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REsumo

O pdlen apicola é considerado uma fonte importante de compostos nutricionais e bioativos e
conhecido pelas suas propriedades terapéuticas. Um dos aspetos importantes na sua
comercializacdo é a qualidade microbioldgica, que pode afetar a composicao fisico-quimica,
nutricional e propriedades bioativas. A aplicacdo de varios métodos de conservacdo podem ser
cruciais para a preservacdao da qualidade e das caracteristicas de interesse. Antes da sua
comercializacdo, o pélen apicola é submetido a um processo de desidratacdo com o objetivo de
reduzir os teores de humidade para valores considerados seguros, de forma a impedir altera¢des
negativas e que ponham em causa a segurancga dos consumidores. O presente trabalho teve
como objetivo geral avaliar a influéncia da aplicagcdo de diferentes métodos de conservacao
secagem convencional, liofilizacdo e congelagdo, na composi¢cdo quimica e nutricional, e nas
propriedades microbioldgicas e bioativas do pdlen apicola. Foi verificado que a congelagao foi
um método eficaz na manutencdo da qualidade microbioldgica do pdlen apicola, ao longo do
armazenamento. As técnicas de desidrata¢do, como a liofilizacdo e desidratac¢do, foram eficazes
na reducdo da carga microbiana de microrganismos indicadores de qualidade sanitaria e
seguranca alimentar.

Na composi¢do nutricional ndo foi verificada a influéncia dos processos de desidratagdo
aplicados em relagdo a congelagdo, observando-se a manuteng¢do do contelddo da maioria dos
parametros nutricionais. Neste estudo, constatou-se que os processos de secagem foram mais
eficazes na manutencgao das propriedades bioativas do produto quando comparado com o pdlen
congelado. A liofilizagdo e a secagem convencional preservaram, ao fim de 1 ano, a maior parte
do conteudo fendlico das amostras quando comparado com amostras de pdlen comercial recém

comercializado no mercado.

Palavras-chave: Pdlen apicola; Processos de Conservagao; Avaliagao Fisico-quimica; Avaliacdo
Microbiolégica; Avaliagdo microbiolégica; Atividade antioxidante






ABSTRACT

Bee pollen is an important source of nutritional and bioactive compounds, and a natural product
well known for its therapeutic properties. An important aspect for bee-pollen commercialization
is microbiological quality, which can directly affect the physical-chemical, nutritional
composition and bioactive properties of this highly valuable product. The application of different
conservation methods can be crucial for the preservation of bee-pollen quality and general
characteristics of interest. Before being marketed, bee pollen is submitted to a dehydration
process with the aim of reducing moisture content to regulatory-safe values, in order to prevent
negative changes that can jeopardize product quality and consumers safety. The present work
had as a general objective to evaluate the influence of different conservation methods, namely,
conventional drying, lyophilization and freezing in bee-pollen chemical and nutritional
composition, as well as in its microbiological safety and ability to preserve bioactive compounds.
It was verified that freezing, as a method, effectively maintained the microbiological quality of
bee pollen during storage. Dehydration techniques, such as lyophilization and conventional
dehydration, were effective in reducing microbial load of sanitary quality and food safety
indicator microorganisms. The dehydration processes applied did not influence nutritional
composition, in relation to freezing, having been observed that nutritional parameters
maintained most of their content. In this study, it was found that drying processes were more
effective in maintaining product bioactive properties when compared to frozen pollen.
Lyophilization and conventional drying dehydration samples preserved, after 1 year in storage,
most of its phenolic content, when compared to commercial bee pollen samples recently placed

in the market.

Keywords: Bee pollen; Conservation processes; Physical-chemical evaluation; Microbiological
assessment; Microbiological evaluation; Antioxidant activity
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1. ENQUADRAMENTO E OBJETIVOS DO TRABALHO

Em Portugal, a apicultura é considerada uma atividade chave do setor agropecuario, ndo sé pelo
contributo econdmico direto ligado a producdo de mel, mas pelo contributo indireto das
abelhas, através da polinizagdo, na sustentabilidade dos ecossistemas, na preservacdo da
biodiversidade e no equilibrio ecolégico. O valor econdmico da atividade deriva
maioritariamente da producdo de mel, mas existem outros produtos apicolas possiveis de serem
explorados, como o pdlen apicola, a geleia real, o prépolis ou a cera de abelha. Sdo produtos
com grande potencial que ao serem explorados podem contribuir para a rentabilizacdo da
atividade, mas escassos no mercado portugués pela falta de conhecimento dos processos
produtivos por parte dos apicultores. Apesar de se verificar, nos ultimos anos, um aumento
efetivo da atividade apicola e do numero de apicultores, existe ainda uma reduzida taxa de
profissionalizacdo no setor a nivel nacional (Anjos et al., 2019 a; Gabinete de Planeamento,
Politicas e Administragdo Geral (GPP), 2019).

A exigéncia dos consumidores atuais por um estilo de vida mais saudavel permitiu um maior
consumo de alimentos naturais, pouco processados, nutricionalmente ricos e com propriedades
bioativas. O pdlen apicola é um dos produtos que se inclui neste leque de caracteristicas, ndo sé
por ser considerado um alimento natural, completo, rico nutricionalmente e equilibrado, mas
também pelas suas propriedades de interesse, como a atividade antimicrobiana ou anti-
inflamatdria (Anjos et al., 2019 a; Diadaras et al., 2020). A atividade antibacteriana do pdlen
apicola foi comprovada apds isolamento de varios flavonoides, em que se verificou atividade
antibidtica contra microrganismos patogénicos (Campos et al., 2010). As propriedades anti-
inflamatdrias estdo associadas a presencga de polifendis na composi¢cdo do pélen apicola, que
podem exercer efeitos benéficos em varias células responsdveis pela defesa do hospedeiro
contra patogénicos invasores e em processos inflamatdrios. Diversos estudos tém evidenciado
ainda o efeito positivo do pdlen apicola ao nivel das fun¢des digestivas e intestinais, no controlo
dos diabetes ou o efeito benéfico contra doencga aterosclerose (Denisow & Denisow-Pietrzyk,
2016).

Este produto tem vindo a ganhar relevancia entre os varios tipos de industria, nomeadamente,
alimentar, cosmética e terapéutica. E em muitos paises é aplicado em apiterapia ou medicina
alternativa (Vegh, 2021). Como fonte alimentar pode ser utilizado de forma independente ou
conjugado com outros alimentos, e utilizado ainda como suplemento alimentar (Anjos et al.,

2017).



Do ponto de vista da comercializacao do pdlen apicola, as técnicas utilizadas e as condi¢des de
processamento (colheita, limpeza, secagem, embalamento e armazenamento), sdo fatores
importantes para obter um produto final de qualidade. Um processamento inadequado pode
originar a perda nutricional de produto alimentar, e aumentar a suscetibilidade de
desenvolvimento de microrganismos (Anjos et al., 2017).
Para garantir a qualidade do produto final e a seguranga do consumidor, o pélen apicola é
normalmente sujeito a um processo de secagem com o objetivo de diminuir o teor de humidade
e aumentar o seu tempo de vida util. A desidratacdo por secagem com ar quente, devido a
aplicacdo de temperaturas elevadas, esta associada a perda do valor nutricional dos produtos
alimentares, e no pdlen apicola pode levar a alteracdo significativa da composicao quimica,
qualidade sensorial e propriedades bioativas (Estevinho et al., 2019). Por isso, a aplicacdo de
processos alternativos a este tipo de desidratacdo, como por exemplo a liofilizacdo, ou
processos de conserva¢dao como a congelagdo, podem ser uma opgdo interessante no que
respeita a conservacdo do produto e a manutencdo dos compostos de interesse (Thakur &
Nanda, 2020; Vegh, 2021).
Na Unido Europeia, a producdo e comercializacdo do pdlen apicola estd abrangida pela
regulamentacdo aplicada a atividade apicola e comercializagdo do mel.
Embora alguns Estados-Membros possuam critérios de qualidade legislados e especificos para
o pélen apicola, como é o caso da Bulgaria e da Poldnia (Campos et al., 2008), existe uma lacuna
na regulamentac¢do no que diz respeito aos parametros de qualidade e limites de cumprimento
legal que possam ajudar os apicultores num controlo efetivo que permita obter produtos de
qualidade e seguros. Assim, o estudo da composi¢do quimica do pélen apicola comercial, aliado
aos estudos das melhores técnicas de conservagao e armazenamento, e a forma como a sua
aplicagdo pratica influéncia a estabilidade dos produtos, podem vir a auxiliar a uniformizagdo de
valores de referéncia de qualidade e padronizar as técnicas de producao.
De acordo com o enquadramento, o presente trabalho tem como objetivo geral avaliar a
influéncia da aplicagdo de diferentes métodos de conservag¢do, secagem convencional,
liofilizacdo e congelagdo, na composicdo quimica e nutricional, nas propriedades
microbioldgicas e bioativas do pdlen apicola. Os resultados obtidos permitirdo um melhor
conhecimento das técnicas de conservacdo a aplicar na producdo de pdlen apicola, que podem
vir a contribuir para uma maior qualidade do produto comercializado.
Definiram-se os seguintes objetivos especificos:
i) Avaliacdo da qualidade microbioldgica através da contagem e pesquisa de microrganismos
indicadores de qualidade comercial (microrganismos a 30°C ou mesofilos aerdbios e bolores

e leveduras), de microrganismos de qualidade sanitaria (coliformes totais e Estafilococos) e



ii)

iii)

microrganismos de seguranca (clostridios sulfito-redutores), de amostras de pdlen apicola
submetidas a processos de conservacdo diferentes (congelacdo, liofilizacdo e secagem
convencional);
Avaliacdo da composicdo quimica e nutricional de amostras (teor de humidade, atividade
da agua (aw), pH, cor, composi¢ado nutricional e vitaminas), para cada um dos trés processos
de conservacao;
Avaliacdo da atividade antioxidante de pdlen apicola, para cada um dos trés processos de
conservacgdo, com dois solventes de extracdo diferentes (acetona e etanol) por dois
métodos diferentes:
a) Determinagdo da capacidade antioxidante pelo método ABTS (2,2'-Azino-bis (3-
ethylben zothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt);
b) Determinacdo da capacidade antioxidante pelo método DPPH (2,2-diphenyl-1
picrylhydrazyl);
Avaliacdo dos compostos fendlicos, para cada um dos trés processos de conservag¢ao, com
dois solventes de extracdo diferentes (acetona e etanol) por dois métodos diferentes:
a) Avaliagdo do conteudo de fendlicos total pelo método de Folin-Ciocalteu;
b) Identificacdo da presenca de grupos aromaticos pelo método de espectroscopia de

ressonancia magnética (RMN 1H).



2. REevISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Pélen Apicola

O Pdlen apicola é a principal e importante fonte alimentar das abelhas, fornecendo uma ampla
gama de nutrientes essenciais para a sua sobrevivéncia (Campos et al., 2016; Margaoan et al.,
2021). Resulta de uma mistura de pdlen de flores, recolhido e transportado pelas abelhas do
género Apis mellifera, formado por granulos de cerca de 1,4 mm a 4 mm de tamanho, por
aglutinacdo através de pequenas quantidades de néctar e secre¢des salivares das abelhas (figura

1) (De-Melo et al., 2016; Kosmosinka-Vassev, et al., 2015).

Figura 1. Pdlen Apicola Fresco

Dependendo da espécie vegetal de origem, o grdo de pdlen pode variar na sua cor (amarelo
brilhante ao preto), tamanho e peso, e pode apresentar diferentes formas, arredondada,
cilindrica, em forma de sino triangular ou espinhosa (Kosmosinska-Vassev et al., 2015).

Embora de composicdo variavel, certos componentes estdo sempre presentes no pdlen apicola,
como por exemplo, proteinas, hidratos de carbono, aminoacidos essenciais, acidos gordos,
acucares livres. Podem ainda estar presentes vestigios de minerais, acidos fendlicos, flavonoides
e vitaminas (Anjos et al., 2019 a; Campos et al., 2016).

A sua composi¢ao mineral inclui o calcio, magnésio, ferro, zinco, cobre e potdssio.

O podlen apicola é recolhido através de armadilhas colocadas estrategicamente a entrada das
colmeias, designados cacga-podlenes (figura 2).

As armadilhas sdo constituidas por placas com pequenos orificios e colocadas a entrada das
colmeias. As abelhas ao entrarem nas colmeias sdo obrigadas a atravessar os orificios
provocando a libertacdo dos graos de pdlen transportados nas suas patas. O pdlen cai para um
recipiente (gaveta) e é recolhido posteriormente pelo apicultor (Anjos et al., 2017; Margaoan et

al., 2021; Straumite et al., 2022).



Figura 2. Armadilha caga-pdlenes a entrada da colmeia e o pormenor do orificio para a recolha do pdlen
apicola (fonte: https://keepingbee.org/honey-bee-pollen/).

No processo produtivo de pdlen apicola estdo incluidas varias etapas, nomeadamente, a

recolha, higieniza¢do, desidratagdo, embalamento e armazenamento (Figura 3).

Recolha Pdlen
Apicola

L

12 Limpeza

Congelagéo
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Armazenamento

Figura 3. Processo produtivo do pdlen apicola (adaptado de Campos et al. (2021)).

O pélen apicola deve ser recolhido diariamente e armazenado a temperaturas entre os -18°C a
-20°C, durante 48h. Para além do controlo do desenvolvimento microbiano, a congelagdo
permite a destruicdo de acaros, ovos e insetos. Apds a congelagdo o produto deve ser submetido
a um processo de desidratagdao, com uma temperatura entre os 40°C e os 42°C durante 8 horas,
de forma a baixar o teor de humidade para valores compreendidos entre os 4% e os 6%. O
produto final deve ser acondicionado em embalagem adequada e armazenado ao abrigo da luz,

num local fresco e seco (Campos et al., 2008; Campos et al., 2021).


https://keepingbee.org/honey-bee-pollen/

2.1.1 Composi¢cdao Quimica do Pélen Apicola
A composicdo quimica do pdlen apicola é muito varidvel, influenciada por diversos fatores,
nomeadamente, condi¢Ges climaticas, origem botanica das espécies de plantas disponiveis e
técnicas de producdo aplicadas (métodos de colheita, processamento, armazenamento)
(Corvucci et al., 2015; De-Melo et al., 2018; Estevinho et al., 2019; Margaoan et al., 2021).
O pdlen apicola é considerado um produto rico nutricionalmente, regulador de certas fungdes
bioquimicas e que fortalece os sistemas fisioldgicos e imunoldgicos do organismo (Kostic et al.,
2020).
Na tabela 1 esta representada a composicao nutricional do pdlen apicola seco de acordo com
varios autores.

Tabela 1. Composi¢do nutricional do pdlen apicola seco.

NUTRIENTE MIN-MAX REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
Valor energético (Kcal/100g) 381,70 Anjos et al. (2017)

Hidratos de carbono (g/100g) 13,00-55,00 Campos et al. (2008)

Humidade (g/100g) 20,00-30,00 Campos et al. (2008)

Proteina (g/100g) 10,00-40,00 Campos et al. (2008)

Cinzas (g/100g) 2,00-6,00 Campos et al. (2008)

Lipidos (g/100g)  1,00-13,00 Campos et al. (2008)
Acidos Gordos Saturados (g/100g) 0,91-1,92 Estevinho et al. (2019)
Acidos Gordos Polinsaturados (g/100g) 1,67-3,29 Estevinho et al. (2019)
Acidos Gordos monoinsaturados (g/100g) 0,44-1,31 Estevinho et al. (2019)
Acucares Redutores (g/100g)  33,3-47,20  Nogueira et al. (2012)

As proporg¢des bem equilibradas de macronutrientes (proteina, lipidos e hidratos de carbono),
que compdem o pdlen apicola, torna-o um bom complemento para a dieta didria. O pdlen
apicola tem um baixo valor caldrico, cerca de 381,70 kcal/100g (tabela 1), (Anjos et al., 2017).
Os hidratos de carbono sao os principais constituintes do pdlen apicola e o seu teor pode variar
de 13 a 55% (Campos et al., 2008; Li et al., 2018). Desempenham inUmeras fung¢des essenciais,
tais como, fornecimento de energia, interven¢do no metabolismo normal das gorduras,
manutencdo da integridade funcional do tecido nervoso, precursores de acidos nucleicos, entre
outras. Incluem os monossacarideos (glucose, frutose e galactose), polissacarideos (celulose,
hemicelulose), dissacarideos (maltose, sacarose e lactose), oligossacarideos, fibras soluveis e
nao sollveis (Ares et al, 2018; Bernal et al., 2011; Khalifa et al., 2020). No pdlen apicola os
acuUcares redutores sdao predominantes em relacdo aos aclcares ndo redutores. Os acglcares
redutores mais abundantes presentes neste produto sdo a glucose e a frutose (Salazar-Gonzalez
& Diaz-Moreno, 2016).

As proteinas sdo macromoléculas complexas, constituidas essencialmente por aminodcidos e

fazem parte dos compostos bioativos presentes no pélen apicola com diversas propriedades



importantes (antibacterianas, antioxidantes, imunoestimulantes, antitrombdticas e anti-
inflamatdrias) com beneficios para a saide humana (Ares et al., 2018). As proteinas sdo o
segundo maior componente do pdlen apicola e pode estar presente entre 10% a 40% (tabela 1),
sendo que um décimo do teor total estd disponivel como aminoécidos livres. E um dos poucos
alimentos que pode conter os vinte e dois aminoacidos, e quase todos essenciais (lisina,
triptofano, histidina, leucina, isoleucina, metionina, fenilalanina, acido glutamico, arginina,
cistina, treonina valina), cuja composicao também é afetada pela origem botanica e condig¢bes
de processamento (Anjos et al., 2017; Campos et al., 2008; Thakur & Nanda, 2020).

Os lipidos sdo biomoléculas organicas, insolUveis em dgua que podem ser extraidos das células
por solventes ndo polares. Atuam como agentes protetores da parede celular, como depésitos
de reserva intracelular de combustivel metabdlico e como componentes estruturais das
membranas. Na dieta alimentar fornecem energia e acidos gordos essenciais, sdo veiculos de
vitaminas A e D. Os lipidos sdo o terceiro componente mais abundante no pdlen apicola podendo
variar entre 1% a 13% (tabela 1). Incluem &acidos gordos saturados (acido palmitico) acidos
gordos polinsaturados (acido linoleico) e os acidos gordos monoinsaturados (oleico) e ainda os
acidos gordos essenciais como os acido Y-linolénico e a-linolénico. Os lipidos também abrangem
os antioxidantes tipo 2, cujos compostos impedem ou diminuem a formacdo de radicais livres,
e 0s mais utilizados sdo os agentes quelantes de metais (Anjos et al., 2017; Ares et al., 2018;
Campos et al., 2008; Mayda et al., 2020; Thakur & Nanda, 2020).

Na tabela 2 esta representada a composicdo em vitaminas do pdlen apicola seco de acordo com
Campos et al. (2008).

Tabela 2. Composi¢do em vitaminas do pélen apicola seco.

VITAMINAS MIN — MAX REFERENCIA BIBLIOGRAFICA
Vitamina C (acido ascorbico) (mg/100g) 7,00-56,00 Campos et al. (2008)
Vitamina E (Tocoferol) (mg/100g) 4,00-32,00 Campos et al. (2008)
Vitamina B1 (Tiamina) (mg/100g) 0,60-1,30 Campos et al. (2008)
Vitamina B2 (Riboflavina) (mg/100g) 0,60-2,00 Campos et al. (2008)
Vitamina Bz (Niacina) (mg/100g) 4,00-11,00 Campos et al. (2008)
Vitamina B5 (Acido pantoténico) (mg/100g) 0,50-2,00 Campos et al. (2008)
Vitamina B6 (Piridoxina) (mg/100g) 0,20-0,70 Campos et al. (2008)

Vitamina B9 (Acido félico) (png/100g) 300,00-1000,00 Campos et al. (2008)

As vitaminas compreendem um grupo diverso de compostos organicos com diversas funcgdes,
tais como assegurar o crescimento e diferenciacdo celular, atividade antioxidante e algumas sdo
precursores de cofatores enzimaticos (Ares et al., 2018; De Arruda et al., 2013 a). As vitaminas
sdo classificadas quanto a sua solubilidade. As vitaminas lipossollveis sdo um grupo de

substancias quimicas com uma estrutura diversa, sollveis em solventes organicos e



compreendem as vitaminas A (B-caroteno, a-caroteno e retinol), vitaminas D, vitamina E
(tocoferol) e vitamina K (De Arruda et al., 2013 a; De Arruda et al.,, 2013 b). As vitaminas
hidrossoluveis desempenham um papel importante na producdo de energia celular, estdo
envolvidas no metabolismo dos lipidos, hidratos de carbono e proteinas (De Arruda et al., 2013
a), e incluem as vitaminas do complexo B (B1 (tiamina), B2 (riboflavina), B3 (niacina), B5 (acido
pantoténico), B6 (piridoxina), B7 (biotina), B9 (acido fdlico e B12 (cianocobalamina) e vitamina
C (Denisow & Denisow-Pietrzyk, 2016; Komosinska-Vassev et al., 2015; Kostic et al., 2020; Kroyer
& Hegedus, 2001).

Como as vitaminas ndo sdo sintetizadas no organismo ou sintetizadas em quantidades
inadequadas, estes nutrientes devem ser obtidos através da alimentacdo. O conteudo
vitaminico no pdlen apicola pode ser uma fonte importante no aporte didrio destes nutrientes

(De Arruda et al., 2013 b).

2.1.2 Composicao Bioativa do Pdlen Apicola

As propriedades terapéuticas do pdlen apicola sdo atribuidas a presenca de compostos
fendlicos, principalmente ao alto teor de flavonoides (quercetina e glicosideos de canferol)
caracterizados pelo elevado potencial antioxidante e antibacteriano e com propriedades
antinflamatdrias e antialérgicas (De-Melo et al.,2016; Liolios, et al., 2022).

Devido a grande variedade de metabolitos primarios e secundarios o pdlen apicola possui
propriedades e bioatividades importantes (antioxidantes, anticarcindgenicas, antibacterianas,
antifungicas, hepatoprotetoras, anti-ateroscleréticas, hipolipidémicas e desintoxicantes,
antidiabéticas) (Anjos et al., 2019 a; Belinda-Aldemita et al., 2019; Denisow & Denisow-Pietrzyk,
2016; Didaras at al., 2020; Jannesar et al., 2017; Kocot et al., 2018; Komosinska-Vassev et al.,
2015; Kurek-Gorecka et al., 2020; Morgaoan et al., 2019).

Os antioxidantes naturais presentes no pdlen apicola sdo capazes de retardar ou prevenir a
oxidacdo de outras moléculas que poderiam conduzir ao desenvolvimento de stress oxidativo
(Belina-Aldemita et al., 2020). As reag¢des de oxidagdo produzem radicais livres, que iniciam
reacdes em cadeia e causam danos na membrana celular, proteinas e/ou DNA, induzindo
inflamagdes que estdo associados a varias doengas degenerativas (Campos et al., 2010; Schieber
& Chandel, 2014). Em geral, os compostos antioxidantes possuem uma funcgdo fendlica, com a
capacidade de eliminar esses radicais livres (Campos et al., 2010). Assim, o efeito antioxidante
do pélen de abelha é atribuido tanto a atividade de enzimas antioxidantes, bem como a
presenca de metabolitos vegetais secundarios, como compostos fendlicos, carotendides,

vitamina C, vitamina E e glutationa (Margaoan et al., 2019).



Compostos fendlicos estdo entre os antioxidantes mais estudados devido aos seus efeitos
biolégicos e propriedades terapéuticas, ou seja, o seu efeito quelante de metais e captadores
de radicais livres ou como moduladores de atividade enzimatica e protetores das vias de
transducdo (Valko et al., 2007). Assim, dado o seu valor medicinal e nutricional, este produto
apicola é considerado um alimento e um suplemento dietético valioso (Kostic et al., 2020).

O pdlen de abelha é rico em polifendis, principalmente acidos fendlicos, e flavonoides, como
acido cafeico, catequinas, canferol, quercetina e isorhamnetina (Kocot et al., 2018; Jannesar et
al., 2017). Os compostos fenélicos podem apresentar um anel aromatico simples, de baixo peso
molecular, ou grandes e complexos taninos e polifendis derivados. De acordo com o nimero e
a disposicdo dos seus atomos de carbono, sdo classificados como flavonoides (flavondis,
flavonas, antocianinas, flavanonas, isoflavonas, entre outros) e os ndo flavonoides, tais como,
os acidos fendlicos, hidroxicinamatos, estilbenos, entre outros. Os flavonoides sdo o grupo mais
comum de compostos polifendlicos na dieta humana e possuem vdrias atividades
farmacolégicas. De composicdo variavel devido a varios fatores, o pdlen apicola é composto por
uma ampla gama de compostos fendlicos, como a rutina, quercetina, acido vanilico e acido

protocatecuico (Ares et al., 2018).

2.2 Parametros de Qualidade no Pdlen Apicola
2.2.1 Parametros Microbioldgicos

Considerando que a seguranga microbioldgica é um dos principais critérios de qualidade dos
produtos alimentares, para garantir uma utilizacdo segura no consumo de pdlen apicola, sdo
essenciais controlos permanentes de seguranca e de qualidade microbioldgica do produto. A
avaliacdo do crescimento de microrganismos é um bom indicador de seguranca e garantia do
cumprimento das boas praticas de higiene e de fabrico durante todo o processo produtivo,
desde a recolha até ao armazenamento do produto (De-Melo et al., 2016).

A contaminagdo do pdlen apicola por microrganismos depende ndo s6 da sua composicdo
guimica e nutricional, mas também com fatores relacionados com a contaminagdo do produto
na colmeia ou durante o processo produtivo. S3o varias as atividades que podem estar
associadas a contaminagdo, tais como manipulagdo humana, habitat natural, condi¢des
sanitarias do local de producdo, método de desidratagdo, métodos de conservagdo, o
embalamento e o armazenamento. O grau de contaminacdo vai depender do nivel de higiene e
das precaug¢des tomadas pelo apicultor, em todas as etapas do processo produtivo, desde a
colheita do apicola até ao armazenamento (Beev et al., 2018; De-Melo et al, 2015; Liolios et al.,

2022; Nogueira et al., 2012).



Tendo em conta que o pdlen apicola fresco tem um elevado teor de humidade, os
microrganismos como bactérias e leveduras, encontram condi¢cdes adequadas ao seu
crescimento, resultando na degradacdo da qualidade do produto (Liolios et al., 2022).
Atualmente, ndo existem padrdes e limites de qualidade legislados na Unido Europeia, mas
alguns paises como o Brasil, a Bulgaria, a Polénia, a Argentina ou a Suica estabeleceram padroes
oficiais de qualidade microbioldgica do pdélen apicola comercial (Campos et al., 2008; Liolios et
al., 2022).

Na auséncia de critérios microbioldgicos especificos, o produtor deve obedecer aos padrdes
gerais de higiene dos géneros alimenticios, ou consultar documentacdo de referéncia como
regulamentacdo da Unido Europeia ou documentos de referéncia nacional (Liolios et al., 2022).
Na tabela 3 estdo apresentados critérios de qualidade microbiolégica de acordo com linhas de
orientacdo para a avaliacdo da qualidade microbioldgica dos produtos prontos para consumo e
critérios de referéncia para o pélen apicola comercial desidratado (Campos et al., 2008; Instituto
Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA), 2019).

Tabela 3. Critérios de qualidade microbioldgica para produtos alimentares para consumo de acordo com
valores guia e de referéncia.

PARAMETROS MICROBIOLOGICOS  CRITERIO DE QUALIDADE REFERENCIA BIBLIOGRAFICA

Salmonella sp Ausente/25g INSA, (2019)
Staphylococcus aureus Ausente/25g Campos et al. (2008)
Entobacteriaceae <10?% ufc/g INSA (2019)
Escherichia coli <10 ufc/g Campos et al. (2008)
Microrganismos a 30°C <103 ufc/g INSA, (2019)
Bolores e leveduras <103 ufc/g INSA, (2019)

Os microrganismos responsaveis pela deterioracdo dos alimentos e de interesse sanitario
diferem da fonte e das caracteristicas bioquimicas. A proliferacdo microbiana depende das
caracteristicas do alimento, e o seu desenvolvimento é influenciado por parametros intrinsecos
como o pH, ay ou nutrientes, ou extrinsecos como é o caso da temperatura e humidade. Para a
prevencao ou o retardamento dos processos de deterioragdo, com origem microbiana, devem
ser minimizados o contacto entre microrganismos e o alimento, eliminar total ou parcialmente
a microflora presente através da aplicagcdo de métodos de conservacdo e diminuir a velocidade
de proliferagdo através do ajuste das condi¢Ges de armazenamento (Sinell, 1980).

A nivel industrial os operadores sdo os responsaveis pela colocacdo de géneros alimenticios
seguros no mercado (Regulamento (CE) n2 852/2004). A seguranga alimentar é garantida pela
aplicacdo de metodologias preventivas pela aplicacdo de procedimentos baseados na Andlise de
Perigos e Controlo de Pontos Critico (HACCP) e aplicacdo das Boas Praticas de Higiene e Fabrico

(BPHF) (Regulamento (CE) n? 852/2004; INSA, 2019). O controlo microbioldgico é uma das
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ferramentas importantes aplicadas nos controlos de qualidade e seguranca alimentar
permitindo avaliar quer os produtos do ponto de vista microbiolégico, a adequacao dos prazos
estipulados para o seu consumo ou determinar o prazo de validade, como avaliar o
cumprimento das BPHF, determinar uma via de contaminagdo do processo produtivo ou avaliar
os processos de conservacdo (INSA, 2019; Mossel et al, 1995).

Neste trabalho generalizou-se a quantificacdo de determinados grupos de microrganismos, que
guando presentes e em determinadas concentragées, podem fornecer informacgdes Uteis sobre
a qualidade geral do alimento (Sinell, 1980).

Os microrganismos totais a 30°C ou aerdbios meséfilos sdo indicadores de qualidade que podem
contribuir diretamente para uma avaliacdo da seguranca dos alimentos prontos a consumir.
Fornecem informacdes Uteis sobre a adequacao das BPHF e sobre a qualidade geral do alimento.
Sdo ainda utilizados na determinacdo do tempo de vida util. S3o0 um grupo de organismos de
baixa resisténcia ao calor e por isso, a sua presenga apds um tratamento térmico pode significar
a inadequacdo do processo ou a ocorréncia de contaminagdo apds o processamento (Centre for
Food Safety (CFS), 2014; Sinell, 1980). A sua avaliagdo é realizada por um método de contagem,
por técnica de incorporagdo, de microrganismos capazes de crescer e formar coldnias em meio
solido depois de incubacdo aerdbia a 30°C (ISO 4833-1:2003, 2003). Inclui todas as células
vegetativas, esporos e bactérias, leveduras e bolores (New South Wales Food Authority,
(NSWFA), 2009).

A contagem de bactérias sulfito-redutoras é utilizada como indicador de higiene em alimentos.
Sao bactérias anaerdbias, gram-positivas e capazes de formar esporos por isso resistentes a
processamento térmico (Sinell, 1980).

Os bolores e leveduras sdo agentes importantes de alteragdo sobretudo de alimentos com baixo
teor de ay, alimentos acidos, agucarados ou fermentados (INSA, 2019). Sdo organismos aerdbios
mesdfilos. Os bolores sdo aerdbios estritos enquanto que as leveduras sdo aerdbios facultativos.
Tém a capacidade de se desenvolverem em condi¢Ges adversas, tais como, baixas temperaturas,
baixo pH e baixa atividade da agua (Tournas et al., 2001). Estdo presentes no meio ambiente, e
podem facilmente propagar-se no alimento por contacto com equipamentos ou superficies
contaminadas, exposi¢do ao ar ou contaminacdo cruzada durante o processo produtivo (INSA,
2019). A contagem de bolores e leveduras é um método de contagem por técnica de
espalhamento (NP 3277-1:1987, 1987). Para valores de leveduras acima de 10° ufc/g pode
ocorrer alteracdes de sabor e niveis compreendidos entre 10° a 107 ufc/g estdo geralmente
associados a deterioragao do alimento devido a produgdo de acido (INSA, 2019). Certos bolores,
como os toxigénicos, sdo produtores de micotoxinas responsaveis pelas intoxicacdes

alimentares com implicagdes adversas a saude humana (Sinell, 1980; Beev et al., 2018).
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Os coliformes sdao importantes bactérias patogénicas que podem causar doencgas graves em
humanos por contaminacao fecal. Sdo indicadores de qualidade sanitdria e a sua presenca estd
associada ao ndao cumprimento das BPHF. Sdo ainda indicadores da presenca de outros
microrganismos importantes, como a bactéria gram-negativa Escherichia coli, também

causadora de problemas de saude (Beev et al., 2018; INSA, 2019).

2.2.2 Parametros Fisico-Quimicos
A atividade da agua (aw), a humidade e o pH sdo parametros importantes na seguranca e
qualidade do pdlen apicola (Beev et al., 2018).
O teor de humidade é considerado um dos principais indicadores de qualidade que afeta o
tempo de prateleira do pélen apicola e aliado a elevados valores de aw, proporcionam uma
matriz favoravel ao desenvolvimento de microrganismos. A transferéncia de humidade do
ambiente para o pdlen apicola pode promover o crescimento microbiano e a deterioracdo da
qualidade do produto. Por isso, elevados teores de humidade promovem o crescimento de
microrganismos, e baixos teores inibem o seu crescimento (Straumite et al., 2022). Segundo
Campos et al. (2008), o teor de humidade para o pdlen fresco pode variar entre 0s 20% e 0s 30%,
e para o poélen desidratado recomenda valores compreendidos entre os 6% e os 8%.
A a,, mede a agua disponivel no alimento. Teores elevados de ay facilitam o desenvolvimento
de bolores e leveduras, responsaveis pela atividade enzimatica, principal fonte da toxicidade do
pélen apicola que coloca em risco o consumidor (Beev et al., 2018; Thakur e Nanda, 2020). De
acordo com a bibliografia os valores de a, do pdlen apicola fresco podem variar entre 0,57 a
0,97 (Anjos et al., 2019 a; Pascoal et al., 2022) e para o pélen desidratado de 0,26 a 0,34 (Pascoal
et al.,, 2022).
O pH é outro indicador de qualidade do pdlen apicola. A maior parte dos microrganismos prefere
valores de pH neutro, no entanto as leveduras desenvolvem-se entre pH de 4,0 a 4,5 e os fungos
podem crescer entre 2,0 a 8,0 com preferéncia pelo pH acido. Alimentos com acidez baixa
prevalecem as bactérias, em alimentos acidos sdo predominantes as leveduras, fungos e
bactérias esporogénicas, e em alimentos com acidez muito elevada desenvolvem-se os bolores
e leveduras (Beev et al., 2018; Straunite et al., 2022). Segundo Anjos et al. (2019 a) valores baixos
de pH e ayw no pdlen apicola desidratado, inibem o crescimento de microrganismos, diminuindo
assim a possibilidade de surgirem problemas associados a qualidade do pdlen apicola. Segundo
a literatura os valores de pH do pdlen desidratado podem variar entre 4,3 a 5,2 (Féas et al., 2012;
Keskin & Ozkok, 2020).
A cor também é considerada um parametro de qualidade do pélen apicola. A cor relaciona-se

com os pigmentos vegetais presentes em diferentes concentragbes no pdlen, como os
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carotenoides e antocianinas (Sattler et al., 2015). O pdlen apicola contém uma grande variedade
de tonalidades, que varia entre o amarelo a preto, dependendo da origem vegetal. As condicdes
de processamento podem influenciar a cor, em particular os pardmetros L* que indica a
luminosidade entre o branco (L* igual a 100) até ao preto (L* igual a 0) e b* que indica a cor na
regidao do amarelo (+b*) até ao azul (-b*). O a* indica a cor na regido do vermelho (+a*) até

verde (-a*) (Thakur & Nanda, 2020).

2.3 Metodologias de Conservagao

Como ja foi referido a composicdo quimica do pdlen apicola é muito varidvel e depende de varios
fatores externos, mas também pode ser influenciada pelos métodos de conservacao aplicados,
principalmente se envolverem calor, ou pelo periodo de armazenamento (Dias et al., 2016).

O poélen apicola pode ser consumido fresco, mas devido ao seu elevado teor de humidade é
considerado um produto perecivel. Por isso, € comum apds a sua recolha ser sujeito a um
processo de desidratacdo com o objetivo de aumentar a sua estabilidade fisico-quimica para
evitar o desenvolvimento microbiano e assim garantir a seguranca do produto a longo prazo
(Anjos et al.,2019 a; Campos et al., 2008; De-Melo et al., 2016; Dias et al., 2016).

Os métodos classicos de secagem utilizados no pdlen apicola ndo sdo padronizados e tém em
comum a exposicao do produto a um fluxo de ar quente, durante um certo periodo, com a
finalidade de reduzir o teor de humidade (Dias et al., 2016). Este método de secagem,
denominado secagem convencional, é o método mais utilizado na industria alimentar e é
realizado normalmente numa estufa ou forno com ventilagdo. Apesar das suas vantagens
(pratico e de baixo custo), a secagem de ar quente pode levar a produg¢do de compostos de
Maillard e potencialmente afetar de forma negativa as caracteristicas nutricionais e
organoléticas, o teor de compostos bioativos de interesse como por exemplo os polifendis,
flavonoides, vitaminas e lipidos (Anjos et al., 2019 a; Keskin e Ozkok, 2020; Liolios et al., 2022;
Zuluaga-Dominguez et al., 2018). No entanto, Zuluaga-Dominguez et al. (2018) defende que esta
desidratacdo aplicada ao pdlen apicola, € um dos processos fisicos importantes e necessarios,
uma vez que, a sua a¢ao modifica a estrutura externa do grdo, a exina, que é extremamente
rigida e limita a capacidade de absorcdo de nutrientes no trato digestivo humano. Se por um
lado a temperatura de secagem deve permitir a biodisponibilidade de nutrientes para o
consumidor e reduzir o teor de humidade para evitar a deteriora¢do do produto, por outro ndo
deve alterar compostos e propriedades de interesse sensiveis a temperatura. Para colmatar este
problema relacionado com a temperatura, tém vindo a ser propostos novos métodos de
desidratacdo, com aplicagdo de temperaturas baixas para reduzir o teor de humidade. A

avaliacdo do efeito do tempo e temperatura de desidratacdo nas propriedades fisico-quimicas,
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morfoldgicas e organoléticas sdo importantes para obter pdlen apicola com caracteristicas de
elevada qualidade (Isik et al.,2018). Por isso, a liofilizacdo é considerada um processo de
desidratacao alternativo, eficiente e com menos impacto negativo na alteracdao da composicao
nutricional, quimica e bioativa dos produtos alimentares e com a vantagem de manter as
propriedades sensoriais semelhantes ao produto fresco (Dias et al., 2016; Keskin e ozkok, 2020).
A desidratacado é realizada pela remocgdo da agua pelo processo de sublimacgado, ou seja, a dgua
é convertida do estado sélido (congelagdo) diretamente para gas, sob condi¢Ges de vacuo e a
temperaturas negativas. No entanto, tem a desvantagem de ndo ser uma opgdo
economicamente vidvel para os apicultores, principalmente para os pequenos e médios
produtores (De-Melo et al., 2016; Zuluaga-Dominguez et al., 2018).

Melo et al. (2016) comparou a aplicacdo da secagem convencional com a liofilizagdo na
gualidade fisico-quimica, bioldgica e microbiolégica de pdlen desidratado. No geral observou
gue o podlen submetido ao processo de liofilizacdo apresentou maiores teores de proteinas,
lipidos, vitaminas (vit E) e compostos fendlicos. A liofilizagdo teve também influéncia positiva no
parametro da cor. Por sua vez, observou uma influéncia negativa na aplicacdo da secagem
convencional nas propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias e antimicrobianas do pdlen
apicola.

Dias et al. (2016), avaliou a influéncia de varios métodos de desidratacdo na composicdo quimica
e bioativa do pdlen apicola e chegou a conclusdo de que, a liofilizagdo preservou melhor as
propriedades quimicas e bioativas (compostos fendlicos totais, flavonoides e atividade
antioxidante) comparado com a secagem por ar quente.

Alternativamente, a congelacdo pode ser utilizada para preservar as propriedades nutricionais
e organoléticas do pdlen apicola. Aplicando as boas praticas de higiene e temperaturas
adequadas de armazenamento, o pdlen apicola, pode manter-se armazenado em congelagao
até 6 meses sem perder as suas caracteristicas (Anjos et al., 2019 a; Campos et al., 2021).
Anjos et al. (2019 a) avaliou o efeito de diferentes métodos de conservagdo no pélen apicola
(congelagdo vs secagem), na composi¢do nutricional e na qualidade microbioldgica. Este estudo
demonstrou que o método de conservagdo influenciou a composicdo nutricional,
nomeadamente a concentragdo de agucares redutores, o teor de compostos fendlicos totais, de
flavonoides, de lipidos e de proteinas. O pdlen congelado preservou mais as propriedades
nutricionais em relagdo ao pdlen seco. No entanto, devido a maior contaminagdo microbioldgica
verificada de bolores e leveduras para o pélen apicola congelado o autor sugere que a opgdo
mais segura ao nivel da seguranca alimentar seria o pdlen seco.

Os consumidores na Grécia preferem consumir o pdlen apicola fresco devido as suas

caracteristicas sensoriais e valor nutricional. O facto de o pdlen apresentar um substrato ideal
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para o crescimento microbiano, devido ao seu teor elevado de humidade, limita a opcdo de
consumo deste produto em fresco, e neste caso pode ser utilizado o processo de conservagao
mais eficaz e com menor impacto na composicdo quimica e nutricional que é a congelacdo. A
congelagdo a -20°C, ou a temperaturas inferiores, inibem o crescimento microbiano devido as

baixas temperaturas e a auséncia de agua no estado liquido (Liolios et al., 2022).

2.4 Normas de Seguranca Alimentar

A atividade apicola é praticada em todos os Estados Membros e é normalmente caracterizada
pela diversidade das condi¢Ges de producdo. Embora exista legislagdo que regule o setor apicola
na Unido Europeia, existe uma lacuna na regulamentacdo especifica para a comercializacdo do
pdlen apicola. Como o pdlen apicola é um produto natural e com uma composi¢do quimica
muito varidvel, é dificil a sua padronizacdo (Anjos et al., 2017; Campos et al., 2008).

Paises como a Poldnia, Bulgaria, Suica e Brasil, propdem um conjunto de requisitos minimos
para a apresentacdo e comercializacdo do pdlen apicola, sendo que em alguns deles estes
requisitos de qualidade sdo regulamentados (Campos et al., 2008).

O desejavel é que estas regras sejam uniformizadas e aplicadas a todos os paises para garantir,
de forma transversal, a qualidade e seguranga alimentar na comercializagdo do pdlen apicola
(Kieliszek et al., 2018; Kostic et al., 2020).

Neste sentido, a Organizag¢do Internacional de Padronizagao, através de um subcomité técnico
de produtos apicolas, criou a norma ISO/TC 34/SC 19, com o objetivo de padronizar todos os
processos associados aos produtos apicolas, para melhorar e garantir a qualidade dos produtos.
Atualmente estd a ser elaborada a ISO/WD 24382, que ird incluir todas as especificacoes
relacionadas com o pdlen de abelha com o objetivo de estabelecer limites maximos aceitdveis
de contaminantes e de humidade, assim como o estabelecimento de boas praticas de fabrico,
armazenagem e processos de secagem (Anjos et al., 2022; ISO/TC 34/SC 19:2017 (2017); Vegh,
2021)

Apesar de voluntdria, a padronizagdo permitira, num futuro préximo, regular a comercializagdo
garantindo ndo s6 o estabelecimento de parametros de qualidade no processo produtivo, mas
também no produto acabado, dando maior confianga aos consumidores (Anjos et al., 2022).
Para colmatar a falta de informacgao, varios autores como Campos et al. (2008), tém vindo a
propor nos seus trabalhos critérios de qualidade para o pdlen apicola, metodologias
padronizadas e otimizadas do processo produtivo e de métodos analiticos de parametros de
qualidade (Campos et al., 2008; Campos et al., 2021). A nivel nacional existem varios projetos e

manuais técnicos desenvolvidos por varias organiza¢Oes e entidades, de consulta publica e com

15



caracter orientador e sensibilizador direcionados para os apicultores, que abordam temas como
boas praticas de fabrico, de seguranca e sadde no trabalho, parametros de qualidade e valores
de referéncia (GPP, 2019).

Segundo Campos et al. (2008), as principais fontes de contaminag¢do do pdlen apicola, e as que
sdo mais dificeis de controlar, sdo os metais pesados e pesticidas provenientes do ambiente e
das praticas agricolas. Relativamente as fontes de contaminagdo secundaria, sdo consideradas
as mesmas que para outros géneros alimenticios, que surgem pelo incumprimento das medidas
preventivas nos sistemas de gestdo e segurancga alimentar, como Boas Praticas Agricolas (BPA)
e as Boas Praticas de Higiene e de Fabrico (BPHF) e considera a seguranga microbioldgica um

dos principais requisitos de qualidade.

2.5 Aplicagoes do Pélen Apicola em Alimentos

O crescente interesse do consumidor na procura de uma alimentag¢do mais saudavel, incluindo
na sua dieta produtos naturais, ecolégicos e com propriedades benéficas para a sua saude, tem
influenciado a comunidade cientifica e indUstria alimentar a estudar a incorporacdo de
alimentos com interesse nutricional e bioativos (Camacho-Bernal et al., 2021).

O pélen apicola tem a vantagem de poder ser consumido diretamente, por ser considerado um
produto funcional, rico nutricionalmente e com propriedades benéficas para a sadde, mas pode
ser uma alternativa de aplicagdo no desenvolvimento de novos produtos alimentares com o
objetivo de melhorar a qualidade do produto e a componente nutricional (Adaskeviciute et al.,
2019; Camacho-Bernal et al.,, 2021). Um dos exemplos de aplicacdo do pdlen apicola na
alimentagdo foi desenvolvido por Anjos et al. (2019 b), que estudou adi¢do do pdlen apicola,
como antioxidante natural, no processo produtivo de um enchido designado morcela. Os
resultados mostraram influéncia positiva na prevengdo da oxidagdo lipidica do produto final. O
autor concluiu que o uso do pdlen apicola na producdo de morcela melhorou a qualidade e
aceitabilidade sem alterar o seu sabor caracteristico deste tipo de enchido. Ao avaliar o tempo
de prateleira do produto concluiu que o pdlen apicola pode ser uma alternativa natural, aplicado
como antioxidante prevencdo da oxidacao lipidica do produto final.

Outro exemplo é o estudo realizado por Brochard et al. (2021), em que aplicou o pdlen apicola
no enriqguecimento de massas alimenticias, junto com farinha de castanha e avaliou as
propriedades fisico-quimicas dos novos produtos desenvolvidos. Concluiu que, a incorporac¢do
de pélen em pd em massas alimenticias tem influéncia positiva nas caracteristicas que definem
uma massa alimenticia de alta qualidade (firmeza, elasticidade e tempo 6timo de cozimento).
Ainda verificou efeitos positivos na intensificagao da cor do produto final, tanto em massas secas

como em massas frescas.
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Heldt et al. (2019), avaliou a capacidade do extrato de pdlen de abelha, como antioxidante
natural, aplicado na producdao do hamburguer de bovino, durante o processo produtivo e
armazenamento em congelacdo. Verificou que os hamburgueres que continham extrato de
pdlen apicola inibiram a oxidagao lipidica do produto, aumentando o tempo de vida util.

Conte et al. (2018), estudou a adi¢cdo de diferentes concentragdes de pdlen na produgao de pao
sem gluten e avaliou as propriedades fisico-quimicas, tecnolégicas e sensoriais dos produtos
desenvolvidos. Observou que a adicdo do pdlen ndo alterou as propriedades reolégicas e

melhorou as caracteristicas tecnoldgicas, sensoriais e a aceitabilidade do produto.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Preparagao de Amostras

O podlen apicola foi colhido fresco de colmeias localizadas na Freguesia de A-dos-Francos,
pertencente ao concelho de Caldas da Rainha (39°19'27"N 9°1'10"'W) (Figura 4), durante o més
de outubro de 2019, tendo sido mantida a temperatura de refrigeracdo durante o seu transporte

até ao laboratorio.

Vidais
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Sdo Gregorio
da Fanadia
[N114]
[Tl Rio Maior
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Painho | A15]
Asseicelra

Ihal

Figura 4. Localizagdo da recolha do pélen apicola (fonte: google maps).

As amostras em laboratdrio foram submetidas a trés diferentes técnicas de conservacao, tais
como, congelagdo a -20°C (ACE/400 SP APQ), liofilizacdo a 0,140 mbar e -89°C, durante 120 horas
(Labconco, Freezone 6 Plus) e secagem de ar quente (Klarstein, Master Jerky 300), em secador
protoétipo com fluxo de ar forgado, sem controlo de humidade durante 32 horas a 40°C,

conforme descrito na figura 5.
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Figura 5. Esquema de preparac¢do de amostras de pdlen apicola.
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As amostras desidratadas (figura 6) foram embaladas a vacuo (Henkelmann, Marlin 42) e
armazenadas a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, durante 1 ano. As amostras congeladas

(figura 6) permaneceram a -20 °C durante 1 ano.

a) o 0

Figura 6. Amostra de pdlen apicola submetidas a diferentes processos de conservagdo, a) congelagdo, b)
liofilizagdo e c) secagem por ar quente).

Durante o presente trabalho foi utilizada a nomenclatura representada na tabela 4 para as

diferentes amostras analisadas de pdlen apicola.

Tabela 4. Nomenclatura atribuida a cada amostra analisada de pdlen apicola.

AMOSTRA NOMENCLATURA
Pélen congelado PC
Pdlen liofilizado PL
Pélen seco PS
Pélen seco comercial (controlo) PSC

3.2 Desenho Experimental

No presente estudo foram realizados ensaios para a caracterizacdo fisico-quimica e composicdo
nutricional, avaliacdo de parametros microbioldgicos e avaliagdo das propriedades bioativas de
amostras de podlen apicola submetidas a varios processos de conservacdo e armazenadas por
um periodo de um ano. O pdlen apicola comercial foi utilizado como controlo na avaliagao das

propriedades bioativas. O desenho da parte experimental esta representado na figura 7.
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Figura 7. Desenho experimental.
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3.3 Avaliagao da Qualidade Microbiolégica

Foram avaliados microrganismos indicadores da qualidade comercial das varias amostras de
pdlen apicola (pdlen congelado, pélen liofilizado e pélen seco), nomeadamente microrganismos
a 30°C (aerdbios mesdfilos) e bolores e leveduras. Foram também avaliados microrganismos de
qualidade sanitaria (coliformes totais e estafilococos coagulase positiva) e microrganismos
indicadores de seguranca (clostridios sulfito-redutores). Todas as analises microbioldgicas foram

realizadas em triplicado.

3.3.1 Preparag¢ao das Amostras e Meios de Cultura
A preparagdo das amostras foi realizada de acordo com a Norma Portuguesa NP 1829:1982
(1982). Todos os diluentes e meios de cultura foram preparados de acordo com as instrugdes

dos fabricantes e esterilizados em autoclave a 121°C, durante 15 minutos (figura 8).

Figura 8. Preparacdo dos meios de cultura e diluentes.

3.3.2 Contagem de Microrganismos Totais a 30°C
A contagem de microrganismos totais a 30°C, ou contagem de aerdbios mesofilos, foi realizada
de acordo com a norma EN I1SO 4833-1:2013 (2013).
Resumidamente, foram realizadas dilui¢cdes decimais até a diluicdo 10™ tendo sido plaqueado,
por incorpora¢do 1ml de cada diluigdo em meio Plate Count Agar (VWR). As placas foram
incubadas a 30°C % 1°C, durante 72 horas. A contagem das coldnias foi realizada através da

Equacdo 1 e os resultados expressos por UFC/g de pélen.

_ 2c =
n= (Any+0.1ny) d Equagao 1
Onde,

n —Soma das coldnias em todas as placas contadas.
ni1—Numero de placas contadas da primeira diluigdo.
n, - Numero de placas contadas da segunda diluicao.

d — Diluigdo a partir da qual foram obtidas as primeiras contagens.

21



3.3.3 Contagem de Bolores e Leveduras
A contagem de bolores e leveduras foi realizada de acordo com as normas NP 3277-1:1987
(1987).
Foram transferidos 1 ml de cada dilui¢do decimal, até 107, para placas de Petri contendo meio
de cultura Rose Bengal Chloramphenicol Agar (VWR), utilizando como técnica a sementeira por
espalhamento. As placas foram incubadas a 25°C £ 1°C, durante 120 horas. A contagem das

coldnias foi realizada através da Equagdo 1 e os resultados expressos por UFC/g de pdlen.

3.3.4 Contagem de Coliformes Totais
A contagem de coliformes totais foi realizada de acordo com a norma ISO 9308-1:2014 (2014).
Foram transferidos 1 ml de cada dilui¢do decimal, até 107, para placas de Petri contendo meio
de cultura Chromocult ® Coliforme Agar (MERCK), utilizando como técnica a sementeira por
incorporacdo com dupla camada de meio de cultura. As placas foram incubadas a 37°C £ 1°C,
durante 24 horas. A contagem das coldnias foi realizada através da Equacdo 1 e os resultados

expressos por UFC/g.

3.3.5 Contagem de Estafilococos Coagulase Positiva
A contagem de estafilococos coagulase positiva foi realizada com base na norma I1SO 6888-
2:1999 (1999) /Adm 1: (2003), com adaptacdes (Mauriello et al., 2017; De-Melo et al., 2015).
Foram transferidos 1 ml de cada dilui¢do decimal, até a diluicdo até 10, para placas de Petri
contendo meio de cultura Baird Parker agar base (VWR) com suplemento de gema de ovo,
utilizando como técnica a sementeira por incorporagao. As placas foram incubadas a 37°C £ 1°C,
durante 24 horas a 48 horas. A contagem das coldnias foi realizada através da Equagdo 1 e os

resultados expressos por UFC/g.

3.3.6 Contagem de Clostridios Sulfito-Redutores

A Contagem de clostridios de sulfito-redutores foi realizada de acordo com a norma ISO
15213:2003 (2003).

Foram transferidos 1 ml de cada diluicdo, até 10, para placas de Petri contendo meio de cultura
Reinforced Clostridial Medium (VWR), utilizando como técnica a sementeira por incorporagéo
com dupla camada de meio de cultura. As placas foram incubadas a 37°C + 1°C, durante 24 horas
a 48 horas. A presenga de coldnias negras nas placas sdo correspondem um resultado positivo
para clostridios sulfito redutores. A contagem das colénias foi realizada através da Equagdo 1 e

os resultados expressos por UFC/g.
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3.4 Caracterizagao Fisico-Quimica

As amostras de pélen congelado, pélen liofilizado e pdlen seco foram submetidas a
caracterizagdo quimica através da determinac¢do do teor de humidade, determinacdo de pH e
determinacgdo da atividade da dgua (aw). Todas as analises fisico-quimicas foram realizadas em

triplicado.

3.4.1 Humidade
A determinagdo do teor de humidade foi realizada segundo o método descrito pela AOAC
(1995). O método consiste na secagem de aproximadamente 2 g de amostras em estufa (Binder),
a temperatura de 105°C durante 24 horas, com ar forcado sem controlo de temperatura. O teor

de humidade foi calculado e expresso em (%) de acordo com a seguinte equagao:

Teor de Humidade (%) = % x100 Equacdo 2
2=

Onde,

P1— Massa tara do recipiente (g)

P, — Massa do recipiente com a amostra (g)

P3;—Massa da amostra apds a secagem (g) (tara do recipiente + peso da amostra apds a secagem)

3.4.2 pH
A determinacdo do pH realizou-se por método potenciométrico de acordo com Anjos et al. (2019
a). Foram realizadas solucGes aquosas das varias amostras de pdlen (10 g de amostra em 75 ml

de dgua destilada) e analisadas através de um potenciometro (Crimson C931) (figura 9).

b\

Figura 9. Determinag¢do do pH das amostras de pdlen apicola

3.4.3 Atividade Agua
A atividade da agua (aw) foi determinada através de um medidor (Aqua Lab 4TE) (Zenebon et

al., 2008) (figura 10).
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Figura 10. Determinacdo da atividade da agua.

3.4.4 Cor
A cor das amostras de pdlen foi determinada de acordo com a escala Cielab, recorrendo-se a
um colorimetro (Konica Minolta, CR-400) (figura 11), segundo o sistema de cor proposto pela

Comission Internationale L Eclairage (CIE).

Figura 11. Determinagdo da cor das amostras de podlen apicola.

Este sistema de cores baseia-se numa representagao cartesiana sequencial ou continua de 3
eixos ortogonais: L*, a* e b*, conforme ilustra a figura 12.

Branco

Vermelho
+a*

Preto

Figura 12. Representac¢do do Espaco de Cor CIELab (Fonte: Konica Minolta).
O a* indica a cor na regido do vermelho (+a*) até verde (-a*). O b* indica a cor na regido do
amarelo (+b*) até ao azul (-b*). O L* indica a luminosidade varia entre o branco (L* igual a 100)
até ao preto (L* igual a 0). O equipamento foi calibrado usando uma placa branca refletora
padrdo (Mahy et al., 1994; Thakur & Nanda, 2020). Foram realizadas dez leituras de cada

amostra de pdlen apicola.
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3.5 Composi¢ao Nutricional

De forma a caracterizar as propriedades nutricionais das diferentes amostras de pdlen apicola
foram realizadas analises quimicas aos seus nutrientes por um laboratdrio externo certificado.
Os métodos utilizados pelo laboratério externo na determinagdo dos varios parametros estao

referidos da tabela 5.

Tabela 5. Parametros de andlise e metodologias aplicadas pelo laboratério externo para a determinagdo

da composigdo nutricional das varias amostras de pdlen.

ENSAIOS METODO REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
Valor energético Calculo Reg. (EU) n.2 1169/2011 (2011)
Hidratos de carbono Reg. (EU) n.2 1169/2011 (2011)
Acucares totais Gravimetria Bogdanov et al. (1997)
Humidade Gravimetria AOAC, (2005)
Proteina Bruta (N*6.25) Dumas AOAC 984.13
Cinzas Gravimetria AOAC 968.08
Lipidos Hidrélise e Soxhlet AOAC 920.39
Acidos gordos saturados
Acidos gordos polinsaturados Cromatografia Gasosa AOAC 996.06

Acidos gordos monoinsaturados

Sal
Sédio

Absor¢do Atomica

AOAC, (2005)

Acucares redutores Volumetria Campos et al. (2021)
Vitamina C (acido ascérbico) HPLC AOAC967.21
Vitamina E (soma de isémeros)
Alfa-tocoferol AOAC 2012.10
HPLC
Beta-gamma tocoferol
Delta-tocoferol
Vitamina B
Vitamina B1 (Tiamina) AOAC953.17
Vitamina B2 (Riboflavina) AOAC953.17
Vitamina B3 (Niacina) HPLC AOAC953.17

Vitamina B5 (Acido pantoténico)
Vitamina B6 (Piridoxina)
Vitamina B9 (Acido félico)

AOAC 2012.16
AOAC 2012.16
AOAC953.17

3.6 Avaliacao das Propriedades Bioativas - Atividade e Capacidade Antioxidante

O estudo da atividade antioxidante foi realizado através da avaliagao do conteudo fendlico total

(CFT), estimado espetrofotometricamente pelo método de Folin-Ciocalteu e por
espetrofotometria de ressonancia magnética (RMN 1H), enquanto a capacidade antioxidante foi
determinada pelo método ABTS (2,2'-Azino-bis(3-ethylben zothiazoline-6-sulfonic acid)
diammonium salt) e pelo método DPPH (2,2-diphenyl-1 picrylhydrazyl), ambos os métodos

medem as atividades de elimina¢do dos radicais livres (figura 13).
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As extracOes de compostos nas diferentes amostras de pélen apicola foram realizadas com dois
solventes diferentes, o etanol e a acetona, na razdo de 1:10 (1 g de pélen em 10 ml de solvente),
(figura 13).

Os resultados obtidos foram comparados com amostra de pdlen comercial desidratado,

submetidas ao mesmo procedimento.

AMOSTRAS ; .
POLEN EXTRACAO METODOS
CONGELADO ETANOL FOLIN-CIOCALTEU ATIVIDADE
70% (viv) ANTIOXIDANTE
LIOFILIZADO RMN 1H (CFT)
ACETONA
SECO 70% (viv)
CONTROLO ABTS CAPACIDADE
(COMERCIAL) - ANTIOXIDANTE

Figura 13. Esquema representativo das metodologias utilizadas na avaliagcdo da atividade e capacidade
antioxidante para as diferentes amostras de pdlen apicola estudadas.

3.6.1 Preparagao dos Extratos Etandlicos (EE) e Extratos Cetonicos (EC)

A preparacdo dos extratos etandlicos (EE), (etanol:dgua, 70:30 (v/v)) e extratos cetdnico (EC)
(acetona:agua, 70:30 (v/v)), das diferentes amostras de pdlen apicola, foi realizada de acordo
com a metodologia de Ribeiro et al. (2014), com algumas adaptacdes.

Preparou-se 1 g de amostra (Metller Toledo — modelo AE200-S), triturada por pressdao manual
mecanica com recurso a um almofariz com pildo e diluida em 10 ml de solvente num frasco de
vidro graduado. A solugdo foi submetida a agitacdo magnética durante 1 hora a 9000 rpm
(agitador magnético J.P. Selecta), protegida da luz e a temperatura ambiente. Os extratos foram
centrifugados a 3000 rpm, a 20°C durante 5 minutos (Heraeus Labofuge 200). Os sobrenadantes
foram recolhidos e filtrados com papel de filtro 90 mm de didametro (Xinxing 202 Moderate). Os
extratos obtidos foram diluidos nos respetivos solventes, e mantidos ao abrigo da luz, até serem
realizados os ensaios para a determinagdo da atividade e capacidade antioxidante (Follin-

Ciocalteu, ABTS e DPPH) (figura 14).
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Figura 14. Extratos cetdnicos de pdlen apicola congelado, liofilizado e seco (a); Extratos etandlicos de
podlen apicola congelado, liofilizado e seco (b).

Para os ensaios de RMN foram usados solventes deuterados na preparacdo dos extratos
etandlicos e cetdnicos.

Na determinacdo da atividade e capacidade antioxidante foram preparados extratos etandlicos
e cetdnicos de amostras de pdlen seco comercial usadas como controlo para comparacgdo de

resultados. Foram realizados triplicados de todas as amostras de pdlen.

3.6.2 Avaliacdo dos Compostos Fendlicos Totais (CFT)

3.6.2.1 Quantificacdo de CFT - Método Espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu

Os compostos fendlicos dos extratos de polen apicola em etanol a 70% (v/v) e em acetona a 70%
(v/v), foram quantificados pelo método de Folin-Ciocalteu descrito por Singleton & Rossi (1965)
com adaptacgGes de Brito et al. (2021). O método baseia-se na reacdo dos compostos fendlicos
com o reagente Folin-Ciocalteu para produzir fosfomolibdato e fosfotungstato, complexos de
cor azul, detetados espectrofotometricamente a 750 nm.

Varias aliquotas dos extratos de pélen apicola e solu¢des padrao de acido galico nas respetivas
concentragdes, 0,03; 0,05; 0,10; 0,25; e 0,50 mg/L, foram misturados com o regente Folin-
Ciocalteu. Foram adicionados as solu¢Bes carbonato de sédio (Na,COs) (70,0 g/L) e agua
ultrapura Milli-Q, e apés homogeneiza¢do procedeu-se a uma incubagao de 60 minutos, a 20°C,
no escuro. As amostras de controlo foram preparadas com os solventes etanol a 70% (v/v) e
acetona a 70% (v/v) diluidos no reagente Folin-Ciocalteu.

A curva de calibracdo foi obtida através do padrao acido galico. A quantificacdo dos polifendis
totais (QTP) foram expressos em grama de equivalentes de acido galico por 100 g de amostra
de pdlen (g GAE/100g). Todas as amostras foram analisadas em triplicado.

A quantificacdo dos polifendis totais para os extratos etandlicos de pdlen foi calculada através
da Equacdo 4, resultante da equacdo da reta de calibragdo (y=2,4995x—0,0209) (Figura 17 do

anexo A), tendo em conta a massa da amostra e o volume do extrato.
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Abs—0,0209

QTP = [ﬁ' x100 Equagdo 4

Onde,

QTP — Quantificacdo de polifendis totais

Abs — absorbancia de cada amostra a 750 nm
CE — Concentracdo de extrato

A quantificacdo dos polifendis totais para os extratos ceténicos de pélen foi calculada através
da Equacdo 5, resultante da equacdo da reta de calibragdo (y=2,925x-0,0035) (Figura 18 do

anexo A), tendo em conta a massa da amostra e o volume do extrato.

Abs—0,0035

QTP = \%}(2150| x100 Equagdo 5

Onde,

QTP - Quantificacdo de polifendis totais

Abs — absorvancia de cada amostra a 750 nm
CE — Concentracgdo de extrato

3.6.2.2 Método Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN 1H)

O ensaio de espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear (RMN) foi adaptado de
Cristophoridou & Dias (2009).

As solucdes de RMN foram preparadas em solventes deuterados de etanol-d6 70% (v/v) e
acetona-d6 70% (v/v). Os espectros 1D 1H RMN foram obtidos num espectrémetro Bruker
Avance Il 400, operando a 400,13 MHz, a 25°C, utilizando uma sequéncia de impulso com
gradientes zgpr. A aquisicdo de dados 1D foi realizada com 16K pontos complexos, com um total
de 512 scans, uma janela espectral de 6402 Hz e um tempo de relaxa¢ao de 2 segundos.

Os dados finais foram processados e analisados com um Topspin v4.0 (Bruker) e MestReNova

9.1 (Mestrelab). Os desvios quimicos foram apresentados em ppm.

3.6.3 Determinag¢ao da Capacidade Antioxidante

3.6.3.1 Método de Redugao do Radical ABTS

O método ABTS (2,2'-Azino-bis (3-ethylben zothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt) foi
utilizado para avaliar a capacidade antioxidante das amostras de pdlen apicola. O procedimento

utilizado baseou-se no método descrito por Re et al. (1999), com algumas adaptacdes, e tem
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como base a avaliacdo da capacidade que uma amostra tem de inibir o radical ABTSe+ em
comparagdo com um antioxidante padrdao o Trolox. O ABTSe+ é um radical livre sintético de
coloracao verde-azulada, e a capacidade antioxidante da amostra depende da sua capacidade
de reduzir ou eliminar o radical. Quanto maior a descoloragdo verificada, maior sera a atividade
existente na amostra (Floegel et al., 2011); Re et al., 1999).

Iniciou-se o procedimento com a preparacao da solugdo concentrada de ABTS. Em ambiente
escuro foi preparada uma solucdo de ABTS (7 mM) com solugdo de persulfato de potassio
(K2S20s) (2,45 mM). As duas solugdes foram adicionadas num mesmo tubo de vidro, deixando-o
em repouso durante 16 horas a temperatura ambiente e protegido da luz. Posteriormente, foi
realizada a filtracdo de aproximadamente 2 ml da solu¢cdo ABTS concentrado, através de seringa
com filtro (0,22 um), a qual foi adicionada 200 ml de 4gua ultrapura MilliQ, cujo objetivo da
diluicdo foi obter uma solucdo com valores de absorbancia de 0,700 + 0,020, para um
comprimento de onda de 734 nm. O método consistiu na adicdo de 1 ml da solucdo diluida de
ABTS a 20 L de extrato na mesma cuvete descartavel (Brand standard — PMMA semi-micro,
Sigma - Aldrich). Em cada cuvete foi colocado Parafilm®, de forma a evitar contacto com o
oxigénio, e agitaram-se manualmente. Apds 6 minutos, tempo em que decorreu a reacao,
procedeu-se a leitura das solugdes a 734 nm em espectrofotometro (Varian Cary modelo 50 Scan
UV Visible). A amostra controlo foi submetida tendo em conta o mesmo procedimento,
substituindo apenas o extrato por agua ultrapura MilliQ.

As retas de calibracdo para cada um dos solventes utilizados (Figuras 19 e 20 do anexo B), foram
preparadas com o padrdo Trolox (6—hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-carboxylic acido)
(0,03, 0,05, 0,010, 0,25 e 0,50 g/L). Foram utilizadas amostras de controlo diluidas na solucdo de
ABTS de etanol a 70% (v/V) e acetona a70% (v/v). Todas as amostras foram analisadas em
triplicado.

Para calcular a atividade antioxidante (AA) dos extratos etandlicos e cetdnicos foi calculado

previamente a percentagem de inibi¢do (Pl), pela Equagéo 6.

__ Absr—Abs ax100
o Absr

Pl Equagdo 6

Onde,

Abs r - Absorvancia inicial da solugdo de ABTS.
Abs a — Absorvancia da solu¢do apds 6 minutos.

A atividade antioxidante foi calculada para os extratos etandlicos através da Equacgdo 7 e para

os extratos cetdnicos através da Equacdo 8.
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PI-3,4637
— 317,33 ~
AA = [—CExlo x100 Equagio 7
Onde,
AA — Atividade antioxidante
Pl — Percentagem de inibicdo
CE — Concentracado de extrato
PI-6,5143
— 114,24 ~
AA = I—CExlo |x100 Equacio 8

Onde,

AA — Atividade antioxidante
Pl — Percentagem de inibicdo
CE — Concentracdo de extrato

Os resultados correspondentes a atividade antioxidante foram expressos em g de TEAC
(Capacidade antioxidante equivalente Trolox) por 100 g de amostra, utilizando uma reta de
calibracdo para o solvente etanol (Figura 19, anexo B), com a seguinte equacgdo
y=317,33x+3,4637 e uma a reta de calibragdo para o solvente acetona (Figura 20, anexo B), com
a seguinte equacdo y=114,24x+6,5143, tendo em conta a massa da amostra e o volume do

extrato.

3.6.3.2 Método DPPH

O método da capacidade de redugdo do radical DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl), é um
método espectrofotométrico baseado na redug¢do do radical estavel (DPPH), por um
antioxidante, permitindo estimar a capacidade antioxidante da amostra. O radical apresenta
uma forte cor purpura que muda para amarelo apds reagdo com compostos antioxidantes
(Noipa et al., 2011). O ensaio foi realizado segundo o método descrito por Re et al. (1999), com
adaptacdes (Ribeiro et al., 2014).

Foram preparadas duas solugGes de 0,099 mM de DPPH em etanol a 70% (v/v) e em acetona a
70% (v/v), de forma a obter valores de absorvancia na gama de 0,500+0,040. Foram introduzidos
3,90 ml da solucdo de DPPH, diluida com 0,10 ml de cada extrato, em tubos de vidro rolhados.
Os tubos foram agitados em vortex e colocados em repouso, durante 30 minutos, a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. A absorvancia foi medida a 515 nm (Varian Cary modelo 50 Scan
UV Visible) em cuvettes de vidro utilizando as amostras controlo. As diferentes amostras foram

analisadas em triplicado.
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Os resultados foram expressos em gramas TEAC por 100 g de amostra, e para o solvente etanol
(70% v/v) a atividade antioxidante foi calculada através da Equacdo 8, resultante da equagdo da
reta de calibracdo (y=416,23 x +8,4379) (Figura 21 do anexo C), para o solvente acetona a 70%
(v/v) a atividade antioxidante foi calculada através da Equacdo 9, resultante da equacgdo da reta
de calibracdo (y=134,7 x + 10,293) (Figura 22 do anexo C), tendo em conta a massa da amostra

e o volume do extrato.

Abs—8,4379
_ 416,23 ~
AA = l—CExlo |x100 Equacdo 8
Onde,
AA — Atividade antioxidante
Abs — absorvancia de cada amostra a 515 nm
CE — Concentracdo de extrato
Abs—10,293
AA = \&| x100 Equagdo 9
CEx10

Onde,

AA — Atividade antioxidante
Abs — absorvancia de cada amostra a 515 nm
CE — Concentracgao de extrato

3.7 Analise Estatistica

Os ensaios para a determinacdo da composicdo fisico-quimica, (humidade, aw e pH), foram
realizados em triplicado, exceto e cor (n=10). Os dados foram avaliados por analise de variancia
(ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, considerando o nivel de
significancia de 95% (p < 0,05), utilizando o programa STATISTICA versao 8.0 (StatSoft, EUA).

Os ensaios para a avaliacdo das propriedades bioativas do pdlen apicola, atividade e capacidade
antioxidante, foram realizados em triplicado e os resultados foram apresentados com a média

+ desvio-padrao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo amostras de pdlen apicola foram submetidas a diferentes técnicas de conservacao,
nomeadamente, congelacdo, desidratacdo por secagem convencional e desidratacdo por
liofilizacdo. Posteriormente foi avaliada a influéncia dos processos de conservacado na qualidade
microbioldgica, na composi¢do quimica e nutricional e na atividade e capacidade antioxidante

apdés um ano de armazenamento das amostras.

4.1 Avaliagdo da Qualidade Microbiolégica

Ao longo do processo produtivo o pdlen apicola é exposto a possiveis contaminacdes
microbioldgicas, desde a recolha até ao embalamento. A origem destas contaminacdes deve-se
a diversos fatores como por exemplo, ambientais ou acdo humana, por contaminacdo das
abelhas e condices de higiene nas varias etapas do processo produtivo, tais como, recolha,
processamento, embalamento e armazenamento. As primeiras fases que antecedem a
desidratacdo do podlen apicola sdo consideradas particularmente importantes para o estado de
higiene do produto, por isso, de extrema importancia a aplicagdo das BPHF (Liolios et al., 2022).
Os operadores tém a responsabilidade de produzir e colocar no mercado produtos de qualidade
e seguros para o consumidor. Desta forma, e para avaliar a seguranca microbioldgica do pélen
apicola foram estudados os parametros microbioldgicos indicadores gerais de qualidade, os
indicadores de qualidade sanitaria e os indicadores de seguranca.

Na tabela 6 estdo apresentados os resultados obtidos para os parametros microbioldgicos do

podlen apicola sujeito a diferentes processos de conservacao.

Tabela 6. Valores obtidos para os parametros microbiolégicos nas amostras de pdlen congelado, pélen
liofilizado e seco, apds um ano de armazenamento (n=3).

POLEN
PARAMETRO CONGELADO LIOFILIZADO SECO
Contagem de microrganismos totais a 30°C (ufc/g) 4,40 x10* 3,00x10* 4,43x10?
Contagem de bolores e leveduras (ufc/g) 3,20 x10?! <10 <10
Contagem de coliformes totais (ufc/g) <10 <10 <10
Contagem de estafilococos coagulase positiva (ufc/g) <10 <10 <10
Contagem de clostridios sulfito-redutores (ufc/g) <10 <10 <10

Devido a falta de padrdes oficiais legislados na UE, no que respeita a qualidade microbioldgica
para a colocagao do pdlen apicola no mercado, os resultados obtidos foram comparados com
valores-guia de documentos de referéncia nacionais e com os resultados da avaliagcdo
microbioldgica do pdlen apicola de outros estudos.

De acordo com os resultados obtidos (tabela 6), foi observado a presenga de microrganismos a

30°C nas amostras de pdlen apicola congelado (4,40x10* ufc/g), liofilizado (3,00x10* ufc/g) e seco
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(4,43x10* ufc/g). Autores como Zuluaga-Dominguez et al. (2018), detetou niveis mais elevados
no pdlen fresco (3,00x10° ufc/g) e seco a 40°C (1,00x10* ufc/g), ou Anjos et al. (2019 a), que
observou a variacdo de aerdbios mesofilos de 1,09x10% a 1,23x103 ufc/g, no pélen congelado, e
2,87x10% a 1,01x103 ufc/g, para amostras de pdlen desidratado. Embora presentes em todas as
amostras de pdlen apicola estudadas, de acordo com o INSA, (2019), este parametro
microbiolégico encontra-se num nivel de qualidade microbiolégico considerado satisfatério (<10
3 ufc/g), para alimentos colocados no mercado e prontos para consumo.

Foi ainda observado a influéncia dos processos de conservacdo por liofilizacdo e secagem
convencional na reduc¢do da carga microbiana de bolores e leveduras nas amostras de pdlen
liofilizado (<10%) e seco (<10%) em relacdo ao pdlen congelado (3,20x10* ufc/g). A carga inicial de
bolores e leveduras no pélen congelado estda num nivel de qualidade considerado satisfatorio
para este parametro (<103 ufc/g para leveduras, e <5x10? para bolores) (INSA, 2019). De-Melo
et al. (2016) ao avaliar a influéncia de diferentes métodos de desidratacdo na qualidade
microbioldgica do pdlen apicola, observou contagens superiores de bolores e leveduras em
amostras liofilizadas (1,6x10* a 9,0x10% ufc/g) e em pdlen seco (9,0x10* a 2,4x10?% ufc/g).
Relativamente as cargas microbianas dos parametros de qualidade sanitaria (coliformes totais e
estafilococos coagulase positiva) e os parametros de seguranca (clostridios sulfito redutores),
nado foram detetados nas amostras analisadas de pdlen apicola. No estudo realizado por Barbara
et al. (2015), na avaliacdo microbioldgica de pdlen desidratado foi verificada a auséncia de
coliformes fecais e clostridios sulfito redutores. Ja Coronel et al. (2004), detetou no seu estudo
contaminacdo por coliformes totais em vinte e trés amostras de pdélen apicola desidratado, o
que sugere a possibilidade de ocorrer contaminacdo microbiana associadas, principalmente, as
etapas de processamento do pdlen apicola.

Uma elevada carga microbiana, principalmente aerébios meséfilos, pode indicar mds praticas
de higiene e fabrico no processo produtivo, ou aplicacdo inadequada de bindmios de tempo e
temperatura nos processos de desidratacao, ou ainda um ineficaz armazenamento. (Anjos et al.,
2019 a; Zuluaga-Dominguez et al., 2018; Kieliszek et al., 2018). Os resultados bastante
satisfatdrios de parametros indicadores gerais de qualidade comercial, indicadores de qualidade
sanitaria e de seguranga, determinam a elevada qualidade microbioldgica das diferentes

amostras de pdlen apicola avaliadas neste estudo.

4.2 Caracterizagao Fisico-Quimica
Para avaliar as caracteristicas fisico-quimicas do pdlen apicola foram determinados parametros

como o teor de humidade, atividade da agua (aw), pH e cor, em dois momentos de analise, no
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momento zero e ap6ds 360 dias de armazenamento. Neste trabalho, o controlo destes
parametros permitiu ndo sé a avaliacdo na perspetiva da seguranca alimentar, mas também do
efeito dos varios processos de conservacdao na composicao fisico-quimica do pdlen apicola

(tabela 7).

Tabela 7. Parametros fisico-quimicos das amostras de pdlen congelado e amostras de pdlenes
desidratados (liofilizado e seco), apds um ano de armazenamento. (Diferentes simbolos na mesma coluna
indicam diferengas significativas ((p<0,05), pelo teste de Tukey; Diferentes letras mailusculas na mesma
linha indicam diferengas significativas ((p<0,05), pelo teste de Tukey) (to: 0 dias; t1: 360 dias).

HumIDADE Aw PH

to t1 to t1 to t1

MEDIA (%) (D.P.) MEDIA (D.P.) MEDIA (D.P.)

Pc 32,66+0,14%%  33,18+0,16**  0,80t0,01°* 0,83t0,03**  5,03+0,01**  3,96+0,01%*
PL  9,96%0,188° 15,73+0,07A*  0,15+0,06% 0,48+0,00"*  5,05£0,01A* 4,14+0,01%¢
Ps  12,52+0,108* 15,480,10°* 0,270,008 0,48t0,01A*  5,00£0,04**  4,12+0,01%¢

O teor de humidade no pdlen apicola, € um dos parametros mais relevantes para a conservacao
e qualidade do produto comercial do ponto de vista da seguranca alimentar. Valores elevados
de humidade estdo associados a suscetibilidade de proliferacdo e contaminacdes de
microrganismos responsdveis pela deterioracdo das caracteristicas quimicas, nutricionais,
bioativas e responsaveis pela diminuicdo do tempo de vida util do pdlen apicola. Estes
problemas associados a qualidade do produto podem pér em risco o consumidor ou inviabilizar
a comercializagdo do pdlen apicola. O pdlen apicola fresco pode fermentar a temperatura
ambiente e por isso os métodos de conservagdo por desidratagdo sdo uma boa alternativa para
diminuir o teor de humidade para niveis aceitdveis e de seguranca, (Keskin & Ozkok, 2020;
Straumite et al., 2022). Em relagdo aos teores de humidade avaliados neste estudo as diferentes
amostras de pdlen apicola apresentaram valores distintos consoante o processo de conservagao
aplicado. As diferengas significativas verificadas nos teores de humidade entre as amostras de
polen apicola congeladas e desidratadas, devem-se essencialmente ao processo de conservagao
aplicado ao pdlen apicola (congelagdo vs desidratacdo). Verificou-se que os processos de
desidratacdo permitiram reduzir significativamente o teor de humidade do pdlen liofilizado e
seco em comparacdo com o pdlen congelado. Mas foi a técnica da liofilizagdo que permitiu
reduzir de forma mais evidente e significativa o teor de humidade para 9,96+0,18 em relagdo a
desidratacdo por secagem convencional (12,52+0,10).

Embora se tenha verificado influéncia dos processos de conservag¢dao por desidratagdo nos
resultados de humidade do pélen apicola, os teores ndo estdo de acordo com os critérios de
qualidade recomendados por Campos et al. (2008), para podlen apicola seco (4% e 6%), nem
estdo conforme os critérios de qualidade legislados por paises como o Brasil (4%), Bulgaria (8%)

e Suica (6%) (Nogueira et al., 2012). E ao longo do armazenamento foi verificado o aumento
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significativo dos teores de humidade para todas as amostras de pélen estudadas. Silva et al.
(2019), no estudo da qualidade de pdlen desidratado obteve também valores de humidade no
polen apicola liofilizado (11,01%), acima dos valores recomendados. O elevado teor de
humidade observado nas amostras de pdlen desidratado pode estar relacionado com varios
fatores, nomeadamente a inadequac¢do do tempo de processamento de desidratagcao, ou, por
ser um produto higroscépico, a humidade inicial depender de circunstancias associadas as
condigdes climaticas ou a época do ano no momento da recolha (Barbara et al., 2015; Finola et
al., 2007). Imediatamente apds a congelagdo, o pdlen apicola apresentou um teor de humidade
de 32,66 + 0,14%. Os valores obtidos estdo acima dos valores referenciados para o pdlen apicola
fresco apds a sua recolha por autores como Campos et al. (2018) (20% a 30%), ou Keskin & Ozkok
(2020), (19,54% a 21,70%).

Os microrganismos requerem um valor minimo de a,, para se desenvolverem, valor varidvel de
acordo com cada grupo de microrganismos. Os bolores e leveduras apresentam requisitos mais
baixos de aw em relacdo a bactérias. Enquanto os bolores e leveduras podem crescer em teores
de aw superiores a 0,61, as bactérias patogénicas normalmente desenvolvem-se a teores
superiores a 0,85 (Anjos et al., 2019 a; Beev et al., 2018; Sagona, et al., 2017). No que diz respeito
aos resultados de aw, as diferencas verificadas entre o pdlen congelado e os poélenes
desidratados (liofilizado e seco), estdo relacionadas com o processo de conservacgdo (congelacdo
vs desidratacdo). Ao longo do armazenamento foi observado um aumento significativo dos
teores de ay para o pélen liofilizado e seco, que variaram de 0,15+0,06 a 0,48+0,00, e de
0,27+0,00a 0,4840,01, respetivamente. No entanto, os valores permanecem baixos o suficiente
para evitar o crescimento microbiano. Comparando as duas técnicas de desidratacdo, a técnica
que teve mais influencia na redugao da ay, foi a liofilizagdo. Relativamente ao pélen congelado
os valores de a, variaram de 0,80£0,01 a 0,83+0,03 e encontram-se acima do valor minimo para
o crescimento de bolores e leveduras e bactérias patogénicas.

Em relagdo ao parametro pH, ndo foram verificadas diferengas significativas entre o pdlen
congelado e os pdlenes desidratados, no momento zero. O que significa que os processos de
conservagao aplicados neste estudo nao influenciaram os valores de pH das amostras de pélen
apicola estudados. No entanto, foi verificado uma diminuigdo significativa do pH, em todas as
amostras de pdlen, ao longo do armazenamento. Os valores observados para as amostras de
polen desidratado, variaram de 4,13 a 5,04. Estes valores estdo de acordo com os observados
por Anjos et al. (2019 a), para pdlen desidratado (3,99 a 5,37), e dentro dos limites legislados
pelo Brasil, de 4,0 a 6,0 (Nogueira et al., 2012).

Os resultados relativamente ao parametro cor, estdo representados na tabela 8.
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Tabela 8. Determinac¢do do parametro cor. Médias e respetivos desvios-padrdo (n=10) dos pardmetros
de cor (L*, a* e b*) e AE. (Diferentes simbolos na mesma coluna indicam diferengas significativas (p<0,05),
pelo teste de Tukey; Diferentes letras maiusculas na mesma linha indicam diferengas significativas
(p<0,05), pelo teste de Tukey) (to: O dias; t1: 360 dias).

CoR

L* a* b*

to t1 to t1 to t1

Pc 58,22+0,79"“  48,92+15,12** 16,22+1,28**  13,50+0,99%®  57,10+2,03*“  40,06+1,58%
PL 53,54+1,12A*  52,49+1,35**  14,09+0,89"*  9,39+0,538* 56,691,932  41,92+3,978
Ps 50,55+2,26"?  38,67+1,42%*  14,76%0,61**  7,360,99°° 39,26+1,83"*  33,90+1,62°*

Foi observado uma influéncia significativa na aplicacdo dos diferentes processos de conservagao
na luminosidade (L*) das amostras estudadas. O valor mais baixo foi verificado para o pdlen seco
(50,55 * 2,26), seguindo-se do pdlen liofilizado (53,54 + 1,12) e o valor mais elevado foi registado
para o pélen congelado (58,22 + 0,79), sugerindo que o processo que mais conserva a
luminosidade do pdlen apicola é a congelagdo. Apés um ano de armazenamento o pdlen seco
teve uma reducao significativa da luminosidade.

Os parametros de a* nas amostras desidratadas foram significativamente superiores a amostra
congelada, significando que as técnicas de desidratacdo tiveram influéncia significativa neste
parametro. Ao longo do armazenamento foi observado o aumento significativo da cor verde (a*)
em todas as amostras de pélen.

Em relagdo ao parametro b*, a amostra que mais preservou a cor amarela foi o pélen congelado
(57,10 £ 2,03), observando-se diferencgas significativas entre esta amostra e o pdlen seco (39,26
+1,83). Apesar do polen liofilizado obter um valor inferior de b* em relagdo ao pdlen congelado,
ndao foram observadas diferengas significativas entre as amostras. Apdés um ano de
armazenamento observou-se um decréscimo significativo da cor amarela em todas as amostras
de polen. De-Melo et al. (2016), verificou que o teor de vitamina E estd fortemente
correlacionado ao pardmetro de cor b* (cor amarela). Desta forma as amostras de pdlen
amarelo podem ser presumivelmente caracterizadas pela presenca de a-tocoferol. Segundo o
mesmo autor, valores menores de b* e valores maiores de a* em amostras de pdlen
desidratadas por calor podem estar relacionadas a degradacdo de alguns compostos devido a

aplicacao de temperaturas elevadas.

4.3 Composigao Nutricional
A composicdo nutricional e de vitaminas do pdlen apicola submetido aos diferentes processos

de conservacdao (congelacdo, liofilizagdo e secagem convencional) foram analisados em
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laboratdrio externo e os resultados, expressos em peso seco, estao apresentados nas tabelas 9
e 10, respetivamente.

Tabela 9. Valores obtidos, em peso seco, para a composi¢dao nutricional de amostras de pdlen apicola
submetidas a diferentes processos de conservagdo (congelagdo, liofilizagdo e secagem convencional).

POLEN APiCOLA
PARAMETROS CONGELADO LIOFILIZADO SECO
Valor energético (kJ /100g) 1855,91 1788,95 1800,68
Valor energético (kcal/100g) 439,48 424,31 426,80
Hidratos de carbono (g/100g) 68,44 63,43 64,75
Acucares totais (g/100g) 38,62 41,77 38,74
Proteina Bruta (g/100g) 19,74 20,66 20,61
Cinza (g/100g) 2,16 6,19 5,18
Lipidos (g/100g) 9,65 9,72 9,46
Ac. Gordos saturados (g/100g) 3,17 2,87 2,70
Ac. Gordos polinsaturados (g/100g) 4,90 5,30 5,18
Ac. Gordos monoinsaturados (g/100g) 1,44 1,44 1,46
Sal (g/100g) 0,16 0,12 0,11
Sodio (g/100g) 0,06 0,05 0,05
Acucares redutores (g/100g) 38,62 32,27 23,54

N3do existindo legislacdo especifica para este tipo de produto alimentar, os conteudos
nutricionais das diferentes amostras estudadas foram comparados com outros estudos ou
valores de critérios de qualidade propostos por outros autores. De acordo com os resultados
obtidos, ndo foi verificada a influéncia dos processos de desidrata¢do aplicados na maioria dos
parametros avaliados, em relagdo ao processo de congelagdo. As amostras de pdlen desidratado
(liofilizadas e secas), mantiveram os teores de hidratos de carbono, proteinas, lipidos, aglcares
totais, e acidos gordos (saturados, polinsaturados e monoinsaturados), sal e sddio, em relagdo
aos teores avaliados no pdlen congelado.

De-Melo et al. (2016), avaliou o efeito da desidratacdo por liofilizacdo e secagem convencional
nos conteldos lipidico e proteico de pdlen apicola e obteve conteldos superiores no pdlen
liofilizado em relacdo ao pdlen seco, reconhecendo as vantagens na utilizacdo da liofilizacdo na
preservacdo destes compostos. Neste estudo, apesar de se ter verificado a conservagdo dos
nutrientes com a aplicagdo dos dois processos de desidratacdo distintos, ndo foi observada a
vantagem da liofilizacdo em relagcdo a secagem convencional. Ndo foram observadas diferencas
nos conteudos destes nutrientes nas amostras de podlen liofilizado e seco.

Os teores de hidratos de carbono variaram de 68,44 g/100g para o pdlen congelado
aproximadamente em média 64,00 g/100g para as amostras desidratadas. Os resultados
observados nas amostras desidratadas estdo de acordo com observado para pélen desidratado
no estudo realizado por Estevinho et al. (2012), cujos valores variaram de 60,82 a 70,76 g/100g.
No entanto, estdo acima dos valores referentes aos critérios de qualidade propostos por Campos

et al. (2008), compreendidos entre 13,00 a 55,00 g/100g.
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Neste estudo, os valores energéticos das diferentes amostras de pdélen apicola variaram de
aproximadamente 425,00 kcal/100g, para as amostras desidratadas, a 439,48 kcal/100g, para o
polen congelado. Os resultados dos valores energéticos verificados nas amostras desidratadas
situam-se no intervalo reportados por Anjos et al. (2017), para o pdlen apicola comercial.

A secagem com ar quente ou convencional é um dos processos de conservacdo mais utilizados
na producgdo de pélen apicola para comercializagdo por ser um método eficaz ndo sé na reducdo
do teor de humidade, como na facilidade de controlar as condi¢des de secagem. No entanto,
devido a utilizacdo de temperaturas elevadas podem ocorrer rea¢des de Maillard, contribuindo
com um efeito nefasto na composicdo proteica e lipidica do pdlen apicola quando armazenado
de forma inadequado. Como consequéncia pode ocorrer a deterioracdo do valor nutricional,
perda de compostos volateis, ou mesmo o aparecimento de odores indesejaveis apds oxidacao
lipidica (Nogueira et al., 2012). Neste estudo, foi observada uma variagdo pouco significativa no
conteudo proteico, entre a amostra de pdlen congelado e as amostras de pdlen desidratado, de
19,74 g/100g a aproximadamente 20,00 g/100g, respetivamente, o que demonstra que os
processos de conservacdo, nas condicbes aplicadas, permitiram manter as propriedades
proteicas do produto, e que a sua conservacgao foi adequada durante 1 ano de armazenamento.
Autores como Keskin & Ozkok, (2020), ou Anjos et al. (2019 a) também ndo observaram
diferencas no conteudo proteico entre amostras frescas e amostras desidratadas.

A semelhanca do teor proteico, o teor lipidico ndo sofreu uma variac3o significativa entre as
amostras de pélen apicola estudas apés um ano de armazenamento, observando-se um valor
aproximado em média de 9 g/100g, para todas as amostras. De acordo com os critérios de
qualidade propostos para o pdlen comercial por Campos et al. (2018), os conteudos proteicos e
lipidicos das amostras desidratadas encontram-se dentro dos limites propostos (10,00 a 40,00
g/100g e 1,00 a 13,00 g/100g, respetivamente).

O conteudo de cinzas num alimento indica a presenca de matéria inorganica na sua composicao.
A presencga de impurezas minerais pode aumentar o teor de cinzas num alimento, e no caso do
polen apicola pode indicar uma inadequada limpeza, e por isso a sua analise pode ser
considerada um importante indicador de qualidade (Nogueira et al., 2012). Neste estudo, as
amostras de podlen liofilizado e seco obtiveram teores superiores as amostras de pdlen
congelado (6,19 g/100g, 5,18 g/100g e 2,16 g/100g, respetivamente). Os valores observados
neste estudo para as amostras desidratadas, estao ligeiramente acima dos valores observados
em estudos feitos por Féas et al. (2012) e Anjos et al. (2019 a) cujos valores variaram de 2,00 a
4,00 g/100g e de 1,68 a 2,57 g/100g, respetivamente, para pdlen desidratado. De acordo com
os critérios de qualidade proposto por Campos et al. (2008), os valores das amostras

desidratadas estdao dentro dos limites sugeridos pelo autor. Segundo Almeida-Muradian et al.
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(2012), as cinzas podem variar de acordo com o ambiente, origem vegetal ou a capacidade de
absorcao do pélen apicola.

O teor acgucares redutores registaram valores de 23,54% para o pdlen seco, 32,27% para o pdlen
liofilizado e 38,62% para o pdlen congelado. O valor registado para o pdlen liofilizado encontra-
se de acordo com os valores registados por Nogueira et al. (2012), no estudo da composi¢do
nutricional de pdlen apicola desidratado comercial.

Relativamente ao contelddo em acidos gordos (saturados, polinsaturados e monoinsaturados),
nao foi observado a influéncia dos processos de conservagao aplicados as amostras de pdlen
apicola. Os valores de acidos gordos saturado nas amostras desidratadas variaram de 2,70 a 2,87
g/100g. Estes valores estdo acima dos observados para amostras de pdlen desidratado por
Estevinho et al. (2019) (0,91 a 1,92 g/100g). No que respeita ao contetdo de acidos gordos
polinsaturados os valores observados para as amostras desidratadas variaram de 5,18 a 5,30
g/100g também sdo superiores aos resultados observados para o mesmo autor (Estevinho et al.,
2019). Os valores obtidos para os acidos gordos monoinsaturados nas amostras desidratadas
(1,44 a 1,46 g/100g) também se encontram acima dos valores observados por Estevinho et al.
(2019) (0,44 a 1,31 g/100g).

Tabela 10. Valores obtidos para a composigdo em vitaminas de amostras de pdlen apicola, em peso seco,

submetidas a diferentes processos de conservagdo (congelagdo, liofilizagdo e secagem convencional),
apo6s 1 ano de armazenamento.

POLEN ApicoLA
PARAMETROS CONGELADO LIOFILIZADO SECO
Vit C (acido ascérbico) (mg/100g) 5,62 19,67 6,76
Vit E (Soma de isémoros) (mg/100g) 489,91 386,74 304,05
Vit E (Alfa-Tocoferol) (mg/100g) 389,05 165,75 247,75
Vit E (Beta + Gamma Tocoferol) (mg/100g) 86,46 33,15 45,05
Vit E (Delta+Tocoferol) (mg/100g) 14,41 11,05 11,26
Vit B1 (Tiamina) (mg/100g) 0,04 0,03 0,03
Vit B2 (Riboflavina) (mg/100g) 1,41 1,22 0,86
Vit B3 (Niacina) (mg/100g) 28,82 12,15 21,51
Vit BS (Acido pantoténico) (mg/100g) 0,36 0,32 0,23
Vit B6 (Piridoxina) (mg/100g) 0,19 0,13 0,15
Vit B9 (Acido félico) (ng/100g) 36,02 27,62 28,15
Vit B12 (Cianocobalamina) (pg/100g) 2,88 2,21 2,25

Certos compostos podem ser degradados na presenga de temperaturas elevadas,
principalmente as vitaminas hidrossoltveis. A vitamina C, como vitamina hidrossoluvel, é
instavel na presenca de calor e no pdlen apicola pode ser degradada na etapa da desidratacdo
convencional, quando aplicadas elevadas temperaturas (Ares et al., 2018). Neste estudo e de
acordo com os resultados obtidos (tabela 10), foi possivel verificar a influéncia das técnicas de

desidratacdo na composicdo do acido ascérbico (vitamina C), no pdlen estudado. As amostras
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congeladas e desidratadas convencionalmente registaram valores inferiores (5,62 mg/100g e
6,76 mg/100g respetivamente), comparativamente ao pdlen liofilizado (19,67 mg/100g
permitindo desta forma sugerir que a liofilizacdo preservou esta vitamina hidrossoluvel. Estes
resultados estdo de acordo com os teores de vitamina C observados em amostras de pélen
comercial desidratado por Zhu et al. (2020), cujos valores variaram entre 1,75 mg/100g e 31,30
mg/100g.

Segundo Miquel et al. (2004), fatores como a luz, oxigénio e elevadas temperaturas sao
responsaveis pela degradacao da vit E. De-Melo et al. (2016), obteve teores significativamente
mais elevados de vitamina E no pdlen liofilizado em comparacdao com o pdlen seco. De acordo
com os valores obtidos neste estudo, a técnica de desidratacdo que mais preservou o contetdo
em vitamina E também foi a liofilizacdo (386,74 mg/100g), comparativamente a técnica da
secagem convencional (304,05 mg/100g). E de entre os processos de conservacdo a congelacdo
foi a que preservou a vitamina E no pdlen apicola, corroborando os resultados da avaliacdo do
parametro b* (tabela 8), relativamente a cor amarela, na amostra de pdlen congelado. O
parametro b* estd fortemente correlacionado com o teor de vitamina E, pela presenca de a-
tocoferol, e o pdélen apicola que mais preservou a cor amarela foi o congelado.

Embora o aguecimento possa causar degradacdo das vitaminas do complexo B (De-Melo et al.,
2016), nesta investigacdo ndo foi observado uma influéncia negativa na aplicacdo da
desidratacdo por secagem convencional nos contetudos de vitaminas B1, B2, B3, B5, B6, B9 e
B12. Os conteudos vitaminicos ndo sofreram alteracdes entre amostras processadas pelas
diferentes técnicas de desidratacdo (tabela 10). Apesar de varios autores verificarem a
vantagem da liofilizacdo na conservagdo do conteddo em vitaminas do complexo B no pdlen
apicola, neste estudo ndo foi evidente esta constatagdo. A exce¢do das vitaminas B2 e B9, os
valores observados para as vitaminas do complexo B, estdo abaixo dos critérios de qualidade de
referéncia, de pélen apicola comercial, descritos por Campos et al. (2008), (0,60 a 1,30 mg/100g
para a Vit B1, 4,00 a 11,00 mg/100g para a Vit B3, 0,50 a 2,00 mg/100g para a Vit B5 e 0,20 a
0,70 mg/100g para a Vit B6). Em relagdo ao contelido da vitamina B9, os valores obtidos sdo
inferiores relativamente aos critérios de referéncia de qualidade de Campos et al. (2008) (300,0

a 1000,00 pg/100g).

4.4 Avaliagao das Propriedades Bioativas — Atividade e Capacidade Antioxidante
4.4.1 Compostos Fendlicos Totais (CFT)

Diferentes métodos de extracdo foram utilizados, uma vez que os extratos aquosos, etandlicos

e cetodnicos, sdo conhecidos por apresentarem teores significativamente maiores de elementos
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bioativos, quando comparados ao pdlen apicola natural (Kroyer & Hegedus, 2001). Os resultados
foram apresentados em funcdo do produto final obtido e com as variacdes de humidade
caracteristicas do método de processamento utilizado e comparadas com amostras de pdlen
comercial (Komosinska-Vassev et al., 2015).

A avaliacdo dos compostos fendlicos totais foi realizada através de dois métodos, pelo método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu, e pelo método espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN de 1H).

Na contagem de compostos fendlicos totais pelo método Folin-Ciocalteu, os resultados foram
expressos em gramas de equivalente de acido galico (GAE) por 100 gramas de amostra (g
GAE/100g), em peso seco, conforme os resultados apresentados na tabela 11.

Tabela 11. Teores de compostos fendlicos total pelo método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu.
Médias e respetivos desvios-padrio (n=3), dos CFT (g GAE/100g) presentes em extratos de amostras de
pdlen apicola (pdlen congelado, podlen liofilizado e pdlen seco, em extratos etandlicos e cetdnicos), em
peso seco.

EXTRATO POLEN CFT g GAE/100g (ETANOL70%)  CFT g GAE/100g (ACETONA 70%)
Congelado 0,79+0,18 0,63+0,03
Liofilizado 0,91+0,13 0,66+0,03

Seco 0,84+0,03 0,76 0,02
Seco Comercial (controlo) 0,85+0,18 0,85+0,10

O conteudo fendlico total variou entre 0,63 £ 0,03 e 0,85 + 0,18 g GAE/100g e encontra-se dentro
da faixa de valores verificados em estudos anteriores (Belina-Aldemita et al., 2020; Kocot et al.,
2018; Pérez-Pérez et al., 2012), indicando a presenca de compostos polifendlicos, como os
acidos fendlicos (acidos hidroxibenzdicos e os acidos hidroxicinamicos) e flavonoides (flavonas,
flavondis e flavanonas). Os extratos em etanol apresentam maior seguranga alimentar e um
menor impacto ambiental. Os extratos em etanol a 70% (v/v) apresentaram um conteldo de
compostos fendlicos superior em relagdo aos extratos em acetona a 70% (v/v). Os extratos
etandlicos das amostras liofilizadas e secas preservaram a maior parte do seu conteudo fendlico
quando comparado com o extrato etandlico da amostra controlo (pdlen seco comercial). As
amostras congeladas apresentaram um menor conteudo fendlico verificado quer nos extratos
etandlicos como nos extratos cetdlicos quando comparadas com os extratos do pdlen seco
comercial e com as amostras dos pdlenes desidratados.

Os ensaios por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear foram realizados com o
objetivo de identificar os principais grupos de fendis nas amostras. A andlise das amostras de
extratos de pdlen apicola por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear, permite
proceder a identificacdo da presenca de alguns grupos aromaticos, do tipo polifenol, em extratos
de pdlen apicola congelado, liofilizado e seco, em acetona-d6 70% (v/v), em etanol-d6 70% (v/v).

As figuras 15 e 16, apresentam em destaque a regido de sinais associada a protdes constituintes
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de grupos aromaticos (6,0 e 8,0 ppm) do espectro 1D 1H NMR, de amostras de extrato de pdlen
apicola em etanol-d6 70% (v/v) e de amostras de extrato de pdlen apicola em acetona-d6 70%

(v/v), respetivamente.
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Figura 15. Espectros 1D 1H RMN de extratos de pdlen apicola. A figura representa a regido do espectro
associada aos sinais provenientes de grupos aromaticos (6,0 a 8,0 ppm) para extratos de pdlen apicola
congelado, liofilizado e seco, em etanol-d6 70% (v/v). [a) Pélen Congelado; b) Pélen Liofilizado; c) Pélen
Seco; d) Pdlen Seco Comercial em fim de prazo de validade (controlo) e e) Pélen Seco Comercial recém
comercializado (controlo)]
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Figura 16. Espectros 1D 1H RMN de extratos de pdlen apicola. A figura representa a regido do espectro
associada aos sinais provenientes de grupos aromaticos (6,0 a 8,0 ppm) para extratos de pdlen apicola
congelado, liofilizado e seco, acetona-d6 70% (v/v).[a) Pélen Congelado; b) Pélen Liofilizado; c) Pélen Seco;

c) Pdlen Seco Comercial em fim de prazo de validade (controlo) e e) Pdlen Seco Comercial recém
comercializado (controlo)]

A regido aromatica (6,0 a 8,0 ppm) do espetro 1D 1H NMR do pdlen de abelha em etanol-d6 70%
(v/v) e acetona-d6 70% (v/v), detetou a presenca de compostos fendlicos (acidos fendlicos e
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hidroxicinamicos), principalmente nos extratos etandlicos das amostras liofilizadas e secas
convencionalmente, corroborando os dados obtidos pelo ensaio de Folin-Ciocalteau.

4.4.2 Capacidade Antioxidante

A capacidade antioxidante em extratos em etanol a 70% (v/v) e em acetona a 70% (v/v) do pdlen
apicola comercial e das amostras submetidas aos trés procedimentos de conservagao
(congelacdo, liofilizagdo e secagem convencional) foram avaliados através dos ensaios ABTS e
DPPH. Diferentes ensaios in vitro podem ajudar a caracterizar melhor as propriedades ativas
redutoras presentes nas amostras. Os resultados, expressos em peso seco, estdo apresentados
na tabela 12.

Tabela 12. Médias e respetivos desvios-padrido (n=3), da capacidade antioxidante equivalente de Trolox

(TEAC) de extratos etandlicos e cetdnicos de podlen apicola submetido a diferentes métodos de
processamento (congelacao, liofilizagdo e secagem), em peso seco.

g TEAC /100g (ETANOl 70%) g TEAC/100g (ACETONA 70%)

EXTRATO POLEN ABTS DPPH ABTS DPPH
Congelado 0,30+0,00 0,10+0,01 0,34+0,02 0,21+0,18
Liofilizado 0,30+0,01 0,21+0,00 0,47%0,02 0,28+0,00

Seco 0,28+0,00 0,21+0,02 0,64+0,08 0,32+0,10

Seco Comercial (controlo) 0,69+0,16 1,57 +£0,07 1,88 +0,06 2,06+0,07

A capacidade determinada pelo poder de reducdo do radical ABTS expresso em g TEAC/100g de
amostra (capacidade antioxidante equivalente de trolox), variou entre 0,28 + 0,00 e 0,30 £+ 0,01
g TEAC/100g para os extratos em etanol 70% (v/v) e entre 0,34 £ 0,02 e 0,64 + 0,08 g TEAC/100g
para os extratos de acetona 70% (v/v). Da mesma forma, o ensaio de sequestro de radicais DPPH
apresentou um perfil semelhante, com valores a variar entre 0,10 £ 0,01 g TEAC/100g e 0,21 +
0,02 g TEAC/100g para os extratos em etanol 70% (v/v) e entre 0,21 + 0,18 g TEAC/100g e 0,32
+0,10 g TEAC/100g para os extratos em acetona 70% (v/v).

Os resultados mostram que a acetona é mais eficiente que o etanol na extragcdo de compostos
antioxidantes do pdlen apicola de acordo com os ensaios ABTS e DPPH. No entanto, mesmo que
todas as amostras submetidas aos diferentes procedimentos de conserva¢gdo tenham
apresentado redugdo de antioxidantes, em relacdo ao pdlen seco comercial (controlo), as
amostras secas e liofilizadas apresentaram maiores teores de antioxidantes, quando
comparadas as amostras congeladas, exceto nos extratos etandlicos das amostras desidratadas
no ensaio ABTS.

Em relacdo as amostras controlo (pdlen seco comercial), os extratos em etanol 70% (v/v) das
amostras desidratadas apresentaram uma reducdo para aproximadamente 42% pelo método

ABTS e uma redugdo para aproximadamente 13% pelo método DPPH.
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Em relacdo as amostras congeladas, apresentaram uma reducao para 43% pelo método ABTS, e
uma reducdo ainda mais acentuada para 6%, pelo método DPPH.

Nos extratos em acetona 70% (v/v) de amostras secas e liofilizadas foi verificado uma redugdo
para aproximadamente 30% pelo método ABTS e uma reducado para aproximadamente 14% pelo
método DPPH, em relacdo as amostras controlo. As amostras congeladas apresentaram
reducdes para 18% e para 10%, pelos métodos ABTS e DPPH, respetivamente.

Assim, amostras submetidas a procedimentos de desidratacao como a liofilizacdo e a secagem
convencional, preservam melhor e mantém a capacidade antioxidante das amostras de pdlen,
dada a capacidade dos graos de pdlen secos resistirem a decomposicao devido ao revestimento
externo resistente composto por celulose e esporopolenina (Didaras et al.,, 2020; Salazar-

Gonzélez et al., 2018).
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5. CONCLUSAO E PERSPETIVAS FUTURAS

Os produtos apicolas, como é o caso do pdlen apicola, sdo conhecidos pelas suas propriedades
terapéuticas. O pdlen apicola é uma fonte de nutrientes e antioxidantes naturais devido a sua
composicao rica em compostos bioativos, como os flavonoides, acidos fendlicos ou vitaminas,
podendo ser usado como suplemento alimentar.

A concretizagdo deste potencial de mercado, em particular no que se refere a sua apeténcia
para a grande distribuicdo, depende da aplicacdo de diferentes técnicas de conservagao e do
seu efeito na manutencdo da composi¢do quimica, das propriedades nutricionais e bioativas e
tempo de prateleira do produto tendo em conta a otimizacdo da sua rentabilizacdo e da
satisfacdo das carateristicas de qualidade procuradas pelos potenciais clientes.

Os resultados das avaliacGes microbiolégicas, apdés os processos e apds um ano de
armazenamento, mostram que os processos de conservacao nao tiveram influéncia na reducdo
da carga microbiana de aerdbios mesodfilos nas amostras, mas mantiveram um nivel de
gualidade microbiolégico considerado satisfatdrio para alimentos colocados no mercado e
prontos para consumo.

J4 no parametro bolores e leveduras, houve um impacto dos processos de desidratacdao na
reducdo da carga microbiana nas amostras de pdlen liofilizado e seco.

A congelagdo também se revelou um processo eficaz na inibigdo do crescimento destes
parametros, tendo-se verificado que, apds um ano, as amostras mantinham niveis de qualidade
comercial para o pdlen apicola.

A auséncia de crescimento de microrganismos indicadores de qualidade sanitdria e de seguranca
alimentar nas varias amostras de pdlen apicola, demonstra a adequacdo das boas praticas de
higiene aplicadas na recolha, armazenamento do pélen apicola e durante o processamento do
polen ao longo da investigagao.

Em relacdo a composicao fisico-quimica, todas as amostras processadas por liofilizagdo, por
secagem com ar quente e as congeladas apresentavam niveis de humidade superiores aos
recomendados pela bibliografia, ainda que por uma diferenca reduzida no caso das técnicas de
secagem. Esta situacdo podera dever-se a uma dependéncia entre o teor inicial de humidade do
podlen apicola e as condi¢Ges climatéricas na localizagdo da colmeia ou na época da colheita que
tendo motivado niveis iniciais de humidade superiores ao esperado resultaram na inadequacao
do tempo de desidratagdo aplicado.

Na composicdo nutricional, ndo foi verificada a influéncia dos processos de desidratacdo

aplicados em relacdo a congelagdo, observando-se a manutencdo do conteddo da maioria dos
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parametros nutricionais ao contrdrio do verificado por vdrios investigadores no que se refere a
conservacao por liofilizacao.

Neste estudo, a liofilizacdo mostrou ser eficaz na conservacao dos parametros da cor.

A liofilizacdo e a secagem convencional conservaram, ao fim de 1 ano, a maior parte do contetdo
fendlico das amostras quando comparado com amostras de pélen apicola desidratado recém
colocado no mercado.

No que se refere aos parametros de seguranca alimentar, e se considerarmos apenas 0s
resultados microbioldgicos, podemos concluir que, mesmo ao fim de um ano, as amostras
desidratadas, por se encontrarem em conformidade com os requisitos de qualidade e seguranca
alimentar, poderiam ser aptas para colocacdo no mercado e comercializadas. No entanto, o
elevado teor de humidade verificado nas amostras de pdélen desidratadas, significativamente
superiores aos indicados como referéncia, pode representar um risco acrescido para o
consumidor. Esta situacdo poderia ser contornada através da realizacdo de um estudo da
evolugao da atividade microbiana a diversos niveis de humidade em amostras tratadas pelos
diferentes processos ao longo do tempo, enquanto forma de determinacado da variacdo do ciclo
de vida deste produto em funcdo do teor de humidade para cada processo.

Os resultados obtidos reforcam a ideia de que a ndo existéncia de regulamentacdo especifica, a
nivel Europeu, nem regras transversais para producao do pdlen apicola, pode contribuir para a
comercializagdo de produtos com caracteristicas ndo seguras. A uniformizacdo de
procedimentos de producdo e normalizagdo de critérios de qualidade dos produtos apicolas
permitiria alargar a comercializacdo do pdlen apicola a todos os Estados Membros e garantir a
producdo de produtos com carateristicas de qualidade elevada e seguros para o consumidor.
Os produtores deveriam ainda considerar o uso da conservagao por desidratagdo, quer por
liofilizagdo, quer por secagem com ar quente (a temperaturas ndo superiores a 40°C), em vez da
congelacdo, dadas as suas capacidades de conservagdao e manutencgdo das caracteristicas
bioativas e microbioldgicas do pélen apicola. A secagem convencional tem a vantagem de ser
um processo mais econémico, enquanto a liofilizagao ainda ndo é uma opgao economicamente
vidvel para os apicultores, principalmente para os pequenos e médios produtores.

Enquanto perspetivas futuras e no contexto da definicao de critérios de qualidade e referenciais
normativos que possam contribuir para a producdo de produtos a base de pdlen apicola seguros
e de elevada qualidade, permitir operacGes mais eficazes no controlo dos processos industriais
e ainda permitir aumentar a rentabilidade da atividade apicola, seria relevante este trabalho
incluir a obtencdo de informacdo em areas de investigacdo como a biodisponibilidade dos
nutrientes, a capacidade antimicrobiana, a andlise da microestrutura através de Microscopia

Eletrénica de Varrimento ou a realizacdo de analises sensoriais.
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7. ANEXOS

ANEXO A
Reta de Calibracdo - Etanol a 70 % (v/v)
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Figura 17. Reta de calibracdo do acido gélico para a quantificagdo de compostos fendlicos totais pelo
método de Folin-Ciocalteu, usando como solvente o etanol a 70% (v/v).
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Figura 18. Reta de calibracdo do acido gélico para a quantificacdo de compostos fendlicos totais pelo
método Folin-Ciocalteu, usando como solvente a acetona a 70% (v/v).
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ANEXO B

ABTS/Trolox - Etanol a 70% (v/v)
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Figura 19. Reta de calibragdo de Trolox para determinagdo da atividade antioxidante através pelo método
ABTS das amostras de Pélen estudados, como solvente o atanol a 70% (v/v).
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Figura 20. Reta de calibracdo de Trolox para determinacdo da atividade antioxidante através pelo
método ABTS das amostras de Pdlen estudados, com solvente acetona a 70% (v/v).
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ANEXO C

DPPH/Trolox - Etanol a 70% (v/v)
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Figura 21. Reta de calibragdo do Trolox para determinagdo da capacidade antioxidante pelo método
DPPH, utilizando como solvente o etanol a 70% (v/v).

DPPH/Trolox - Acetona a 70% (v/v)
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Figura 22. Reta de calibracdo do Trolox para determinagdo da capacidade antioxidante pelo método
DPPH, utilizando como solvente a acetona a 70% (v/v).
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