°C) - 7.0+ 0.2

Dissolveram-se 23,99 de meio em 1000 mL de agua destilada. Esterilizou-se no
autoclave a uma pressdo de 15lbs a 121°C durante 15 minutos. Apds arrefecer e agitar
verteu-se nas placas de Petri.

w  Potato Dextrose Agar (PDA) — Meio para pesquisa de bolores e leveduras
Infusdo de batata — 200.00g/L
Dextrose — 20.00g/L
Agar — 15.00g/L
pH final (25°C) - 5.6 + 0.2

Dissolveram-se 39g em 1000 mL de agua destilada. Procedeu-se a esterilizagcdo no

autoclave a uma pressao de 15lbs a 121°C durante 15 minutos. Deixou-se arrefecer e

adicionou-se 10 mL de &cido tartarico. Distribui-se 0 meio por cada placa de Petri.

92



w Baird-Parker (BP) — Meio para pesquisa de Sthapylococcus coagulase
positiva

Triptona — 10.00g/L

Extrato de carne —5.00g/L
Extrato de leveduras — 1.00g/L
Glicina—12.00 g/L

Piruvato de Sodio — 10.00g/L
Cloreto de Litio — 5.00g/L
Agar — 20.00g/L

pH final (25°C) - 7,0+ 0.2

Suspenderam-se 63.0g de meio em 950 mL de agua destilada. Esterilizou-se no
autoclave a uma pressdo de 15lbs durante 15 minutos. Deixou-se arrefecer, e

assepticamente foram adicionados 50 mL de emulsdo de gema de ovo (FD045).

= Meio para pesquisa de esporos de Clostidios sulfito redutores

Agar — 30g

Solucao de sulfito de ferro a 8% - 10 mL
Solucéo de glicose sulfito — 150 mL
Solucao de sulfato de sodio a 8% - 20 mL
Alumen de ferro — 20 gotas

Agua destilada — 1000 mL

pH final (25°C) - 7.6 + 0.1
Dissolveram-se 30g de Agar em 10 mL de solucdo de sulfato de ferro em 1000 mL
de &gua destilada e ferver. Apos ebulicdo, adicionaram-se 150 mL de solugéo de glicose

sulfito, previamente preparada. Ao meio fundido, juntaram-se 20 mL da solugdo de

sulfato de sddio e 20 gotas de alimen de ferro.
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»  Meios para a atividade antimicrobiana

Meio YPD liquido

Peptona — 10g

Extrato de leveduras — 59
Glucose — 20g

Agua destilada — 1000 mL

Dissolveram-se todos os componentes em 1000 mL de agua e procedeu-se a

esterilizacdo no autoclave a uma pressao de 15lbs durante 15 minutos.

Meio YPD sélido

Agar — 20g

Peptona — 10g

Extrato de leveduras — 59
Glucose — 20g

Agua destilada — 1000 mL

Dissolveram-se todos os componentes em 1000 mL de agua e procedeu-se a

esterilizacdo no autoclave a uma pressao de de 15lbs durante 15 minutos
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ANEXO 11

Reagentes utilizados para a caracterizacao fisico-quimica do pélen apicola

= Preparacdo da solugdo DNS (3,5 — dinitrossalicilico)

Dissolveram-se 2g de DNS em 40 mL de NaOH (2M) a 80°C. Simultaneamente
diluiram-se 60g de tartaro duplo de sddio e de potassio (Sal de Rochelle) em 100 mL de
agua destilada. Apos dissolucdo completa, misturaram-se as duas solucGes e perfez-se o
volume de 200 mL de &gua destilada. A solucdo foi conservada num frasco e local

escuro.

Reagentes utilizados na avaliacdo da atividade antioxidante do pélen

Método do DPPH

= Solucdo DPPH

Dissolveram-se 2,4mg de DPPH em um pouco de agua destilada e perfazer o volume de
100 mL.

Método do Poder Redutor

= Solucéo tampado fosfato (0,2M) pH = 6,6

Dissolveram-se 6,95¢g de dihidrogenofosfato (NaH,PO4.H,0) (2M) de sodio em agua
destilada, num baldo volumétrico de 250 mL e 14,29 de hidrogenofosfato dissddico
(Na,PO,) (4M) em agua destilada, num baldo volumétrico de 500 mL. Prepararam-se

250 mL de solugdo tampdo, adicionando-se 156,26 mL da solucdo de

dihidrogenofosfato e 93,75 mL de solucéo hidrogenofosfato dissddico, ajustando o pH.
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= Acido tricloroacético (10%)

Dissolveram-se 10g de &cido tricloroacético (TCA) em 100 mL de agua destilada.

= Solucdo de ferrocianeto de potassio (1%6) (solucéo diaria)

Dissolveu-se 1g de ferrocianeto de potdssio em um pouco de agua destilada,

adicionando-se 1 mL de HCI (1M), num bal&o volumétrico de 100 mL.

= Solucdo de cloreto de ferro (0,1%0) (solucéao diaria)

Dissolveram-se 0,06g de cloreto de ferro em um pouco de agua, adicionando-se 1
mL de HCI (1M), num baldo volumétrico de 100 mL.
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