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RESUMO

O polen apicola é a aglutinacdo do pdélen presente nas flores coletados
pelas abelhas operarias, e depositados na entrada da colméia. O estudo visou
avaliar a qualidade microbiolégica e fisico-quimica do polen IN NATURA e do
submetido a diferentes processos de secagem, simulando as condicbes de
processamento do produto comercializado. Também avaliou as amostras
adquiridas no comercio do estado de Sao Paulo. Registrou-se a escassez das
pesquisas sobre a qualidade microbioldgica do pélen apicola.

Primeiramente a pesquisa, analisou amostras de podlen apicola obtidas
através de coletores instalados nas colméias pertencentes ao apiario experimental
do P6lo Regional de Desenvolvimento Tecnoldgico dos Agronegécios do Vale do
Paraiba, localizado em Pindamonhangaba-SP, pertencente a Agéncia Paulista de
Tecnologia dos Agronegécios. A coleta ocorreu nos intervalos de 24horas,
48horas e 72horas, objetivando a presenca e/ou quantidade de microrganismos
patogénicos no pdélen com relagdo ao tempo de permanéncia do produto no
campo. As amostras foram congeladas por 48horas, e submetidas a dois
processos de secagem (circulagdo de ar em sistema aberto a 40-42°C e sistema
de circulacdo de ar fechado a 30°C). Foram realizadas as analises fisico-quimicas
para os parametros de pH, umidade e atividade de 4gua e as microbiolégicas com
avaliagao de Bacillus cereus, Estafilococos coagulase positiva, coliformes a 45°C,
Escherichia coli, Salmonella sp, bolores e leveduras, além de microrganismos
sulfitos redutores.

Amostras de pdlen apicola desidratado foram adquiridas no mercado
vajerista do Estado de Sao Paulo, com registro no Servigo de Inspecdo Federal
(SIF), submetidas aos mesmos parametros. Através dos calculos estatisticos
observaram-se possiveis diferencas e/ou correlagdes existentes entre os
parametros analisados (microbioldgicos, fisico-quimicos) para os tratamentos
propostos (frequéncia de coleta e processos de desidratacao).

Verificou-se que as amostras analisadas, as IN NATURA e as

desidratadas, mostraram-se isentas dos principais patdégenos como Salmonella sp



e Estafilococos coagulase positiva, porém, a populacao de bolores e leveduras foi
relativamente elevada. Podendo concluir que os bolores e leveduras sao os
parametros microbiol6gicos mais significativos para o pélen apicola, seguido por
Bacillus cereus e por bactérias coliformes totais, sendo parametros que devem ser
introduzidos na legislacdo; além do processo de desidratacdo normalmente
utilizado para poélen, ndao reduzir a populacédo fungica. Com base na Legislacédo
atual para padrbes microbiolégicos em alimentos, considerando o grupo da
granola, todas as amostras analisadas, encontram-se dentro dos padrdes
estabelecidos. Bolores e leveduras ndo estédo incluidos na Legislacdo do MAPA.

A época do ano teve influéncia na contaminagéo de Bolores e Leveduras,
paralelamente com o tempo de permanéncia do pélen no campo, sendo indicada a
coleta do material a cada 24horas. Assim os processos de secagem devem ser
otimizados para permitirem a obtencao de produto livre de contaminantes
microbiolégicos; juntamente com a higienizacdo do material nas diferentes etapas
de producdo e processamento do pdlen, com foco na busca de materiais que
substituam a madeira que é extremamente porosa, de forma a permitir
higienizacdo adequada e satisfatéria. Outro pardmetro a ser considerado é a

embalagem para o produto que merece atencéo de especialistas nesta area.

Palavras chaves: polen apicola, analise microbiologica, andlise fisico-quimica,

controle de qualidade.



ABSTRACT

The bee pollen is the agglutination of pollen present in flowers collected
worker bees, and deposited at the entrance of the hive. The study aimed to
evaluate the microbiological quality and physico-chemistry of the pollen in nature
and subject to different processes of drying, simulating the processing conditions of
the product sold. Also evaluated the samples acquired in the trade of the state. We
have registered the scarcity of research on the microbiological quality of bee
pollen.

First the research, analyzed samples of bee pollen obtained from collectors
installed in the experimental apiary hives belonging to the Regional Technology
Development Center of Agribusiness of the Paraiba Valley, located in
Pindamonhangaba-SP, belonging to the Agency of Technology Agribusiness
Paulista. Frequency of collection in intervals of 24 hours, 48 hours and 72 hours, to
the presence and/or amount of pathogenic microorganisms in pollen with the time
of product in the field. The samples were frozen by 48 hours, and subjected to two
drying processes (movement of air in the open system 40-42°C and a system of
closed circulation of air at 30°C). Performed the analysis for the physical-chemical
parameters of pH, humidity and water activity and with the microbiological
assessment of Bacillus cereus, Coagulase positive Staphylococci, coliforms at
45°C, Escherichia coli, Salmonella, molds and yeasts, and micro sulphites
reducing.

Acquired samples of dried bee pollen market of the State of S&do Paulo,
with registration at the Federal Inspection Service (SIF), subject to the same
parameters. Through statistical calculations were observed possible differences
and/or correlations between the analyzed parameters (microbiological, physico-
chemical) for the proposed treatments (frequency of collection and processes of
dehydration).

It was found that the samples analyzed, the IN NATURE and dehydrated,
were free of major pathogens such as Salmonella and Coagulase positive

Staphylococci, however, the population of yeasts and molds is relatively high. May



conclude that the yeasts and molds are the most significant microbiological
parameters for the bee pollen, followed by Bacillus cereus bacteria and total
coliforms, and parameters to be introduced into legislation, in addition to the
dehydration process typically used for pollen, is not able to eliminate fungal its
population, based on current legislation for microbiological standards in food,
considering the group of granola, all the samples, are within the standards set.
Yeast and molds are not included in the legislation of the MAP.

The time of year influences the contamination of molds and yeasts, along
with the time of pollen in the field, being given the collection of material every 24
hours. Thus the process of drying must be optimized to allow the achievement of
product free of microbiological contaminants, together with the cleaning of
equipment in various stages of production and processing of pollen constantly, with
a focus in the search for materials to replace the wood that is extremely porous to
enable proper cleaning and satisfactory. Another parameter to be considered is the
packaging for the product deserves the attention of specialists in this area.

Keywords: bee pollen, microbiological analysis, physical-chemical analysis,
quality control



1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Existem relatos que as abelhas produzem mel ha mai/s de 50 milhdes de
anos, ou seja, muito tempo antes que o homem aparecesse sobre a terra. O mel
tem sido utilizado ao longo dos anos como alimento e medicamento. Praticamente
todas as civilizacbes antigas conheceram e utilizaram os produtos das abelhas
como valiosos recursos terapéuticos na sua medicina (LENGLER, 2007).

Comercialmente o mel pode ser considerado o principal produto das
abelhas, tanto em termos de popularidade quanto em volume de produgdo. No
entanto, outros produtos de colméia, tais como propolis, geléia real e pdlen, véem
ganhando crescente importancia nas ultimas décadas, cada um com seu proprio
mercado, constituindo-se em uma fonte de renda alternativa para os apicultores.

O pélen é um po6 fino e colorido existente nas flores que, quando coletados
pela abelha para sua alimentacdo, é umedecido com a saliva das mesmas
aglutinando-os formando um grédo que sera transportado até a colméia. Para a
coleta, utilizam-se equipamentos especificos para esse fim, recolhe este pdlen
para beneficiar e comercializar (WIESE, 2000; ALMEIDA-MURADIAN, 2002;
BARRETO, et al., 2003).

Embora se constate a inexisténcia de informag¢des sobre a magnitude do
mercado nacional e internacional de polen apicola, a pratica de consumo do
produto, tanto na dieta humana como na dieta animal, € uma realidade. Seu maior
uso, hoje, € como suplemento alimentar, sendo indicado para o equilibrio funcional
e harménico do organismo humano, produzindo bem-estar e vigor fisico (KRELL,
1996). Além de sua utilidade como suplemento alimenticio, o pdlen é usado em
farmacologia (ingrediente em produtos apifito-aromaticos), cosmeética (filtros
solares, cremes, mascaras, batons, sabonetes, shampoos, etc), na atividade
apicola como alimento para as abelhas, no monitoramento da poluicdo ambiental,
etc (CASTRO, et al., 2002).

Os produtos da colméia sempre foram um alimento de alto valor nutritivo
para o homem, pois no inicio da sua histéria o mel era saboreado pelo doce que

apresenta e também como um modo de saciar a fome. Porém, ndo tinham idéia



que os favos com o mel continham propolis, pélen, geléia real e larvas de abelhas,
e que o veneno da picada poderia servir como remédio para problemas
reumaticos e artriticos. Ha 600 anos, os hindus utilizavam o mel como alimento e a
prépolis como medicamento para a cicatrizacao de feridas (LENGLER, 2007).

O interesse em termos de producédo de pdélen no Brasil iniciou-se no final
da década de 80. A partir deste momento, observou-se um declinio com posterior
retomada da producdo e comercializacao no final da década de 90. De acordo
com BARRETO, et al., (2003), atualmente o mercado esta focado em consumo de
produtos naturais, complementares a dieta ou com efeito terapéutico, o que
estimula e promove a modalidade da cadeia produtiva apicola.

Porém, desde o fim do Século XIX, os pesquisadores se prendiam a
explicar sua composigcdao quimica (especialmente nos Estados Unidos, Japao,
Escandinavia e Franca), somente depois de 1950 que foram empreendidos os
estudos analiticos e experimentais mais importantes (DONADIEU, 2002).

Apesar de ser um produto totalmente natural e de grande valor nutricional
sao necessarios cuidados de manipulacao na colheita e beneficiamento dos graos
para uma maior garantia de qualidade do produto final. Com relatos de BARRETO,
et al.,(2003) um dos primeiros paises a estabelecer normas para a padronizagao
do polen apicola foi a Espanha, pois a falta de normativas especificas sobre a
qualidade do produto espanhol resultou na comercializagdo de produtos de baixa
qualidade e consequente perda do mercado europeu.

Os graos de polen, ou simplesmente pélen, sdo estruturas microscépicas
contidas nas angiospermas e representam o gametéfito masculino das plantas
(WITHERELL, 1975). Sua fungdo mais importante é conduzir as células sexuais
masculinas, necessarias a reproducéo das plantas, cada diminuto gréo de pélen é
formado na antera, o aparelho feminino, onde ocorre a fertilizagdo ou fusdo dos
gametas dos dois sexos (BRUANT, 1990). De acordo com WITHERELL (1975),
além de ser o proprio objeto da polinizagédo, o pdlen tem importancia na apicultura
de duas outras formas: como a principal fonte de proteinas, lipidios e minerais

para as abelhas e como um possivel produto excedente do apiario.



Tem-se também como definicdo todo organismo que se reproduz
sexualmente tem um componente feminino e um componente masculino, cada um
responsavel por metade dos genes. Portanto, as plantas tém dois veiculos para
transmitir seus genes para a proxima geracao: o pélen e o 6vulo. O pélen é o
elemento fornecido pelas estruturas masculinas da flor (MORET]I, 2006). Relato de
DONADIEU (2002) diz que o pdlen compde-se de uma multiplicidade de
microesporos, que se encontram e sdo formados na antera, parte masculina da
flor e representam as “sementes” da flor.

O apicultor pode apropriar-se de uma parte do pdélen coletado pelas
abelhas e para tal utiliza aparelhos denominados coletores de pélen, armadilhas
de podlen ou ainda caca-pdlen, que retira partes das bolotas presentes nas
corbiculas antes que as abelhas entrem na colméia (ALVES, et al., 1997). Essas
bolotas permanecem retidas em gavetas e sao recolhidas pelo apicultor em
intervalos pré-determinados, para serem posteriormente processadas. As etapas
do processamento do pélen sdo: coleta, congelamento, secagem, limpeza e
envase, obtendo-se, deste modo, o pdlen apicola desidratado (SALOME &
SALOME, 1998).

O pdlen apicola, segundo a Instrugao Normativa n°3, de 19 de janeiro de
2001, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, é o resultado da
aglutinacao do polen das flores, efetivadas por abelhas operarias, mediante néctar
e suas substancias salivares, o qual é recolhido na entrada da colméia (BRASIL,
2001a). Pode ser dividido, segundo o teor de umidade em:

e Pdlen apicola: produto coletado em sua forma original;

e Pdlen apicola desidratado: produto submetido ao processo de desidratagao
em temperatura ndo superior a 42°C e com teor de umidade n&o superior a
4%.

A composicdo quimica do pdlen varia entre as diferentes espécies
polinicas (ALMEIDA-MURADIAN, et al., 2005). Tal variacdo poderd ocasionar
diferencas no valor nutritivo do pdlen, portanto, a mistura de varias fontes é
necessaria para dar as abelhas uma dieta equilibrada (SALOME & SALOME,
1998).



Segundo SCHMIDT (1996), a composicao nutricional média do pdlen
apicola é de 23,7% de proteinas; 27% de carboidratos; 4,8% lipidios, além de
minerais, entre 0s quais encontram-se fosforos, potassio, calcio, ferro, sodio,
magnésio, manganés e cobre, e vitaminas, dentre as quais encontram-se a
vitamina C, além de carotendides, como o [3-caroteno, que é precursor da vitamina
A, e vitaminas do complexo B (tiamina, niacina, riboflavina, piridoxina, biotina,
acido pantonéico e acido fdlico).

Verifica-se, desta forma, o elevado valor nutritivo do produto. Segundo
CAMPOQOS, et al.,(1996), o seu uso esta associado a muitos beneficios para o
organismo humano, entre os quais estdo os combates ao estresse oxidativo e a
atividade antibidtica.

Entre os varios pardmetros que determinam a qualidade de um alimento,
estdo aqueles que definem as caracteristicas microbiol6gicas. A avaliacao da
qualidade de um produto fornece informacdées que permitem avalia-lo quanto as
condi¢oes de processamento, armazenamento e distribuicdo para o consumo, sua
vida 0til e quanto ao risco a saude da populacao (FRANCO, 1996a).

A seguranca alimentar com énfase nos aspectos qualitativos pode ser
entendida como a aquisi¢ao pelo consumidor de alimento de boa qualidade, livres
de contaminantes de natureza quimica (pesticidas), biolégicas (organismos
patogénicos), fisicas (vidros, pedras), ou qualquer substancia que possa acarretar
problemas a saude (SPERS & KASSOUF, 1996).

O conteudo nutricional, uma ampla gama de microrganismos patogénicos
pode proliferar no pélen apicola (GONZALEZ, et al., 2005). Note-se que o pélen
produzido no Brasil ndo recebe tratamento com produtos quimicos para sua
desinfecgcdo, como é praticado em alguns paises considerados grandes
produtores de pdlen, onde sao utilizados epdxido de etano, brometo de metila,
6xido de etileno e fésforo de aluminio (SALOME & SALOME, 1998).

Considerando-se a importancia, em termos de saude publica, da
qualidade dos alimentos e o0s riscos que estes podem trazer a saude da
populacédo, aliado ao fato do alimento em questdo apresentar um alto valor

nutritivo e de seu consumo pela populacdo estar em expansdo, a presente



pesquisa visa verificar as condi¢gées higiénico-sanitarias do produto. Além disso,
pretende-se avaliar se os procedimentos comumente adotados pelos apicultores
garantem a inocuidade do produto. Vale registrar a escassez de pesquisas

cientifica sobre a qualidade microbiolégica do pdlen apicola.



2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo visou avaliar a qualidade microbiolégica e as
caracteristicas fisico-quimicas do pélen apicola IN NATURA e do polen submetido
a diferentes processos de secagem, o0s quais simulam as condi¢cdes de

processamento do produto comercializado.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Tem como obijetivo caracterizar fisico-quimicamente as amostras de pélen
apicola IN NATURA e desidratada referente ao pH, umidade e atividade de agua.

Avaliar a presenga e/ou quantidade de microrganismos patogénicos no
produto, além da determinagdo destes parametros conforme o tempo de
permanéncia no campo antes da coleta pelo apicultor.

Realizar um comparativo da qualidade microbioldgica do pélen submetida
aos dois métodos de desidratacdo proposto no item Material e Métodos, e notando
a eficacia de cada um para a desidratacao da matéria.

Identificar nos coletores de polen, possiveis focos de contaminagao
microbioldgica, além da obtengdo de dados que fornegam subsidios para a
solidificagéo de conceitos sobre a seguranga na cadeia produtiva do pélen.

Analisar a qualidade das amostras de pdlen apicolas desidratadas

adquiridas no comercio varejista do Estado de Sao Paulo.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 REGIOES PRODUTORAS DE POLEN

Para o estabelecimento da apicultura sustentavel, € recomendavel a
avaliacao das abelhas que habitam a regido, assim como as espécies vegetais
existentes na mesma, por que a producao de mel e dos derivados da colméia esta
diretamente ligada as flores presentes como o periodo de florescimento e sua
abundancia (VELOSO, et al., 2004).

De acordo com CERQUEIRA (2007), o Brasil € um pais com clima
diversificado, onde se observam o Clima Temperado, Equatorial e Tropical.

O ecossistema predominante é o Cerrado, nome regional dado as
savanas brasileiras. Distribuida principalmente, pelo Planalto Central Brasileiro,
nos Estados de Goias, Tocantins, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, parte de
Minas Gerais, Bahia e Distrito Federal, abrangendo 196.776.853ha, equivalente a
85% ou aproximadamente 20% da superficie do Pais. Ha outras areas de
Cerrado, chamadas periféricas ou eco6tonos, que sao transicbes com biomas
Amazbnia, Mata Atlantica e Caatinga (VELOSO, et al., 2004).

O clima do Cerrado é quente, semi-umido, sendo com verao chuvoso e
inverno seco, a pluviosidade anual em torno de 800 a 1600mm, ja os solos s&o
quimicamente pobres e profundos, reconhecido devido a sua formagéo
ecossistémicas, ja que a sua vegetacado apresenta desequilibrio na sua forma
devido a escassez de micronutrientes, a exemplo do aluminio. O Cerrado
brasileiro € reconhecido como a savana mais rica do mundo em biodiversidade
com a presencga de diversos ecossistemas. Além dos recursos hidricos da regido
ressaltam em quantidade e qualidade, como nas suas chapadas encontram-se as
nascentes dos principais rios das bacias Amazénica, da Prata e do S&o Francisco
(VELOSO, et al., 2004).

Varias espécies de abelhas sociais sdo também nativas do Brasil. A
populagdo de abelhas sociais inclui algumas espécies de “mamangavas’
(Bombini), como também muitas espécies de abelhas sem ferrdo (Meliponini). A
abelha melifera (Apis melifera) foi introduzida no Brasil, por volta do século XIX e



tem ampla distribuicdo em todo o pais, a qual se adaptou as condicées ambientais
(CERQUEIRA, 2007). Esta abelha Apis Melifera possui comprimento de 10 a
11mm, sendo a abelha mais conhecida e utilizada comercialmente no mundo
(SCHEREN, 1986).

Comparacao do clima que as principais abelhas habitam, verificou-se a
existéncia de pdlos produtivos nos Estados. De acordo com BARRETO, et al.
(2003), existem dois pélos produtivos no pais: a regido do Sul, tendo Santa
Catarina, e o Nordeste, tendo a Bahia como principal produtor. Verificou-se que
ainda existem regides brasileiras ndao produtoras de pdlen, porém com alto
potencial produtivo como Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Ceara. Esses
estados apresentaram, ao longo do ano, grande estocagem de pélen nos alvéolos
das areas de cria, levando os apicultores a instalarem coletores somente para a
retirada do pélen apicola.

O numero de colméias, destinado a producdo de podlen nos estados
analisados foi de 1737 em um estudo realizado por BARRETO, et al., (2003),
sendo que no estado da Bahia cerca de 600 colméias eram destinadas a producao
de pélen, em Santa Catarina cerca de 480 colméias e no Parana por volta de 300
colméias. O periodo de produgdo do podlen foi diversificado e variou entre os
estados, notando-se variagbes entre as regides de um mesmo estado, como na
Bahia, onde foram obtidas informagbes sobre apiarios que permaneceram
produtivos durante o ano todo o ano, produzindo polen de forma intermitente.

Assim pode-se observar que a flora polinica disponivel varia entre os
estados analisados e esta relacionada com o clima e o solo de cada regiéo.
Entretanto, essas diferengas tornam o Brasil capaz de produzir o pélen apicola ao
longo do ano. Como acontece na Bahia que possui 0 periodo de produgcédo de
janeiro a dezembro decorrente da diversidade da flora que tem Palmeiras,
Camacari, Caja e Palmeira de dendé. No que se refere a producao média por
colméia/més, esta varia de 900gramas no Rio Grande do Sul a 48 quilogramas no
municipio de Canavieiras/BA proporcionado pela florada de Caja e Camacari
(BARRETO, et al., 2003).



3.2 CONCEITO SOBRE O POLEN APICOLA

O pdlen apicola é para as plantas o0 gameta masculino indispensavel para
fecundar os évulos, que vao gerar as sementes responsaveis pela perpetuacao da
espécie vegetal. Pela designacdo botanica, a palavra pdélen vem do latin
“pollenins” que significa “p6 muito fino” (CORONEL, et al., 2004).

Embora CERQUEIRA (2007) tenha relatado que o pélen biologicamente é
o0 agente de fecundacao da flor (gameta masculino) formada por microscopicos
graos de diversas formas, cores e sabores, localizado nas anteras, de onde é
retirado pelas abelhas e levado até a colméia e depositado nos alvéolos para o
uso como alimento normal e na produgcdo da geléia real. Desta forma,
apresentando uma composicao variavel entre as espécies, e os outros fatores que
influenciam sdo os meios ecolégicos e geolégicos. Como demonstra BARRETO
et. al.(2003) que no final da coleta encontram-se reunidas as bolotas de graos de
coloracao variavel, indicando diversas comunidades botanicas colecionadas pelas
abelhas, formando uma mistura conhecida como “mix” polinico, sendo esse
material removido pelo apicultor para o beneficiamento, comercializacdo e
consumo animal e humano.

Segundo definicdo de RISCO (2007) a palavra “pdlen” deriva do grego
“pale”, que designa farinha e/ou pd6 polinico, da mesma ordem da “palinologia”
(polinico) que corresponde aos estudos cientifico dos gréos de pdlen.

Através da anatomia vegetal, pode-se conhecer que a formacéo do pdlen
apicola na planta ocorre através do processo referente a preparagéo dos esporos
e gametas masculinos, sendo o microesporogénese correspondente ao tubo
polinico e o microgametogénese que leva a formagdo dos nucleos espermaticos
(microgametas). No final do processo é formado o microgametéfito gerando o grao
de polen (SILVEIRA, 2004).

O gréo de pdlen possui dois nucleos, sendo o maior denominado de
macronucleo que exerce a fungcao vegetativa, pois realiza as fun¢gées metabdlicas
para a manutencdo da célula. O segundo nucleo é o micronucleo que tem a
funcdo reprodutora, sendo que este nucleo vai se dividir e originar a dois nucleos

espermaticos com gametas masculinos (SILVEIRA, 2004).



O polen ¢ a principal fonte de alimento nao liquido especialmente para as
abelhas, pois este contém todos os nutrientes essenciais para a producao de
geléia real, com a qual sdo nutridas as larvas de rainha e as larvas de jovens
operarias. O podlen é a principal fonte de proteinas e lipidios para as larvas, talvez
para todas as espécies de géneros de Apidae, pois a quantidade de proteinas e
gorduras no néctar € insignificante (MORET]I, 2006).

As operarias mais velhas usam a proteina diretamente do pélen, ja as
larvas e os adultos de rainha e as larvas jovens de ambos 0s sexos recebem
geléia real, produzidas pelas abelhas sendo enriquecidas com pélen. Deste modo,
o pdlen é essencial para o crescimento normal e o desenvolvimento de todos os
individuos de uma colénia de abelhas, assim como para a sua reproducao
(MORETI, 2006).

As abelhas, na auséncia de podlen, recorrem a sua propria fonte de
reserva, ao receberem material nutritivo, no caso poélen, rapidamente assimilam os
principais nutrientes que haviam perdido, reintegrando-se a normalidade
(MARCHINI, et al., 2006).

Sabe-se que as abelhas necessitam de 10 aminoacidos essenciais como
a arginina, histidina, lisina, triptofano, felinanima, metionina, treonina, leucina,
isoleucina e valina, os quais sdo todos obtidos do pdélen. Outro fator importante,
experimentos de alimentacdo demonstram uma necessidade média de 145mg de
pblen para que uma abelha operaria complete o ciclo de vida (MARCHINI, et al.,
2006).

Segundo MORETI (2006) a quantidade de pdlen carregada pelas abelhas
meliferas é maior que a coletada por outras abelhas, como as dos géneros Apis,
Bombus e Colletes que podem carregar uma carga de pdélen que varia de 100 a
120mg, sendo igual aproximadamente a metade de peso do seu corpo.

Porém existe uma relacdo entre a escolha da fonte de pdlen coletado
pelas abelhas e a disponibilidade de recursos que afetam na coloragdo, na
morfologia, no odor do mesmo. Desta forma, nota-se que os tipos polinicos podem
variar conforme a regido ou época do ano em que estes estdo ofertados. Sendo

assim, conhecer o valor nutricional dos diferentes tipos polinicos pode, portanto
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contribuir para a escolha do local de instalagdo de diferentes apiarios e sugerir
ingredientes para a producao de substitutos protéicos, em época de entressafra de
pélen (EMBRAPA, 2008).

Segundo ALMEIDA-MURANDIAN, et al, (2005) a caracterizacao
nutricional do pdlen apicola pode ser utilizado no controle da qualidade deste
produto, principalmente para direcionar a producao comercial do pélen monofloral,

ou seja, aquele que é proveniente de uma mesma planta.

3.3 COLMEIAS

A palavra colméia vem de colmo, nome dado a palha trancada, matéria
com que 0s gregos e romanos usavam para fabricar suas colméias que eram em
forma de sino (SOBRAL, 2008). Segundo FREIRE (2004), o significado de colméia
€ o local onde se habita as abelhas.

No século XVII surgiram estudiosos como Maraldi e Reaumur, que
inventaram as primeiras colméias de observacao (SOBRAL, 2008). A partir deste
momento a apicultura foi se modernizando, por volta do Século XIX iniciou o
avango desta cultura, com o surgimento da criagdo dos quadros moveis,
permitindo a produgéo de grandes quantidades de mel, polen e outros produtos de
grande comercializacdo (FREIRE, 2004).

As colméias sdo pecas fundamentais na pratica de uma apicultura
racional. O desenvolvimento de peg¢as mdveis (tampas, findos, quadros, etc)
permitiram a exploracao dos produtos apicolas de forma continua e racional, sem
dano para as abelhas. Uma colméia racional é subdividida em: tampa, sobrecaixa
(melgueira ou sobreninho), ninho e fundo e os quadros (caixilhos). A manutencao
das medidas padrbes para cada modelo também é essencial (EMBRAPA, 2008).

As pecas mdveis, assim como os quadros moveis permitem que 0
apicultor inspecione o interior da colméia, realizando intervengdes como a
remocao de favos velhos, controlando o foco de pragas (como exemplo tragas),
mudando a posi¢cao dos quadros, prevenindo a enxameacao, podendo ser usado
lamina de cera alveolada que produzem enormemente o trabalho das abelhas,
possibilita 0 emprego de alimentadores artificiais, que irdo garantir o alimento a
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familia durante todo o periodo de outono e inverno, o que permite o
reaproveitamento dos favos. Além dessas vantagens, as colméias dotadas de
quadros méveis, podem ser fortalecidas com a introdugcéo de um quadro de mel ou
de crias de outra colméia (FREIRE, 2004).

3.3.1 TIPO DE COLMEIA

Hoje, o apicultor tem conhecimento de mais de 300 tipos diferentes de
colméia, sendo que a variavel esta relacionada em fungcédo da adaptacao climatica,
manejo, entre outros. Porém, todas tém em comum a mesma constituicao basica o
que corresponde ao fundo, o assoalho, o ninho (compartimento reservado ao
desenvolvimento da familia), a melgueira (local destinado ao armazenamento do
mel), os quadros (onde sao moldados os favos de mel ou de cria) e a tampa
(FREIRE, 2004).

Para a construgao das colméias, podem ser utilizados diferentes materiais,
como a madeira, fibra de vidro, amianto, concreto, isopor, etc. Entretanto, a
maioria das colméias é confeccionada em madeira, pois sdo mais praticas e
econdmicas (FREIRE, 2004).

Em 1851 o americano Lorenzo Lorane Langstroth definiu a colméia como
o “espaco da abelha”, sendo o espago necessario a passagem de uma abelha,
como o espago regular reduzido, a abelha une as duas partes com prépolis, e a

distancia maior elas constroem mais um favo de cera. Desta forma, Langstroth
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determinou que o espaco deve ser entre 4,7mm a 9mm, caso a medida seja
menor que a indicada impedira a circulagcdo das abelhas, pois caso seja maior
podera ser obstruido pela construcao de favos ou pelo prépolis. Langstroth ficou
conhecido pela revolugdo ocasionada na apicultura, com as primeiras colméias
mdveis, iniciando assim a era da colméia mobilistica (FREIRE, 2004; NEUMAIER,
1998).

Como se pode observar no Esquema 3.3.1.1, o qual demonstra as partes
que constituem a colméias padrdo (Langstroth), para maior comodidade das
abelhas e do apicultor. Este modelo de colméia é recomendado pela
Confederacdo Brasileira de Apicultura (FREIRE, 2004; NEUMAIER, 1998;
SOSNOWSKI, 2005).

Esquema 3.3.1.1 — Colméia padrao
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As caixas podem ser compradas ou feitas pelo apicultor, estas devem ser
pintadas com tinta de cor clara e de boa qualidade, o que ajuda na conservagao
do material, porém as caixas das colméias ndo podem ser pintadas internamente
(NEUMAIER, 1998).

Desta forma, a colméia Langstroth que possuem quadros moveis, tem
como vantagens (SEGEREN, 2004):

e Os favos de criagdo podem ser separados dos favos de mel de forma
simples;

e Os favos sao fixos aos quadros, tornando-se possivel trabalhar com os
favos de forma rapida e mais simples, e possibilitando o transporte seguro
sem risco de partirem;

e Os favos podem ser utilizados durante varios anos, desde que nao sejam
interessados na producao de cera, mas principalmente na coleta de mel.

3.3.2 TIPOS DE COLETORES PARA O POLEN

Sabe-se que na apicultura existem varios tipos de coletores de podlen
apicola, que sao localizados entre a entrada da colméia e a camara de cria,
desenvolvido para reter uma parte ou o total do pdlen recolhido pelas abelhas,
sendo um obstaculo em sua estrutura por onde as abelhas sao obrigadas a passar
quanto retornam para a colméia.

Na Figura 3.3.2.1 demonstra a posi¢cao do coletor de pdlen apicola, sendo
que este deve ser colocado entre o compartimento da camara de cria com a

colméia, reduzindo o espacgo de passagem da abelha com o pélen.

14



Figura 3.3.2.1 Colméia com o coletor de pdlen
amostra.

Hoje em dia, ndo existe um consenso nacional quanto ao tipo de coletor
usado pelos apicultores, ou seja, o tipo de caca-pdlen pode variar de acordo com
o estado ou de produtor para produtor. Assim temos, equipamentos como o Tipo
Tropical Africanizado, o Tropical Africano Baiano (Figura 3.3.2.2), este
desenvolvido no sul da Bahia. Nestes tipos de coletores a tela de retengdo no
alvado, é posicionada de maneira inclinada e a caixa receptora do pélen atinge
uma dimensao de trés vezes maiores do que o coletor original (BARRETO, et al.,
2003).

Outro tipo de coletor de bolotas de polen foi testado pelo Centro de Estudos
Apicolas da Universidade Estadual de Taubaté e pelo Setor de Apicultura da
Universidade Estadual Paulista, Campus de Botucatu, corresponde a um coletor
de plastico (Figura 3.3.2.5) que permitird melhor higienizagdo do equipamento de
coleta, contribuindo diretamente na qualidade do produto final a partir do pdlen,
além deste coletor, tem-se ainda o Tipo Frontal (modelo ICEPAL) (Figura 3.3.2.4),
e o tipo intermediario interno (Figura 3.3.2.3) (BARRETO, et al., 2003).
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Figura 3.3.2.2 Coletor tipo Tropical Figura 3.3.2.3 Coletor tipo Intermediario
Africanizado-Baiano. Interno.

Figura 3.3.2.4 Coletor tipo frontal de pdlen. Figura 3.3.2.5 Coletor tipo plastico injetado
(teste).
Depois da selecdo do modelo do coletor ou caga-pdlen, o apicultor deve

colocar este nas colméias sem tela durante um periodo de 24 a 48 horas para a
adaptagéo das abelhas com a nova entrada (LENGLER, 1999).

O coletor de pdlen apresenta uma tela com orificios por onde sera a entrada
das abelhas possuindo um didmetro de 4,5mm até 5mm, medida adequada para a
passagem das abelhas e também nao pode apresentar rebarbas evitando causar
danos fisicos, como perda de asas ou patas, e possiveis ferimentos. As telas
possui uma medida de 3mm de espessura, evitando o uso das telas metalicas,
sendo que as gavetas devem ser higienizadas a cada coleta para amenizar o risco
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de contaminacao do pélen. A coleta pode ser feita diariamente ou de dois em dois

dias dependendo o coletor usado pelo apicultor (LENGLER, 1999).

3.3.3 MEDIDAS DE CONTROLE NA COLETA E NO TRANSPORTE
DO POLEN

Segundo LENGLER (2007) algumas medidas podem ajudar o controle de
qualidade desta matéria, relacionado com a limpeza, transporte e o processo de
congelamento, como:

e A limpeza dos coletores deve ser feita diariamente logo ap6s a coleta do
poélen;

e Para o transporte do pdlen fresco deve-se usar sacos plasticos, caixas
receptoras de péblen, baldes plasticos, caixas plasticas organizadoras
retangulares com base larga e baixa altura até a sala de beneficiamento;

¢ Na sala de beneficiamento o pélen cuidadosamente deve passar por uma
limpeza de material estranho;

e Seguindo para o congelamento, em bandejas plasticas com no maximo de
2,5 quilos para evitar o empelotamento do mesmo durante o processo de
congelamento que pode chegar até 2 horas.

O polen, durante a coleta pode ser contaminado com impurezas como,
fragmentos de abelhas, residuos vegetais, poeiras, propolis, etc. Essas impurezas
devem ser retiradas manualmente durante a etapa de limpeza do material,
recomenda-se a utilizacdo de uma pinga, para a retirada de particulas feita com a
prépolis é usual estender um pano limpo sobre o polen, desta forma, a prépolis
presente ird migrar para a superficie se aderindo ao pano (MORETI, 2006).

3.4 COMPOSICAO QUIMICAS E PROPRIEDADES

O pdlen apicola consiste em uma mistura de gréaos de pdlen derivados de
espécies de plantas de uma determinada localidade (SCHMIDT & BUCHMANN,
1992).

Tornando-se uma rica fonte de nutrientes, tendo em vista seu papel na

reproducdo da planta (SHUEL, 1992). Quanto a sua fung¢do na colméia, o pélen
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possui uma grande importancia na alimentagdo das abelhas, pois € a principal
fonte de proteina, minerais e lipidios, sem o0s quais as abelhas ndo teriam
condicoes de desenvolver satisfatoriamente seus o6rgdos e glandulas, tao
importantes na producéao de cera, geléia real e ferombnios (COUTO & COUTO,
2002). Segundo CAMPQS, et al., (1996), o pélen supre o requerimento vitaminico
das abelhas meliferas, pois ndo existem evidéncias de que tais substancias
possam ser sintetizadas pelos insetos. Desse modo, o pdlen supre todas as
necessidades nutricionais para o desenvolvimento das larvas das abelhas adultas
(SHMIDT & BUCHMANN, 1992).

O reconhecimento do pélen como um alimento de excelente qualidade
para o homem abriu perspectivas favoraveis a sua exploragdo como mais uma
fonte de renda para o apicultor.

O podlen é considerado como um alimento natural, saudavel e de elevado
valor nutritivo. Reconhece-se que as abelhas coletam poélen, devido ao seu alto
conteudo de proteinas. Aproximadamente metade da fracdo protéica estd na
forma de aminoacidos livres, os quais podem ser assimilados imediatamente pelo
organismo (CAMPQOS, et al., 1996).

Na sua composicdo esta presente grande quantidade de aminoacidos
essenciais, acidos graxos, vitaminas, oligo-elementos, fibras vegetais, minerais e
moléculas protéicas como flavondides (LENGLER, 1999). Além de possuir
quantidades de resina, corante, enzimas e coenzimas (MORETI, 2006).

Com relagdo a composicdo quimica, existem consideraveis variagdes
quantitativas entre as diferentes espécies de plantas, das quais abelhas coletam o
pbélen. De modo geral, a composi¢cao nutricional do pdlen apicola revela que a
proteina é o principal componente do poélen, com um valor médio de
aproximadamente 24%. Os carboidratos constituem, em meédia, 2% do poélen
coletado e consistem, principalmente, de agucares simples como frutose e glicose.
O poblen contém um teor médio de 5% de gorduras, sendo parte lipidios
hidrocarbonos ou ceras, os quais dificilmente sdo digeridos e absorvidos pelo
organismo e, portanto, contribuem com poucas calorias. Além disso, o pélen

contém minerais, como potassio, célcio, magnésio, ferro, zinco, manganés e
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cobre. Assim como a maioria das plantas, o pélen contém baixos niveis de sodio.
O pdlen apicola é rico na maior parte das vitaminas do complexo B, incluindo
tiamina, niacina, riboflavina, piridoxina, acido pantoténico, acido félico e biotina.
Apresenta niveis variaveis de vitamina C, devido a esta ser labil e, portanto,
facilmente degradada durante o processamento e armazenamento do produto
(SHMIDT & BUCHMANN, 1992).

De acordo com LENGLER (2007), o p6len é uma fonte preciosa de oligo-
minerais (cobalto, niquel, silicio, titanio, entre outros) com mais de 22 elementos,
que o organismo humano necessita em pequenas quantidades e que néo existem
na maioria dos produtos alimenticios. Estes elementos estdo sendo demonstrados
de importancia, através da medicina ortomolecular, para o bom funcionamento do
organismo.

BASTOS, et al, (2003) realizou estudos em amostras de poblen
desidratados comercializados na regidao de Sao Paulo e Minas Gerais, avaliando o
teor de lipidio, resultando em torno de 6,1 a 14% de lipidios na base seca, com
relacdo ao teor de proteina os valores variam entre 16 e 27,5% e o teor de
aminoacidos pode chegar a cerca de 26% do teor de proteina. Em decorréncia da
quantidade de aminoacidos presente no pdlen, listou os indispenséaveis a vida, ou
seja, aqueles que o organismo sao incapazes de sintetizar, entre eles encontram-
se: isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptofano e valina
(DONADIEU, 2002).

Todavia MORETI (2006) relatou que os principais aminoacidos
encontrados em sua composi¢ao séo principalmente arginina, histidina, isoleucina,
lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptofano, valina e prolina (0 mais
abundante). Sdo observados também carboidratos (cerca de 29%) que séo
formados por agucares reduzidos e quantidades insignificantes de glicose, frutose,
rafinose e amido.

Segundo PROST (1985) o pdlen fresco apresentou a seguinte composicéao
entre 30 a 40% de agua, 11 a 35% de proteina, de 20 a 40% de glicidio, 1 a 20%
de lipideos, minerais de 1 a 7%.
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O valor das substancias varia de acordo com as fontes, como exemplo o
pblen de origem do Pnius é diferente do obtido da Palmacea, sendo que uma
mistura de diferentes fontes botanicas propicia uma dieta balanceada e é isso que
a abelha costuma fazer de modo que, em média o pdélen coletado por abelhas
compara-se em conteudo protéico com o dos feijoes, ervilhas e lentilhas.

Nota-se que o pdlen € um complexo de componentes, pois apresenta uma
composi¢cao quimica muito diversificada e altamente rica, que provavelmente até
agora nao totalmente elucidada, oferece condigbes ao bom funcionamento do
organismo humano, devido as substancias indispensaveis presente em sua
estrutura.

Desta forma, os autores como KROYUER & HEGEDUS (2001) e
BASTOS, et al., (2003), relata os beneficios do consumo de pélen apicola, como
fortificante extraordinario do organismo, estimulante e gerador de bem estar e
vigor fisico, corrigindo também a alimentagédo deficiente resultando no equilibrio

funcional.

3.5 FORMAS DE COMERCIALIZACAO

Na atualidade, o desenvolvimento de produtos naturais voltado ao
consumo cresce a cada dia e com a descoberta cientifica dos possiveis beneficios
que os produtos apicolas, como os que o0 pdolen possui, 0 mercado de naturais
vem investindo em inovacao.

Pode se encontrar, o pélen na forma pulverizada, esta é obtida passando
as pelotas no moinho de café ou liquidificador, para a obtencdo de um po, sendo
conservado em embalagem hermética (LENGLER, 1999).

Outra forma é o extrato de pdlen, um creme obtido a partir do pdlen
granulado, sem elementos alergénicos, segundo SILVA (1994), apresentando
compostos como a Vitamina E, &cidos graxos, flavonéides e horménios esterdides.

O podlen pode ser associado a outros produtos apicolas, como o mel, o
propolis e a geléia real, porém estas combina¢cdes devem ser descritas em sua
rotulagem, assim como descrito no servico DIPA n®002/04 (FARIA, 2004).
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Desta maneira, pode se encontrar o pélen com diversas aplicacbes em
produtos para o consumo, diversificando os modos para aproveitar 0s recursos

oferecidos por este material apicola.

3.6 BENEFICIOS A SAUDE HUMANA ATRIBUIDOS AO POLEN

O podlen € um alimento que certamente age como complemento alimentar
natural, pois possui vantagem como alimentos devido a sua rica composi¢cao
nutricional que pode nos ajudar sobre o plano terapéutico.

Exames clinicos realizados no Leste da Europa comprovaram a eficiéncia
no uso do Mel com Pdélen, no tratamento da ansiedade, como problemas com o
sistema nervoso e endocrinolégico (APACAME, 2008).

Os niveis de flavona sdo de 2,54gramas para 100gramas, sendo que O0s
compostos flavonéides tém fungdes de prevenir as arterioscleroses, diminuir os
niveis de colesterol, aliviar a dor e proteger de radiacées (LENGLER, 2007).

O polen é um alimento rico em ferro, em vitaminas do grupo B
(particularmente B12), desta forma, tem capacidade de recuperar pacientes com
anemia, pois tem a possibilidade de regenerar os nimeros de glébulos vermelhos
ou aumentar a hemoglobina presentes no sangue, assim como a reestruturagao
dos tecidos (LENGLER, 1999).

Na China avaliaram o poder do polen de reduzir o colesterol, sendo que
pacientes com taxas de colesterol de 279mg/dl e lipidios neutros de 210mg/dl,
apo6s um periodo de dois meses de administracdo do consumo de pdlen
observaram que as taxas de colesterol reduziram para 158mg/dl e 102mg/dl
(LENGLER, 2007).

Devido os seus componentes benéficos a saude humana, possuindo uma
vasta aplicagdo, assim como apresentado por LENGLER (1999) em relagdo a
presenca da vitamina A que tem um papel importante na visdo noturna, na
reconstituicdo da mucosa e da pele, no crescimento e reproducéo, tendo efeito
igualmente benéfico sobre o cansaco ocular. O déficit de vitamina A, por falta na
alimentacao pode provocar uma dificuldade para vista quando esta na escuridao e
aurora, pois a vitamina A é indispensavel para a fabricacao da retina.
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Desta forma, o pdlen ainda é uma matéria prima pouco estudada para
determinar mais claramente a composicao do pdlen para que através dela se
conheca o0s seus efeitos terapéuticos como um todo, assim como seus
mecanismos de agdes e indicagdes (DONADIEIU, 2002).

Todavia, o pélen é considerado como suplemento alimentar com o objetivo
de prevencao a saude, em grande parte dos paises, porém nao é considerado
como um suplemento pela FDA (Food and Drug Administration) nos Estados
Unidados (KRELL, 1996)

3.7 PADROES DE QUALIDADE DO POLEN APICOLA

O controle para produtos coletados nas colméias é seguido pela Instrucao
Normativa N° 3 de 19 de Janeiro de 2001, anexo V, considerando que é
necessario instituir medidas que normatizem a industrializacdo de produtos de
origem animal, garantindo condigcdes de igualdade entre os produtores e
assegurando a transparéncia na produgao, processamento e comercializacdo
(BRASIL, 2001a).

O Regulamento Técnico para Fixacao de Identidade e Qualidade de Pélen
Apicola define polen apicola como sendo o resultado da aglutinagdo do polen das
flores, efetuada por abelhas operarias, mediante néctar e suas substancias
salivares, o qual é recolhido no ingresso da colméia e pode ser classificado de
duas maneiras, como o0 pdlen apicola que € o produto coletado em sua forma
original que deve conter no maximo 30% de umidade ou pode ser classificado
como desidratado que é o produto submetido ao processo de desidratacdo em
temperaturas superior a 42°C e com teor de umidade nao superior a 4% (BRASIL,
2001a).

Desta forma, em virtude da inexisténcia de parametros microbiol6gicos
especificos para o pélen no Regulamento Técnico sobre Padrées Microbiologicos
para Alimentos da ANISA (BRASIL, 2001b), pode-se adotar como base de
pesquisa dos microrganismos referentes ao grupo 10 que contempla farinhas,
massas alimenticias, produtos para e de panificacdo, (industrializados e
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embalados) e similares incluindo na letra N os alimentos como a granola, e
mistura de cereais nao compactados, com ou sem adi¢ao, e similares que:

e Bacillus cereus: limite 5 x 10° UFC/g;

e Coliformes a 45°C: limite 5 x 10?> UFC/g;

« Estafilococos coagulase positiva: limite 10° UFC/g;

e Salmonella: auséncia em 25¢g

O pélen apicola também é foco de estudos na Argentina, tendo como
norma de padrdo de qualidade o Cédigo Alimentario Argentino, descrito no Artigo
785 (RES 1550) que o pdlen sendo um elemento masculino das flores, recolhido
por abelhas operarias e depositados na colméia e aglutinado em graos por uma
substancia elaborada pelas mesmas abelhas (ARGENTINA, 2004).

Definindo que o pdlen deve ser limpo, seco, sem insetos, larvas e
apresentar um odor caracteristico de acordo com a espécie da flor proveniente.
Este pode ser secado artificialmente, sempre que o processo ndo exponha os
graos a luz direta, em temperatura de ar corrente usada para a secagem seja
maior que 55°C (ARGENTINA, 2004).

O podlen deve responder as seguintes caracteristicas analiticas de
composicao: umidade cerca de 8%, cinzas 4%, 15 a 28% de proteinas, pH de 4 a
6 e carboidratos em torno de 45 a 55% (ARGENTINA, 2004).

ARANDA (1999) utilizou esta resolugao para analises investigativa nas
amostras de pdélen, adotando-se 0s seguintes microrganismos:

o Aerdbios Mesofilos: limite 10* UFC/g;

o Coliformes totais: auséncia em 0,1g

o Escherichia coli: auséncia em 1g

o Estafilococos coagulase positiva: auséncia em 0,1g
e Salmonella: auséncia em 30g

» Bolores e Leveduras: limite 3 x 102 UFC/g

Conhecendo-se o0s possiveis contaminantes do poélen apicola e
considerando-se a inexisténcia de tecnologias que visem sua descontaminacao
durante o processamento, o presente estudo sera realizado com o propoésito de
avancar nos padrdes higiénico-sanitarios do produto, visando fornecer subsidios
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aos 0Orgaos competentes, para o possivel estabelecimento de padrdes
microbiolégicos para poélen apicola. Além disso, pretende-se apontar acdes
preventivas, no sentido de reduzir os riscos ao consumidor. Apenas alguns paises,
como a Suiga e Argentina, tém o Pdlen como aditivo alimentar com normas de
qualidade e limites estabelecidas (KRELL, 1996).

Verificando-se que ainda n&o existe uma norma ou resolugdo nacional
para controle de qualidade em nivel microbiol6gico para esta matéria-prima,
porém pode se adaptar a resolucao ou artigos encontrados internacionalmente
para confeccionar um possivel regulamento de qualidade para os produtos

apicolas ja conhecidos e consumidos no Brasil.

3.8 IMPORTANCIA DOS MICRORGANISMOS NOS ALIMENTOS

Os microrganismos presentes nos alimentos podem representar riscos a
saude. Estes microrganismos sao genericamente denominados patogénicos,
podendo afetar tanto o homem como os animais. As caracteristicas das doencas
que esses microrganismos causam, dependem de uma série de fatores inerentes
ao alimento, ao microrganismo patogénico em questdo e ao individuo a ser
afetado. Os microrganismos patogénicos podem chegar até o alimento por
inumeras vias, sempre refletindo condigbes precarias de higiene durante a
produgdo, processamento, armazenamento e distribuicdo ou manuseio em nivel
doméstico (FRANCO, 1996Db).

Embora as estatisticas brasileiras sejam precarias, acredita-se que a
incidéncia de doencas microbianas de origem alimentar no Pais seja bastante
elevada. Mesmo em paises desenvolvidos, nos quais 0 abastecimento de géneros
alimenticios é considerado seguro do ponto de vista de higiene e saude publica, a
ocorréncia de doengas desta natureza é significativa e vem aumentando, apesar
dos avancgos tecnologicos nas areas de producdo e controle de alimentos
(FRANCO & LANDGRAF, 1996).

As principais fontes de contaminacdao de alimentos por microrganismos
normalmente estdo presentes na sua prépria cadeia produtiva. De maneira geral

essas fontes incluem: solo e &agua, utensilios, trato intestinal do homem e de
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animais, manipuladores de alimentos, ar e poeira, entre outros (FRANCO, 1996b;
JAY, 2000).

A capacidade de sobrevivéncia ou de multiplicacdo dos microrganismos
que estdo presentes em um alimento depende de uma série de fatores. Entre
esses fatores, estdo aqueles relacionados com as caracteristicas proprias do
alimento (fatores intrinsecos) e os relacionados com o ambiente em que o
alimento se encontra (fatores extrinsecos). Sado considerados fatores intrinsecos a
atividade de agua (Aw), o pH, a composicao quimica, a presenca de fatores
antimicrobianos naturais e as interacdées entre 0s microrganismos presentes nos
alimentos. Entre os fatores extrinsecos, os mais importantes sdao umidade e
temperatura ambiente e também a composi¢ao quimica da atmosfera que envolve
o alimento (FRANCO, 1996c¢).

Para que a multiplicagdo microbiana seja possivel, os seguintes nutrientes
devem estar disponiveis: agua, fonte de energia, fonte de nitrogénio, vitaminas e
sais minerais. Como fonte de energia, os microrganismos podem utilizar acucares,
alcoois e aminoacidos. As fontes de nitrogénio mais importantes para os
microrganismos sdo 0s aminoacidos, mas uma grande variedade de outros
compostos nitrogenados também pode ser utilizada. As vitaminas s&o importantes
fatores de crescimento de microrganismos, uma vez que fazem parte de diversas
coenzimas envolvidas em varias reacées metabdlicas. Entre as vitaminas, as mais
importantes sdo as do complexo B, como a biotina e 0 4cido pantoténico. Embora
necessarios em quantidades muito reduzidas, os minerais sdo indispensaveis para
a multiplicagdo microbiana, pois estdo envolvidos em muitas reagdes enzimaticas.
Entre esses minerais, merecem destaque o soédio, o potassio, o calcio e o
magnésio. Outros, como ferro, cobre, manganés, molibdénio, zinco, cobalto,
fosforo e enxofre podem ser igualmente importantes (FRANCO, 1996c¢). Portanto,
com base na composi¢cdo quimica do polen apicola, € possivel inferir que o
produto seja um rico substrato para a proliferacdo de microrganismos.

O conhecimento dos fatores intrinsecos e extrinsecos que agem sobre

determinado alimento permite prever sua vida Util, sua estabilidade microbiolégica,
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bem como conhecer a capacidade de crescimento e/ou a producgao de toxinas por

microrganismos patogénicos eventualmente presentes (FRANCO, 1996c¢).

3.8.1 MICRORGANISMOS PATOGENICOS E INDICADORES NOS
ALIMENTOS

Microrganismos indicadores sdo grupos ou espécies de microrganismos
que, quando presentes em um alimento, podem fornecer informacdes sobre a
ocorréncia de contaminacao de origem fecal, sobre a provavel presenca de
patdgenos ou sobre a deterioracao potencial do alimento, além de poderem indicar
condicoes sanitarias da matéria-prima e do alimento durante o processamento,
producao ou armazenamento (LANDGRAF, 1996a; JAY, 2000).

Considerando o numero total de espécies bacterianas existentes na
natureza, relativamente poucas sdo as importantes para os alimentos. No grupo
das bactérias Gram-negativas anaerdbias facultativas esta incluida a familia
Enterobacteriaceae, entre as quais se encontram os géneros Escherichia e
Salmonella, entre outros (FRANCO, 1996b).

Os microrganismos podem ser classificados como patogénicos e
deteriorantes. Os patogénicos, devido a capacidade de provocar doengas no
consumidor e os deteriorantes pelo fato de reduzir a vida utili dos mesmos,
implicando em grandes perdas econémicas especialmente ao produtor (JAY,
2000).

No grupo das bactérias Gram-negativas anaerobias facultativas, pode se
destacar os géneros Escherichia e Samonella, entre outros (FRANCO, 1996b;
JAY, 2000; KUSHIDA, 2005).

No género Escherichia, a principal espécie € E. coli, que pertence ao
grupo dos coliformes termotolerantes, que séo indicadores de contaminacéao fecal
de alimentos. E. coli pode causar reacdes indesejaveis nos alimentos, além de
varias linhagens serem patogénicas para o homem e os animais (FRANCO,
1996b). O uso de Escherichia coli como um indicador de contaminagédo de origem
fecal presente em agua foi proposto em 1892, uma vez que esse microrganismo €
encontrado no trato intestinal do homem e dos animais (LANDGRAF, 1996a).
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As bactérias pertencentes ao grupo coliformes fecais e Escherichia coli
correspondem aos coliformes totais que apresentam a capacidade de continuar
fermentando lactose com producao de gas, quando incubadas a temperatura de
44 a 45,5°C. Nessas condi¢des, ao redor de 90% das culturas de E. coli sao
positivas, enquanto entre os demais géneros, apenas algumas cepas de
Enterobacter e Klebsiella mantém essa caracteristica. A pesquisa de coliformes
fecais ou de E. coli nos alimentos fornece, com maior seguranca, informacoes
sobre as condicbes higiénicas do produto e melhor indicagdo da eventual
presenca de enteropatdogenos (LANDGRAF, 1996a).

Em alimentos vegetais frescos, o Unico indicador valido de contaminagao
fecal € a E. coli, uma vez que os demais indicadores de contaminacao fecal sao
encontrados naturalmente nesse tipo de alimentos. Em alimentos processados, a
presenca de um numero considerdvel de coliformes ou de Enterobacteriaceae
indica: processamento inadequado e/ou recontaminacdo pos-processamento,
sendo as causas mais freglentes aquelas provenientes da matéria-prima,
equipamento sujo ou manipulacdo sem cuidados de higiene; proliferacao
microbiana, que poderia permitir a multiplicacdo de microrganismos patogénicos e
toxigénicos (LANDGRAF, 1996a).

O género Salmonella compreende bacilos Gram-negativos nao produtores
de esporos. Sao anaerdbios facultativos, produzem gas a partir de glicose (exceto
S. typhi) e sdo capazes de utilizar o citrato como Unica fonte de carbono. O pH
6timo para multiplicacdo das salmonelas fica proximo de 7,0, sendo que valores
superiores a 9,0 e inferiores a 4,0 sdo bactericidas (KUSHIDA, 2005).
Dependendo da natureza do acido utilizado para a acidificagéo, o pH minimo pode
subir para 5,5. A temperatura ideal para multiplicacdo de Salmonella &€ 35-37°C,
sendo a minima de 5°C e a maxima de 47°C. Vérios estudos indicam, no entanto,
que valores maximo e minimo dependem do sorotipo (FRANCO e LANDGRAF,
1996). O habitat natural das salmonelas € o trato intestinal de seres humanos e
dos animais (SIQUEIRA, 1995).

No grupo dos cocos Gram-positivos estdo incluidas bactérias aerdbias e

anaerdbias facultativas da familia  Micrococaceae  (Microcroccus e
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Staphylococcus), entre outros. Os Staphylococcus sao anaerobios facultativos,
sendo encontrados em muitos alimentos, mas nao competem bem com os outros
microrganismos presentes. Os Staphylococcus aureus podem ser produtores de
enterotoxinas nos alimentos, causando intoxicacdo quando consumidos. Os S.
aureus sao encontrados em lesdes de pele e nas vias aéreas superiores do
homem, sendo facilmente transferidos para os alimentos (FRANCO, 1996b).

A presenca de numeros elevados de S. aureus é uma indicacédo de perigo
potencial a saude publica, devido a enterotoxina estafilocécica, bem como a
sanificacdo questionavel, principalmente quando o processamento envolve
manipulagdo do alimento (LANDGRAF, 1996a), considerando que seu habitat
natural sdo cavidades nasais, garganta e trato intestinal do homem (SIQUEIRA,
1995).

Os estafilococos sao bactérias mesdfilas, apresentando temperatura de
crescimento na faixa de 7 a 47,8°C; as enterotoxinas sao produzidas entre 10 e
46°C, com 6timo entre 40 e 45°C. Os extremos de temperatura estdo na
dependéncia dos demais parametros, que devem encontrar-se em condicoes
6timas. Os surtos de intoxicacdo alimentar sdo provocados por alimentos que
permaneceram neste intervalo de temperatura por tempo variavel, de acordo com
o nivel de inéculo e temperatura de incubacao. Em geral, quanto mais baixa for a
temperatura, maior sera o tempo necessario para a produgéao de enterotoxina. Em
condi¢des Otimas, a enterotoxina torna-se evidente em quatro a seis horas. Em
relacdo ao pH, S. aureus cresce na faixa de 4 a 9,8, com 6timo entre 6 e 7.
Considerando a Aw, os estafilococos sdo 0s Unicos microrganismos nao
esporulados capazes de crescerem em valores inferiores aos normalmente
considerados minimos para as bactérias nao-haléfilas. O valor minimo da Aw
considerado, atualmente, é de 0,86 apesar de, sob condi¢des ideais, esta bactéria
ja ter se desenvolvido em Aw de 0,83 (FRANCO e LANDGRAF, 1996; JAY, 2000).

O grupo de bacilos Gram-positivos produtores de esporos abriga o0s
géneros Bacillus, Clostridium e Desulfotomaculum. Este grupo abriga espécies
patogénicas como B. cereus, que causam gastrenterites de origem alimentar
(FRANCO, 1996b).
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Bacillus cereus multiplica-se bem entre 10 e 48°C, apresentando um étimo
de temperatura entre 28 e 35°C. A atividade de dgua minima necessaria para seu
crescimento é 0,95. A faixa de pH em que ocorre multiplicacdo varia entre 4,9 a
9,3 (FRANCO e LANDGRAF, 1996). O habitat natural do B. cereus é o solo,
poeira e dgua (SIQUEIRA, 1995).

Os bolores sao menos exigentes que as leveduras e que as bactérias em
relacdo a umidade, pH, temperatura e nutrientes. Estes sdo, em sua absoluta
maioria, aerébios, razdo pela qual seu crescimento nos alimentos limita-se a
superficie em contato com o ar (FRANCO, 1996a).

Definem-se leveduras como fungos, cuja forma predominante € unicelular.
De modo geral, as leveduras requerem menos umidade que a maioria das
bactérias e mais umidade que a maioria dos bolores. A temperatura ideal para seu
crescimento varia entre 25 e 30°C, com algumas excec¢des. O crescimento é
favorecido pelo pH acido. As leveduras multiplicam-se melhor quando estdo em
aerobiose, mas os tipos fermentativos multiplicam-se bem também em
anaerobiose. Acgucares sdao a melhor fonte de energia, embora leveduras
oxidativas sejam capazes de oxidar acidos organicos e alcool (FRANCO, 1996a).
A presencga de bolores e leveduras pode tornar-se um perigo a saude publica,
devido a produgéao de micotoxinas pelos bolores.

As fontes de microrganismos presentes no pdélen apicola sdo os do habitat
natural e manipulacdo humana, ou seja, leveduras, fungos, bactérias formadoras
de esporos e cocos (GILLIAM, 1979a, b; SERRA BONVEHI & LOPEZ ALEGRET,
1986, SERRA BONVEH| & ESCOLA JORDA, 1997). Um valor elevado de
atividade de agua aumenta o numero de microrganismos em poélen apicola nao sé
pelos microrganismos propriamente ditos, mas também para os seus metabdlitos,
especialmente aflatoxinas (GONZALES, et a., 1995).
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3.8.2 CONTROLE DE MICRORGANISMOS POR DESIDRATACAO

O controle microbiano por meio da desidratacao talvez seja o método mais
antigo de conservacao de alimentos. A observagdo pelo homem, j& em tempos
remotos, de que as sementes secas dos alimentos podiam ser armazenadas de
uma estacdo do ano para outra € um dado da longevidade desse método, que se
baseia no fato de que tanto os microrganismos como as enzimas precisam de
agua para sua atividade. Portanto, para se conservar um alimento por esse
método, diminui-se o0 conteldo de agua até o ponto em que ocorra a inibicao dos
microrganismos deteriorantes e dos causadores de doencgas de origem alimentar
(LANDGRAF, 1996b).

Alimentos secos, desidratados ou com baixa umidade s&o 0s que
apresentam, geralmente, teor de umidade inferior a 25% e atividade de &agua
inferior a 0,60. Nesta categoria, estao incluidos os alimentos secos tradicionais e
os alimentos lioflizados. Os alimentos que apresentam atividade de agua entre
0,60 e 0,85 sdao denominados alimentos com umidade intermediaria (LANDGRAF,
1996b).

Apesar de a primeira razdo para a desidratacdo dos alimentos ser a
prevencdo do crescimento microbiano, outras razées podem ser enumeradas,
entre elas: prevencao das alteragbes quimicas ou fisicas no alimento, induzidas ou
auxiliadas pelo excesso de umidade; reducdo dos custos com embalagem,
armazenamento e transporte; preparagao de produtos para processos, nos quais
somente produtos desidratados possam ser utilizados; remogdo da umidade
adicionada em operagdes de processamento (LANDGRAF, 1996b).

Na Legislacdo Brasileira ndo existem de padrdes microbiolégicos para
pélen apicola. O Codigo Alimentario Argentino impde limites para os
microrganismos aerébicos ndo patogénicos (maximo 150x10° UFC/g), fungos (10%)
e auséncia de microrganismos patogénicos € maximo de 8% de umidade e

temperatura de secagem nao superior a 55°C.
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4 MATERIAIS E METODOS

As analises fisico-quimicas das amostras de pélen apicola In Natura,
Desidratado e Comercial foram realizadas no Pélo Regional de Desenvolvimento
Tecnolégico dos Agronegdécios do Vale do Paraiba, localizado no municipio de
Pindamonhangaba-SP. As anélises microbioldgicas das amostras do pdlen apicola
foram realizadas no laboratério de Microbiologia do Instituto de Tecnologia de
Alimentos, localizado em Campinas.

4.1 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

As amostras de pélen apicola foram obtidas no apiario experimental
instalado na area de pesquisa em Apicultura do Polo Regional de
Desenvolvimento Tecnolégico dos Agronegécios do Vale do Paraiba, localizado
no municipio de Pindamonhangaba — SP (22°57’'S, 45°27'W, 560m), érgao
pertence a Agencia Paulista de Tecnologia dos Agronegécios (APTA) da
Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de Sao Paulo.

Para a obtencdo das amostras foram instaladas seis colénias, escolhidas
por sua uniformidade e com populacdo forte de abelhas africanizadas (Apis
mellifera), nas quais foram colocados equipamentos coletores de pdlen. As
colénias foram mantidas ao ar livre sobre cavaletes de madeira a 50cm do solo,
em colméias Langstroth. Foi utilizado equipamento coletor de pélen do tipo de
fundo e tela interceptadora de pdlen constituida de chapa de acrilico com 3mm de
espessura com orificios circulares com diametro de 4,3 a 4,5mm.

Semanalmente cada colénia recebeu trés a quatro litros de alimentos
energeéticos (xarope de agucar a 60%) em alimentador Boardman. As colbnias
coletoras de pdlen também foram suplementadas com 100gramas de substituto
protéico, elaborado com pdlen, farinha de soja desengordurada (1:3) e xarope de
acucar (1:1), colocado sobre os quadros de cria, em sacos plasticos com fendas,
para facilitar o acesso das abelhas.

O pdlen foi coletado no periodo da manha, precisamente as 7 horas e 30

minutos, de modo que as coletas fossem realizadas com os seguintes intervalos
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de tempo: a cada, 24 horas, a cada 48 horas e a cada 72 horas. A frequéncia de
coleta, para cada intervalo de tempo, foi de trés vezes, por exemplo, o pblen que
permaneceu no coletor por 24 horas foi coletado por trés dias consecutivos. Este
procedimento foi adotado para os demais periodos determinados. Cada amostra
consistiu do somatério do pdélen presente nas seis colénias. Este procedimento foi
adotado para os demais intervalos de tempo e visou aquisicado de quantidade de
amostra suficiente para as determinagdes analiticas.

Alem disso, foram adquiridas 10 (dez) amostras de podlen apicola
comercializadas no mercado varejista do Estado de Sao Paulo, possuidoras de
SIF.

4.2 PROCEDIMENTO PARA COLETA DAS AMOSTRAS

A Figura 4.2.1 mostra o equipamento necessario, utilizado pelo apicultor
para a realizacdo da coleta do pélen depdsitos nos coletores.

Figura 4.2.1 Inicio da retirada do coletor da
colméia para coleta do pélen.

Nas Figuras 4.2.2 e 4.2.3 notou-se o0 deposito do podlen feito pelas
abelhas, pois ao entrarem pelo orificio deixam o pdlen retido devido ao diametro
da entrada ao passarem para o interior da colméia.
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Figura 4.2.2 Retirada do coletor com o p6len Figura 4.2.3 Coleta do pdlen deixado pela
apicola depositado. abelha.

A Figura 4.2.4 apresentou a maneira realizada para a substituicdo dos
coletores apds a retirada, sendo que os coletores foram previamente higienizados
e secos, trocados para evitar resquicios de pélen que ficam presos as grades,
contaminando o préximo pélen a se colhido.

Figura 4.2.4 Quarto passo substituicdo dos
coletores.

Como se observou na sequéncia as Figuras 4.2.5 e 4.2.6, demonstram a
retirada dos coletores e o acondicionamento do mesmo para o transporte, feito em

um suporte de plastico.
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Figura 4.2.5 Retirada dos coletores com o Figura 4.2.6 Acondicionamento dos coletores
pélen. com pdlen.

A Figura 4.2.7 detalha como o coletor se acondiciona para o transporte até
a area de beneficiamento.

Figura 4.2.7 Acondicionamento dos coletores
para o transporte

O apicultor leva a producao do poélen apicola até o local a ser processado,
local este representado na Figura 4.2.8.
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Figura 4.2.8 Local de processamento do pélen
Todos os equipamentos e utensilios foram higienizados com solug¢do de
hipoclorito a 200ppm por 30 minutos, e a limpeza de bancada foi feito com &lcool
70%, evitando possivel contaminacdo cruzada. Como pode-se observar nas
Figuras 4.2.9,4.2.10,4.2.11 e 4.2.12.

Figura 4.2.9 Higienizacédo da bancada. Figura 4.2.10 Higienizagao dos utensilios.
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Figura 4.2.11 Higienizacdo dos materiais. Figura 4.2.12 Higienizagao dos coletores.

Nas Figuras 4.2.13 e 4.2.14, os coletores sé@o higienizados em tambores
com a solugéo de hipoclorito a 200ppm, e secos na estufa, para a seguranga de
sua desinfecgao.

Figura 4.2.13 Coletor a ser colocado na Figura 4.2.14 Estufa para colocar os
estufa. coletores.

A secagem dos coletores foi realizada evitando-se as alteragbes
indesejaveis no podlen recolhidos pelas abelhas. Apds a secagem estes coletores,
foram levados até as colméias para a substituicdo dos coletores.

O pdlen quando chega a area para o processamento, ele é despejado em
bandejas para iniciar o processo de remocao das impurezas como mostra a Figura
42.15e4.2.16.
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Figura 4.2.15 Chegada do pélen apicola para Figura 4.2.16 Retirada do pdlen apicola dos
0 processamento. coletores.

Procedimento de retirada de detritos como partes das abelhas, asas,
patas, ou alguma outra sujidade, é feito através da limpeza manual antes do
processo de desidratacdo do mesmo, este procedimento foi realizado com o
auxilio da pinga como visto na Figura 4.2.17.

Na Figura 4.2.18 esta o pdlen sem particulas indesejaveis, ou seja, sem
0s possiveis contaminantes macroscopicos provenientes da colheita, pronto para
0 processo de desidratacao.

G . h
3 P
'y g

Figura 4.2.17 Limpeza e remocadao de Figura4.2.18 Pdlen sem sujidades.
particula indesejaveis do pélen.

O polen apicola depois de passar pelo processo de limpeza e remogao
das sujidades provenientes da coleta, ainda na forma IN NATURA foi pesado e
fracionado para a realizacdo das analises pertinentes, como microbiolégicas e

fisico-quimicas para a avaliagdo da qualidade higiénico-sanitario referente ao
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processo de coleta. Como pode-se observar na Figura 4.2.19 e 4.2.20, que

encontra-se a embalagem individual ja fracionada para as devidas analises.

Figura 4.2.19 Podlen ja embalado para ser Figura 4.2.20 Embalagem com o pdlen
realizado a analise. apicola.

Depois da divisdo as amostras foram destinadas ao beneficiamento,
sendo acondicionada em sacos plasticos (como isto nas Figuras 4.2.19 e 4.2.20).

4.3 BENEFICIAMENTO DAS AMOSTRAS

Para o beneficiamento, etapa da desidratagdo, sendo o processo mais
drastico, pois o pélen é fragil a temperatura elevadas.

Iniciou o processo com congelamento do pélen por 48 horas em
temperatura em torno de -18°C, ou seja, temperatura de um equipamento de
freezer, apOs este periodo as amostras foram expostas a temperatura ambiente
por 3 a 4horas.

ApGs este periodo de exposicdo o polen foi distribuido nas bandejas em
finas camadas para a etapa de desidratagdo. Realizou-se a remogéo de impureza,
como fragmentos de abelhas, patas, asas, residuos de vegetais, folhas, gravetos
até mesmo vestigios de prépolis existentes com o uso de pingas, e também
utilizou-se peneiras, destinadas a classificacao do polen.

O processamento do pdlen apicola, como demonstrado no Fluxograma
4.3.1, cita as principais etapas para o beneficiamento da matéria-prima até o
produto final para comercializacao.
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Coleta do pdlen das
flores pelas Abelhas

A 4
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Pélen retido no caca-
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A 4

Transporte do pélen
pelo apicultor

.| Limpeza do pélen apicola
por meio de catacao

Beneficiamento

Congelamento em T-18°C
por 48horas

A 4

Beneficiamento Beneficiamento
(Desumidificadora A) (Secadora B)

T T

A 4

, ] Comercializacao
Limpeza do pdlen
apicola por catacao

(potes de vidro, ou sacos
plasticos)

Fluxograma 4.3.1 Beneficiamento e Comercializagdo do Pélen Apicola Desidratado




Para a etapa da desidratagcdo do polen apicola foram utilizados dois
equipamentos, sendo o Desumidificador A e a Secadora B.

O Desumidificador A consiste em um sistema de ar fechado, com umidade
relativa controlada em torno de 0% e realiza a secagem com temperatura de 30°C.
Ja 0 segundo processo, a Secadora B, é uma estufa com circulagdo de ar em
sistema aberto, cuja temperatura varia entre 40 a 42°C.

O Desumidificador A tem como caracteristica a circulacdo de ar em
sistema fechado, ou seja, o equipamento retira o ar externo para aquecer e
circular entre as bandejas com a matéria, sendo uma circulagédo forcada para que
haja a desidratacdao do pdlen apicola. Nas Figuras 4.3.1 e 4.3.2, observaram o
formato do equipamento usado para a desidratacao a 30°C do pélen.

Figura 4.3.1 Desumidificador A. Figura 4.3.2 Desumidificador A (Parte
Posterior).

O tempo de desidratacao através do Desumificador A ndo é preciso, pois
a umidade final deve ser inferior a 4%, como diz a legislagdo para evitar
desenvolvimento de microrganismos deteriorantes ou até mesmo patégenos.

O segundo equipamento que foi usado para desidratacdo € Secadora B,
confeccionada em metal, como pode se observar na Figura 4.3.3, reduzindo deste
modo a umidade da matéria-prima através da passagem de ar quente pelas

bandejas dispostas dentro do equipamento.
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Figura 4.3.3 Secadora B (Parte Posterior).

A Secadora B possui uma gaveta na parte inferior do equipamento para o
recolhimento das particulas de pélen que possivelmente caem no secador, a
Figura 4.3.3 mostra a parte de traz, podendo observar a disposicdo das bandejas
e da gaveta.

Estes dois processos foram escolhidos, pois sdo o que os apicultores
produtores de podlen apicola desidratado utilizam para o beneficiamento da sua
coleta, sendo assim realizando o processo mais proximo da realidade do apicultor
brasileiro.

Nao existem regulamentos técnicos sobre a aplicagdo de Boas Praticas de
Fabricacdo, procedimentos de sanitizacdo e Analise de Perigos e Pontos Criticos
de Controle (APPCC) para polen apicola.

As amostras foram produzidas, coletadas, pesadas e processadas no Polo
Regional do Vale do Paraiba, em Pindamonhangaba, onde foram submetidas as
andlises, fisico-quimicas. As andlises microbiolégicas foram realizadas no

Laboratorio de Microbiologia do ITAL, em Campinas.

4.4 ANALISE FiSICO-QUIMICA

Realizaram-se analises fisico-quimicas nas amostras IN NATURA e
desidratada pelos dois processos de secagem. Adotaram-se os parametros do

potencial de hidrogénio (pH), Umidade e Atividade de agua.
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O potencial de hidrogénio conhecido como pH, foi determinado nas
amostras trituradas e colocadas no potenciémetro, equipamento responsavel pela
medicéo, expressando o resultado em unidades de pH.

O fator correspondente da umidade foi realizado através da perda de peso
da amostra aquecida em uma estufa de vacuo a temperatura de 70°C, até peso
constante, como metodologia aplicado pelo INSTITUTO DE ADOLFO LUTZ
(1985).

O ultimo a ser analisado foi a Atividade de agua (Aw) verificada por meio
do medidor automatico, sendo que a atividade de agua expressa a razao da

pressao de vapor de agua do alimento sobre a pressao de vapor da agua pura.

4.5 ANALISE MICROBIOLOGICA

Em virtude da inexisténcia de parametros microbiol6gicos especificos para
o pdlen no Regulamento Técnico Sobre Padrdoes Microbiol6gicos para Alimentos
da ANVISA (BRASIL, 2001b), foram pesquisados os microrganismos referentes
aos grupos de alimentos similares (granola e mistura de cereais ndo compactados,
com ou sem adicdes, e similares), quais sejam: Bacillus cereus, Estafilococos
coagulase positiva, coliformes a 45°C, Echerichia coli e Salmonella sp, além de
bolores e leveduras, devido as condi¢des ambientais necessarias para a produgéo
do polen apicola. Foram também pesquisados clostridios sulfitos redutores.

Para as andlises microbiolégicas foram empregadas técnicas preconizadas
pela American Public Health Association (APHA) Compendium for Microbiological
Analysis of Foods (DOWNES & ITO, 2001) e pelo Manual Bergey de Bacteriologia
(SNEATH, 1986). As anadlises de Salmonella sp foram feitas pelo método rapido
de reacao de polimerase em cadeia (PCR), sistema Bax.

Para uma maior investigacao foi realizado swab dos coletores de pdélen, por
esfregago, analisou a area total, estes swabs foram conversados em &gua
peptonada para se avaliada nos mesmos parametros para que haja uma
determinacdo de possiveis focos de contaminagdo microbiolégica do podlen

apicola.
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4.6 ANALISE ESTATISTICA

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, com
trés repeticbes onde foram estudados trés tratamentos, IN NATURA,
Desumidificador A e Secadora B, com medidas repetidas no tempo (24h, 48h e
72h)

Os dados foram submetidos a andlise de variancia por meio do
procedimento MIXED, medidas repetidas no tempo (Repeated Measures) do
programa SAS (Statistical Analysis System, 2001), a fim de determinar a estrutura
matriz de variancia e covariancia. O nivel de significancia adotado foi de 5% e as
interacOes significativas foram desdobradas de acordo com os fatores envolvidos.
As interagdes significativas de maior grau que continham tempo foram estudadas
por meio da andlise de regressdo sendo avaliados os efeitos lineares e
quadraticos. As médias das interagdes em que o tempo ndo estava presente
foram comparadas pelo teste de Tukey-Kramer.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos através da analise fisico—quimica e microbiolégica,
estao relacionados em forma de tabelas divididas de acordo com a preparacéo do
pblen apicola, ou seja, da forma IN NATURA ou DESIDRATADA.

Além de demonstrar os dados obtidos referentes ao swabs feitos a partir do
caca-pélen ou coletores, observando o controle higiénico—sanitario das colméias
produtoras de poélen apicola.

Com as analises fisico-quimicas pode-se verificar as condicdes intrinsecas
do alimento, e a microbiolégica a carga microbiana presente para uma avaliacao
da matéria-prima até o processamento de desidratacao.

Para o pélen desidratado esta analise é para verificacdo da eficiéncia dos
métodos de processamento das amostras.

Desta forma, tanto as analises fisico—quimicas como a microbioldgica
possuem grande valor para a determinacao da qualidade para o consumo humano
desta matéria-prima processada.

Através da andlise estatistica levantou-se as comparacdes entre o podlen
apicola IN NATURA e o desidratado, assim como qual o processo que forneceu as
melhores condigdes e segurancga para o processamento deste produto.

5.1 ANALISES FISICO-QUIMICAS
5.1.1 POLEN APICOLA IN NATURA

A seguir serdo apresentados os resultados das analises fisico-quimicas, da
primeira (margo/abril de 2007) e segunda (outubro/novembro de 2007) etapa da
coleta, o que incluiu as medidas de atividade de agua, pH, umidade do pdélen IN
NATURA.

Estes parametros visaram verificar as condicbes que o pdlen apicola é
obtido na natureza, determinando o comportamento deste para o desenvolvimento

microbiano.
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Na Tabela 01 estdo os resultados obtidos para Atividade de agua, pH e
Umidade das amostras de pdlen IN NATURA da primeira época de coleta,
referente aos meses de marcgo e abril de 2007.

Tabela 01 Valores de Atividade de agua, pH e umidade (em porcentagem) do
pblen IN NATURA na primeira etapa de coleta (marco/abril de 2007).

DETERMINACOES'

AMOSTRA , -
Atividade de Agua (Aw) pH Umidade (%)
Coleta 1 (24h) 0,683 5,10 15,29
Coleta 1 (48h) 0,668 5,09 14,65
Coleta 1 (72h) 0,684 4,91 15,30
Coleta 2 (24h) 0,803 4,58 22,57
Coleta 2 (48h) 0,741 5,12 18,32
Coleta 2 (72h) 0,775 4,64 21,41
Coleta 3 (24h) 0,774 4,85 22,59
Coleta 3 (48h) 0,818 4,83 24,65
Coleta 3 (72h) 0,755 5,12 19,80

(1) Estas analises foram realizadas em triplicata, expresso na tabela a média obtida destes valores.

Na Tabela 02 sao apresentados os resultados das andlises de pH e
Umidade do polen apicola IN NATURA da coleta do segundo semestre, que
corresponde aos meses de outubro e novembro de 2007.

Tabela 02 Dados de Atividade de agua, pH e Umidade referentes a segunda

(outubro/novembro de 2007) etapa de coleta do pdlen apicola IN

NATURA.
AMOSTRA , DETERMINACOES'
Atividade de Agua (Aw) pH Umidade (%)
Coleta 1 (24h) 0,698 5,35 16,22
Coleta 1 (48h) 0,744 5,09 20,80
Coleta 1 (72h) 0,699 5,09 17,16
Coleta 2 (24h) 0,776 5,09 22,62
Coleta 2 (48h) 0,723 4,81 20,12
Coleta 2 (72h) 0,765 5,07 22,59
Coleta 3 (24h) 0,695 5,08 16,62
Coleta 3 (48h) 0,661 5,79 14,64
Coleta 3 (72h) 0,705 5,49 17,59

(1) Estas andlises foram realizadas em triplicata, expresso na tabela a média obtida destes valores.

A determinacdo da umidade, que é a somatdria da agua livre do produto

mais a agua combinada, é uma das medidas mais importantes utilizadas na
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analise de alimentos, uma vez que estad relacionada com sua estabilidade,
qualidade e composicao. De acordo com DEL RISCO RIOS (2004) o conteudo de
agua oscila entorno de 10-20% de umidade no pdlen apicola In Natura. Como
observou na Tabela 01, os valores obtidos para o pélen IN NATURA (minimo ao
maximo), na primeira etapa da coleta, variaram de 14,65 a 24,65. Na Tabela 02 os
valores de umidade variam de 14,64 a 22,59. Todas as medidas se mostraram de
acordo com Regulamento Técnico para Fixacdo de Identidade e Qualidade de
Pélen Apicola, Instrucdo Normativa 3/2001, para o pdélen apicola IN NATURA, que
adota o valor maximo de 30% para esse tipo de produto.

A atividade de agua é o teor de agua nao-ligada, ou seja, disponivel,
definido em termos de equilibrio termodinadmico. Desta forma, a atividade de agua
esta diretamente relacionada com as reagdes de transformag¢des que ocorrem no
alimento, sendo estas microbioldgicas, fisicas e quimicas. Através deste fator
intrinseco é possivel prever o potencial de deterioracdo do alimento, pois o
crescimento dos microrganismos é absolutamente dependente da disponibilidade
de agua livre. Na Tabela 01 a faixa de atividade de agua analisada do poélen IN
NATURA varia de 0,818 a 0,668. O pdlen apicola In Natura como visto na Tabela
02 esta entre 0,776 a 0,661. Na faixa de 0,87 a 0,90 de atividade de agua pode
haver crescimento das maiorias dos fungos, Sthaphylococcus aureus, entre 0,80 a
0,75, crescimento da maioria das bactérias haldfilas, e na faixa mais ampla de
0,75 a 0,60 pode haver o desenvolvimento de fungos xerofiticos e leveduras
osmofilicas. Sendo assim, os valores obtidos no pdlen apicola demonstram a
susceptibilidade da proliferagdo de microrganismo principalmente os deteriorantes

Quanto ao pH, fator intrinseco do alimento que serve como medida de
classificacdo do mesmo quanto ao teor de acidez, tem-se que alimentos que
apresentem valores de pH superiores a 4,5 sdo considerados de baixa acidez,
alvo de bactérias patogénicas e deteriorantes. Alimentos com pH entre 4,0 e 4,5
sdo os chamados de acidos, alvo de fungos e bactérias laticas no geral, e alguns
deteriorantes. Alimentos, cujos valores de pH, sao inferiores a 4,0 séo
classificados como muito &cidos, menos sujeitos as alteracbes microbianas,

restringindo-se porém a alteragbes por bolores e leveduras. Como pode ser
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observado nas Tabelas 01 e 02 o pH do pélen apicola nas amostras analisadas
apresentou minimo de 4,64 e maximo de 5,79 o que pode favorecer o crescimento
de bactérias, bolores e leveduras. Esses valores obtidos estdo de acordo com as
especificacoes técnicas exigidas do Regulamento técnico 3/2001, que fixa valores
de pH para o pdlen apicola, de 4,0 a 6,0.

5.1.2 POLEN APICOLA DESIDRATADO

Nas Tabelas 03 e 04 estdo apresentados os resultados obtidos da
avaliacdo fisico-quimicas das amostras de pdélen apicola desidratadas referentes a
primeira (marco/abril de 2007) e segunda etapa (outubro/novembro de 2007) da
coleta.

Os parametros analisados nas amostras de pélen apicola desidratado
visam verificar o comportamento da amostra no processamento de desidratacéo
para garantir a inocuidade microbiana do pélen
Tabela 03 Andlises de Atividade de agua, pH e Umidade do pdlen apicola

desidratado coletados no periodo de marco e abril de 2007 na colméia
experimental de Pindamonhangaba-SP.
DETERMINACOES'

AMOSTRA Atividade de Agua (Aw) pH Umidade (%)
Coleta 1 (24h) 0,308 4,90 4,33
< Coleta 1 (48h) 0,297 5,09 4,41
O Coleta1(72h) 0,353 4,69 3,94
2 Coleta 2 (24h) 0,350 4,80 4,58
2 Coleta 2 (48h) 0,327 4,82 4,52
=  Coleta2 (72h) 0,400 4,80 4,99
§ Coleta 3 (24h) 0,382 4,81 4,96
O Coleta 3 (48h) 0,340 4,84 3,03
Coleta 3 (72h) 0,372 5,37 4,53
Coleta 1 (24h) 0,314 4,95 4,55
Coleta 1 (48h) 0,303 5,18 3,87
0 Coleta 1 (72h) 0,304 4,61 4,66
&  Coleta 2 (24h) 0,321 4,89 5,18
Q  Coleta2 (48h) 0,312 4,79 4,87
S Coleta2 (72h) 0,334 4,78 6,10
&  Coleta 3 (24h) 0,344 4,89 5,40
Coleta 3 (48h) 0,285 4,87 5,25
Coleta 3 (72h) 0,328 5,08 6,16

(1) Estas andlises foram realizadas em triplicata, expresso na tabela a média obtida destes valores.
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Na Tabela 03 estdo demonstrados os valores de atividade de agua, pH e
umidade nos dois processos de desidratacao.

A atividade de agua no processo do Desumidificador A esta entre 0,297 a
0,400, com esta Aw (atividade de agua) reduz a probabilidade de crescimento
microbiano, pois em atividade abaixo de 0,5 ndo ha indicios de proliferacao
microbiana. O mesmo observado na Tabela 03 referente ao processo da Secadora
B cuja faixa esta entre 0,285 a 0,344. Desta forma, os métodos usados reduziram
significativamente a atividade de agua do produto para assegurar a qualidade
microbiolégica, porém pode—se verificar a presenca de microrganismos
deteriorantes neste alimento desidratado, como mostrado nas tabelas de
avaliacao microbioldgica.

Para a analise de pH observado na Tabela 03 nota-se a variacéao entre 4,80
a 5,37 no processo do Desumificador A, ja no processo da Secadora B a variagao
foi de 4,61 a 5,18 sendo o permitido pelo Regulamento Técnico Normativa N°03
de 2001 entre 4 a 6, portanto este parametro analisado pelos dois métodos
encontra-se se acordo com o estabelecido, sendo que o pH néo sofre a
interferéncia pelo o processo de desidratacao.

Em relacdo ao fator umidade sabe-se que o Regulamento Técnico
Normativa N°03 de 2001 confere a este produto desidratado 4% desta maneira.
Para o Desumidificador A obteve-se umidade na faixa de 3,03 a 4,99 é um ponto
que deve ser avaliado com maior cuidado, pois apresenta cerca de 22% das
amostras abaixo do permitido no Regulamento. A faixa de variagao 3,87 a 6,16 na
Secadora B, é muito extensa para a desidratacdo deste tipo de produto, 0 que
demonstra que 56% das amostras analisadas estao acima do valor permitido de
4% de umidade, e 11% das amostras analisadas estao abaixo do limite, neste
processamento do polen apicola o processo de desidratagdo A se mostrou mais

satisfatorio para os parametros analisados.
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Tabela 04 Andlises de Atividade de agua, pH e Umidade do pdlen desidratado
referente a segunda coleta, que corresponde aos meses de outubro/
novembro de 2007.

DETERMINACOES'
AMOSTRA -
Atividade de Agua (Aw) pH Umidade (%)

< Coleta 1 (24h) 0,286 5,35 2,89
o« Coleta 1 (48h) 0,418 4,79 3,20
8 Coleta 1 (72h) 0,287 5,38 3,70
5 Coleta 2 (24h) 0,351 5,10 3,51
L Coleta 2 (48h) 0,364 5,28 3,46
% Coleta 2 (72h) 0,462 5,08 3,13
a Coleta 3 (24h) 0,337 5,83 3,30
I-IQJ Coleta 3 (48h) 0,327 5,66 3,14

Coleta 3 (72h) 0,404 5,63 2,42

Coleta 1 (24h) 0,286 5,09 2,95

Coleta 1 (48h) 0,312 4,81 3,29
2 Coleta 1 (72h) 0,297 5,35 3,33
o Coleta 2 (24h) 0,420 5,12 3,25
8 Coleta 2 (48h) 0,327 5,37 2,64
3 Coleta 2 (72h) 0,359 5,09 2,86
¢"}J; Coleta 3 (24h) 0,270 5,67 2,72

Coleta 3 (48h) 0,415 5,90 2,74

Coleta 3 (72h) 0,322 5,61 2,77

(1) Estas analises foram realizadas em triplicata, expresso na tabela a média obtida destes valores.

Na Tabela 04 estédo relatados os resultados da segunda etapa da colheita
do pdlen apicola. Pode-se observar que no processo referente ao Desumidificador
A, a atividade de agua variou de 0,286 a 0,462, pH 4,79 a 5,83. E também para a
umidade de 2,42 a 3,70.

Referente ao processo de secagem B a atividade agua esta entre 0,286 e
0,420, o pH entre 4,81 e 5,90 e a umidade entre 2,86 e 3,33.

Quanto ao pdélen desidratado, os valores obtidos discordam daqueles
preconizados pelo Regulamento Técnico Normativa N°03 de 2001, que adota o
valor maximo de 4% para o poélen desidratado. Os valores de umidade obtidos
para o pdlen desidratado pelo método A, que emprega temperatura mais baixa
(30°C), variaram do minimo, de 2,42% ao maximo de 3,70%; enquanto os obtidos
pelo método de desidratagdo B, variaram de 2,64%(minimo), a 3,33%(maximo)
Pode ser observado,que o método que utiliza temperaturas mais baixas de
operacao, sendo este o0 processo A, apresentou uma media de umidade um pouco
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mais elevada, que seria de 5,15% em relacao a obtida pelo processo B (4,42%).
Em ambos os métodos utilizados, a grande maioria das amostras, isto é, 88%,
obtidas através do Desumidificador A e 76% das amostras obtidas pelo método da
Secadora B, ultrapassaram o indice de 4%, embora medi¢des individuais
mostrassem que a maioria das amostras obtidas pelo método B, chegaram mais
préximas a esse valor.

Os valores obtidos para atividade de agua (Aw) para ambos os métodos,
mostrou que o produto desidratado tem uma atividade de agua bastante reduzida,
com um minimo de 0,285 e maximo de 0,4. Sabe-se que abaixo de Aw de 0,6 nao
ha na literatura mencédo de crescimento microbiano em alimentos. Se fosse
considerado apenas esse parametro, o polen apicola seria considerado um
produto estavel, quanto ao aspecto microbioldgico. No entanto, foram observados
crescimentos bacterianos e fungicos com intensidade maior que as bactérias e
constante, nas amostras de pélen desidratadas, como pode ser visto nas préximas
tabelas de avaliagao microbioldgica.

Em comparacéo das duas etapas de processamento pode-se verificar que o
método A, a temperatura de 30°C, reduziu a atividade de agua inicial do pdlen
apicola IN NATURA, como visto na Tabela 01 e Tabela 02, de 0,818 a 0,661 para
0,297 a 0,462 no pdlen desidratado, como visto na Tabela 03 e Tabela 04, com
esta diminuicdo pode-se garantir a estabilidade do pélen como produto final. O pH
se manteve praticamente estavel e pela Resolu¢ao Normativa N°03 de 2001 que
dita 0 pH 4 a 6 para o polen apicola.

Para umidade, a qual, a Resolugdo Normativa N°03 de 2001 relata a
umidade maxima de 30% para o pdlen apicola IN NATURA e para o polen apicola
desidratado a umidade maxima de 4%. Desta forma, o polen apicola IN NATURA,
(Tabela 01 e Tabela 02) apresentou umidade entre 14,64 a 24,65 com o emprego
da desidratacdo obtive a faixa de 2,42 a 4,99. Este € o parametro mais critico para
o método de desidratacdo empregado, sendo que das amostras analisadas
referente a este fator 61% alcancaram a umidade desejada, apenas 39% ficaram

acima do limite maximo determinado.
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O método de desidratagcdo B que utiliza a temperatura de 40 a 42°C,
reduziu a atividade agua para 0,285 a 0,420. O pH por este método foi de 4,61 a
5,90 e a umidade de 2,64 a 6,16, ou seja, cerca de 56% das amostras analisadas
estdo acima do limite maximo determinado para a umidade, somente 44% das
amostras atingiram a umidade desejada, segundo o padrdao da Resolucao
Normativa N°3.

Para a comparacdo dos dois métodos de desidratacdo, A e B, pode-se
adotar a umidade como parametro, sendo assim, o processo A obteve-se 61% das
amostras com umidade desejada, porém processo B somente 44% com umidade
dentro do limite de maxima. Desta forma, o processo A pode ser considerado de
maior eficiéncia na desidratacao do pdlen apicola.

Na Tabela 05 estdo demonstrados os resultados obtidos das dez amostras
de pélen apicola comercial adquiridas no mercado, analises de Atividade de Agua
(Aw), potencial de hidrogénio (pH) e umidade.

Tabela 05 Andlises de Atividade de agua, pH e Umidade do pélen desidratado
referente as amostras adquiridas no comercio varejista do Estado de

Sao Paulo.
. DETERMINAGOES?
AMOSTRA Atividade de Agua (Aw) pH Umidade (%)
Comercial 01 0,333 4,31 5,92
Comercial 02 0350 4,30 5,20
Comercial 03 0,336 4,30 5,43
Comercial 04 0,362 4,62 7,02
Comercial 05 0,379 4,35 4,75
Comercial 06 0,542 3,67 9,18
Comercial 07 0,394 4,31 5,70
Comercial 08 0,410 4,67 5,36
Comercial 09 0,442 4,91 2,57
Comercial 10 0,465 4,64 3,46

(1)Amostras de Pélen Apicola desidratado Comercial, (2)Estas andlises foram realizadas em triplicata, expresso na
tabela a média obtida destes valores.

A Tabela 05 observa-se os valores de atividade de agua inferiores a 0,5,
sendo assim, com este fator abaixo indica que este pdlen comercial apresenta
condigbes adversas para o crescimento microbiano. Apenas 1% das amostras
analisas esta abaixo da faixa permitida para o pH pelo Regulamento Técnico
Normativa N°03 de 2001, ja o outro fator contemplado sendo a umidade que
corresponde a 4%, nenhuma das amostras comerciais do estado de Sao Paulo
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apresentaram esta umidade, ou seja, 20% das amostras ficaram abaixo deste

limite e 80% ficaram acima deste limite de umidade.

5.2 ANALISES MICROBIOLOGICAS
5.2.1 POLEN APICOLA IN NATURA

Na Tabela 06 encontra-se os valores da populacdo microbiana estudada,
para o pélen IN NATURA, da primeira etapa, em unidades formadoras de coldnia
por grama (UFC/qg).

Tabela 06 Andlise Microbiol6gica do Pdélen IN NATURA coletado na primeira
(margo/abril) etapa, das colméias experimentais do pdlo apicola de
Pindamonhangaba.

DETERMINACOES (UFC/g)’

AMOSTRA Bacillus Bolores e Clostridios Sulfito Coliformes
cereus Levedura Redutores Totais
Coleta 1 (24h) 2x 10° 8 x 10* <10 2,5x 10°
Coleta 1 (48h) 3 x 10° 8x10* <10 1,4x10°
Coleta 1 (72h) 9 x 10° 7,3x 10* <10 2,9x 10°
Coleta 2 (24h) 2,3x 10° 3,5x 10* 3,4x 10° 3,5x 10*
Coleta 2 (48h) 2,0 x 10° 7,9x 10° <10 4,6 x10°
Coleta 2 (72h) <10° 8,2x 10° <10 3,7x 10°
Coleta 3 (24h) <10° 1,8x 10° 6 x 10 1,4x 10*
Coleta 3 (48h) 4x10° 3,9x 10° <10 2,3x 10°
Coleta 3 (72h) 6 x 10 3,9x 10° 1x 10 6,9 x 10°

(1) Unidade Formadora de Col6nia por gramas

De acordo com a Tabela 06, ndo se observou contagens para o0s
microrganismos Escherichia coli, Salmonella sp. e Estafilococos coagulase
positiva, em todas as amostras de pdlen IN NATURA, dessa etapa de coleta.
Quanto ao grupo bacteriano dos coliformes totais,100% das amostras analisadas
se mostraram contaminadas. Pode-se encontrar presenca destes microrganismos
em todas as amostras analisadas, por VALDES (1993), apesar das medidas
higiénico-sanitarias aplicadas para a coleta, o que demonstra uma carga
microbiana vinda da colméia.

Para os fungos (bolores e leveduras), todas as amostras se mostraram
contaminadas (100%). Quanto a bactéria esporulada, Bacillus cereus, patdgeno

relevante em saude publica observou-se que 77% das amostras estavam
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contaminadas, embora a populacdo esteja em um nivel baixo (102UFC/g). Em
relacdo ao Clostridios Sulfito Redutores notou-se estes 33% das amostras com
nivel de contaminacdo abaixo de 10?UFC/gramas. De acordo com GILLIAM
(1979b) que analisou amostras de pdélen apicola armazenados nas colméias pelo
periodo de uma, trés e seis semanas, observando o crescimento de 41 bactérias
do género Bacillus, 113 de leveduras e 148 de bolores (fungos).

Como essas amostras sdao IN NATURA, ou seja, ndao sofreram ainda
nenhum processamento, essas contagens obtidas podem significar que uma
melhoria nas praticas de obtencdo do pdlen se faz necessarias. Embora o
crescimento bacteriano néo seja favorecido com esses valores de atividade de
agua, como observado na Tabela 01. Essas bactérias que se desenvolveram,
provavelmente podem ter vindo tanto do préprio campo, sendo parte da microbiota
original do pdlen vegetal, e/ou terem aumentado seu numero durante alguma
operacao de obtencao do produto IN NATURA, multiplicando-se devido a riqueza
nutricional do substrato.

Na Tabela 07, encontram-se os resultados obtidos para o pdélen IN
NATURA, das coletas realizadas na etapa segunda, o que corresponde ao
segundo semestre referente aos meses de outubro/novembro de 2007.

Tabela 07 Analise Microbiolégica do Polen IN NATURA referente & segunda
(outubro/novembro de 2007), das colméias instaladas no Pdlo de

Pindamonhangaba.

DETERMINACOES (UFC/g)’

AMOSTRA Bacillus Bolores e Clostridios Sulfito  Coliformes Totais
cereus Leveduras Redutores
Coleta 1 (24h) 1,0 x 10° 1,8x 10° 3,0x 10 1,1x 10°
Coleta 1 (48h) <10? 43x10° <10 2,4x10°
Coleta 1 (72h) <10? 9,4x10° <10 224 x 10°
Coleta 2 (24h) 5,6 x 10° 3,3x10° <10 1,1x 10°
Coleta 2 (48h) 2,0x 10° 7,7x10° <10 224 x 10°
Coleta 2 (72h) 1,0 x 10 9,7x10° <10 1,1x 10°
Coleta 3 (24h) 1,0x 10° 1,3x 10° <10 1,1x 10°
Coleta 3 (48h) <102 6,8x 10° <10 224 x 10°
Coleta 3 (72h) <102 5,1x 10° <10 22,4 x 10°

(1) Unidade Formadora de Col6nia por gramas
Quanto a pesquisa de Salmonella sp. e Estafilococos coagulase positiva,
para as amostras do pdlen IN NATURA, da segunda etapa, obtive-se resultados
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de auséncia para a Salmonella sp. e de <10°UFC/g, para o Estafilococos
coagulase positiva, limite de deteccdo do método.

Nesta segunda etapa, de coleta do pdélen IN NATURA, conforme pode ser
visto na Tabela 07, observou-se uma contagem mais elevada de bolores e
leveduras, de um ciclo logaritmico a mais, do que foi observado na primeira etapa
de coleta desse mesmo produto, como descrito na Tabela 05. Todas as amostras
mostraram uma populacdo com niveis ao redor de 10°UFC/gramas até
10°UFC/gramas para essa determinagao microbiolégica. Quanto ao resultado para
Coliformes Totais, a grande maioria das amostras mostrou contaminagcédo por
essas bactérias no nivel de 103UFC/gramas, na pratica esses resultados indicam
contaminacgao, porém, ndo necessariamente de origem fecal, pois o resultado para
a determinacdo de Escherichia coli estd abaixo do nivel de 10UFC/gramas,
proveniente de alguma etapa do processo de obtencdo do pélen IN NATURA.
Convém mencionar que esses microrganismos provavelmente fazem parte da
microbiota natural do pélen ainda na natureza. Quanto as bactérias esporuladas
como o Bacillus cereus e Clostridios Sulfito Redutores, observou-se que em 60%
das amostras de polen IN NATURA analisadas estdo contaminadas com Bacillus
cereus, ja o Clostridios Sulfito Redutores encontram-se em 11% das amostras
analisadas, porém a quantidade detectada esta no nivel <10UFC/gramas. Os
tempos de coletas, nao tiveram influéncia no crescimento deste microrganismo.

Em comparacéo das coletas de 24horas, notou-se que a contaminagéao de
Bolores e Leveduras é pertinente com contagem acima de 10*UFC/gramas.
Referente a contaminagéo de Coliformes Totais presente em 100% das amostras
coletadas em 24horas, com niveis superiores a 10°UFC/gramas, porém em
nenhuma das amostras analisadas detectou-se a presenca de Escherichia coli,
pois esta contaminacdo pode ser proveniente de pds-colheita, o que evidéncia
falhas no processo de boas praticas. Para Bacillus cereus foi detectado em 67%
das amostras para a primeira coleta, para a segunda etapa 100% das amostras
esta contaminadas, este microrganismo possui seu habitat preferencial o ar, o solo
e a agua. Os Clostridios Sulfito Redutores presente em 33% das amostras da

primeira etapa e 11% das amostras referente a segunda, porém este
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microrganismo é encontrado na flora normal do trato intestinal de animais
domésticos e selvagens, também pertencem ao trato humano, mas os
manipuladores de alimentos ndao constituem fonte significativa de contaminagao.

Para a coleta de 48horas tanto da primeira como na segunda etapa, nao
houve evidéncia de Clostridios Sulfito Redutores. Os niveis de Bolores e
Leveduras e também de Coliformes Totais estdo acima de 10*UFC/gramas e
102UFC/gramas, respectivamente. Para Bacillus cereus esta presente em 100%
das amostras da primeira etapa, e 11% das amostras correspondentes a segunda
parte, esta bactéria se apresentou de forma variavel da primeira para a segunda
etapa.

As amostras coletadas com 72horas, para a primeira etapa o quadro de
contaminagdo permaneceu com 10% das amostras contaminadas com Bolores e
Leveduras e Coliformes Totais, 0 mesmo acontece com a segunda etapa, sendo
que 100% das amostras estdo contaminadas com este dois microrganismos,
Bolores e Leveduras, e também Coliformes Totais. Apresentando porcentagem
variavel para Bacillus cereus e Clostridios Sulfito Redutores da primeira para a
segunda, a primeira etapa teve 67% de amostras contaminadas com Bacillus
cereus, e na segunda etapa 100% das amostras n&o tiveram contagem para
Clostridios Sulfito Redutores.

Em relagdo a contaminagdo de polen apicola por bolores e leveduras,
assim RODRIGUES, et al.,.(2007), analisou amostras de pélen vindas de um
criadouro localizado no Municipio de Ilha Grande, a determinagcdo de bolores
realizada por meio de diluicdes e contagem, obteve-se a identificacdo dos fungos
do género Aspergillus, Cladosporium e Penicillum como os mais freqientes na
microflora isolada, outros géneros isolados em menor frequéncia foram o Mucor
spp., Fusarium spp., Curvularia spp. Estes resultados apontam que a microbiota
encontrada no pdélen das abelhas incluem os principais géneros dos fungos
toxigenicos, e que em alguns casos, podem ser também patogénicos para os
seres humanos.

Desta forma, observou-se a frequéncia continua da contaminacdo de

Bolores e Leveduras, assim como, para Coliformes Totais, ou seja,
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microrganismos freqlentes na microbiota do poélen apicola IN NATURA referentes
aos meses de marco e abril como primeiro semestre e também aos meses de

outubro e novembro como segundo semestre de 2007.
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5.2.2 POLEN APICOLA DESIDRATADOS

Na Tabela 08 se encontram os valores da populagcao microbiana obtidos do
pblen apicola desidratado por dois processos, sendo o Desumidificador A que
corresponde um sistema fechado com umidade zero e temperatura de 30°C e a
Secadora B que corresponde um sistema de circulacdo de ar fechado e com
temperatura entre 40°C a 42°C, na primeira etapa da coleta, sendo margo/abril de
2007.

Tabela 08 Analise Microbiol6gica do Pélen Apicola Desidratado, pelos processos
A e B, das colméias de pélen apicola do Pélo de Pindamonhangaba
referente a primeira (marco/abril de 2007) etapa.

DETERMINACOES (UFC/g)’

AMOSTRA Bacillus Bolorese Clostridios Sulfito Coliformes  Escherichia

cereus Leveduras Redutores Totais coli

Coleta 1 (24h) <10° 1,9 x 10* <10 <10 <10

<« Coleta 1 (48h) <10? 2,3x10* 4,8 x10 6x10 <10
é Coleta 1 (72h) 2,7 x 102 2,8 x10* <10 <10 <10
§  Coleta 2 (24h) <10? 4,9 x10* <10 4,0 x 10 <10
£ Coleta 2 (48n) <10? 7,5x10* 1,0 x 10 4,0 x 10 <10
'E  Coleta 2 (72h) <10? 1,0 x 10* 1,3 x 10 4,0 x 10 <10
§ Coleta 3 (24h) <10? 2,6 x 10* <10 <10 <10
O  Coleta 3 (48h) 1,0 x 10° 5,7 x 10* <10 <10 <10
Coleta 3 (72h) <10? 2,2 x 10* <10 9,0x 10 <10
Coleta 1 (24h) <10° 3,1 x 10° 7,0x 10 <10 <10
Coleta 1 (48h) <10? 1,5x10* 4,0x10 <10 <10

@ Coleta 1 (72h) 2,0 x 10 5,2 x 10* <10 <10 <10
® Coleta 2 (24h) <10? 7,8 x 10* 3,2 x 10? 4,0 x 10 <10
§ Coleta 2 (48h) <102 59x10* <10 1,5x 10 <10
8  Coleta 2 (72h) <10? 2,9x10* <10 <10 <10
@ Coleta 3 (24h) <10? 4,0 x 10* <10 <10 <10
Coleta 3 (48h) <10? 6,3x 10* 1,0 x 10 4,0x10 <10

)

Coleta 3 (72h <10? 7,8 x10* 3,6 x10 <10 <10

(1) Unidade Formadora de Coldnia por gramas

Detalhando, quanto aos resultados das determinagdes microbiolégicas para
o podlen desidratado, embora néo tabelados os resultados, ndo foi observado
crescimento de Salmonella sp. e Estafilococos coagulase positiva em nenhuma
amostra  processada pelos dois métodos empregados. Quanto as demais
determinacbes, pode-se observar que todas as amostras, referentes aos dois
métodos de desidratacdo estudados, nesta primeira etapa da coleta,
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demonstraram uma elevada contaminacdo por bolores e leveduras
(10*UFC/gramas). O tempo diferenciado de coleta (24horas, 48horas e 72horas),
parece nao ter influido na reducdo ou aumento de microrganismos presentes nas
amostras uma vez que todas mostraram desenvolvimento microbiano, em
qualquer um dos tempos adotados, especialmente os fungos. Quanto a
concordancia com o padrao microbiolégico da ANVISA (2001) adotado como
referencia para esse estudo, pode-se dizer que todas as amostras se encontraram
dentro do mesmo.

Especificamente, em relacdo as amostras obtidas pelo método de
desidratagdo do Desumidificador A, nao observou o0 crescimento do
microrganismo Escherichia coli, pois outro indicativo foi o crescimento do coliforme
termotolerante, sendo uma bactéria indicadora de contaminacao fecal, podendo
indicar alguma falha nas operagdes de higiene nas operacdes de obtencado do
produto. Ainda em relacédo a esse método ou processo, obteve-se amostras com
contaminacdo pelas bactérias esporuladas Bacillus cereus, na coleta 1 de 72
horas, e na coleta 3 de 72 horas presenca Clostridios Sulfito Redutores.

No processamento tipo Secadora B, que emprega temperaturas de
secagem na faixa de temperatura de 40 e 42°C, apenas uma amostra apresentou
contagem para a bactéria esporulada Bacillus cereus, sendo a coleta 1 (72horas).
As amostras referentes a coleta 1 (24horas e 48horas), coleta 2 (24horas) e 2
amostras da coleta 3 (48horas e 72horas) apresentaram contagens Clostridios
Sulfito Redutores. Quanto ao grupo bacteriano dos Coliformes Totais, apenas 3
amostras, referentes as coletas 2 (24horas e 48horas) e 3 (48 horas),
apresentaram alguma contagem significativa para este microrganismo.

A Tabela 09, contem os resultados de analises microbiologicas do pdlen
apicola desidratado pelos processos do Desumidificador A e da Secadora B, as
amostras sao referentes as coletas dos meses de outubro e novembro do ano de
2007.
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Tabela 09 Analises microbiolégicas do Pdlen Apicola desidratados pelos
processos A e B, das colméias de pélen, referentes a segunda etapa
(outubro/novembro de 2007) do Pélo de Pindamonhangaba.

DETERMINACOES (UFC/g)’

AMOSTRAS Bacillus Bolores e Clostridios Sulfito Coliformes
cereus Leveduras Redutores Totais
Coleta 1 (24h) 1x10? 3,4x10° <10 2,3x10
Coleta 1 (48h) 1x10° 4x10° <10 4,3x10
‘;5 Coleta 1 (72h) 3x10° 2,5x10° <10 4,3x10
§ Coleta 2 (24h) 1,4x10% 8,5x10° <10 1,1x10°
£ Coleta 2 (48h) 2x10? 1,2x10° <10 1,5x10%
E  Coleta2(72h) 1,8x10? 4,6x10° <10 2,3x10
8  Coleta 3 (24n) 1x102 2,5x10° <10 2,8x10
Coleta 3 (48h) <10? 1,3x10° <10 2,1x10
Coleta 3 (72h) 2x10? 1,9x10° <10 1,1x10°
Coleta 1 (24h) <10? 1,1x10° <10 4x10
Coleta 1 (48h) <10? 3,1x10° 1x10 2,4x10°
Coleta 1 (72h) <10? 4,5x10° 1x10 9,3x10
m
w  Coleta 2 (24h) <10? 6,2x10° <10 4,3x10
§ Coleta 2 (48h) <10? 1,1x10° <10 2,4x10°
§ Coleta 2 (72h) <10? 3,8x10° <10 4,3x10
Coleta 3 (24h) <10? 1,2x10° <10 1,1x10°
Coleta 3 (48h) <10? 2,3x10° <10 4,6x10°
Coleta 3 (72h) <10? 9x10* <10 1,5x10

(1) Unidade Formadora de Col6nia por gramas

O resultado para pesquisa da maioria dos patéogenos, para esta segunda
(outrubro/ novembro de 2007) etapa do processo, foi semelhante ao encontrado
para a primeira (marco/abril de 2007) etapa de coleta apds desidratacao por
ambos os métodos. Nao foi encontrada a bactéria Salmonella sp em 25 g do
produto, para todas as amostras. Também nao foi observado, crescimento para
Escherichia coli (<10UFC/g) nessas amostras, para a determinacdo de
Estafilococos coagulase positiva notou-se a auséncia do crescimento deste
microrganismo, ou seja, o contagem dos Estafilococos coagulase positivo
apresentou-se abaixo do limite de <102UFC/g utilizada para o método de analise.
Quanto aos outros parametros estudados, pode se dizer que nao foram
encontradas bactérias esporuladas do grupo dos Clostridios Sulfito Redutores, na

grande maioria das amostras, nesta segunda etapa de coleta; sendo apenas
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detectadas, e em populagdo muito baixa (ordem de 10" UFC/g), em duas
amostras, correspondentes as coletas 1(48horas) e 1(72horas) submetidas a
desidratacdo pelo Secadora B. Diferente do que foi observado na primeira
(marco/abril de 2007) etapa, a grande maioria das amostras, desidratadas pelo
Desumidificador A, se mostraram contaminadas com a bactéria esporulada
Bacillus cereus. Este dado esta de acordo com a literatura (FRANCO, 1996a), que
relata que processamentos térmicos com temperaturas abaixo de 100°C,
dificilmente eliminam esporos bacterianos da matéria prima, especialmente se
esta ja estiver muito contaminada.

Em relacdo a populacao de bolores e leveduras, pode ser observado, que
de maneira semelhante ao que se obteve na primeira (margo/abril de 2007) etapa,
o poélen desidratado se mostrou contaminado em 100% das amostras,
independente do processo de secagem adotado, e dos tempos de coleta
estabelecidos. Na pratica existem varias hip6teses que podem justificar esses
dados. Uma delas é a matéria prima, que estava contaminada com esses
microrganismos, € a temperatura de processamento, em ambos 0s métodos,
sendo considerada baixa para eliminagdo desses microrganismos, podem até ter
contribuido para seu desenvolvimento no produto durante as operagbes de
desidratacdo. Outra hip6tese, seria que a embalagem, apds processo, pode ter
permitido alguma troca de gases com o meio ambiente e a umidade pode ter
aumentado e permitido o crescimento microbiano.

Para esté pesquisa foram analisada cerca de 36 amostras desidratadas por
dois métodos, que envolveram temperaturas diferentes.

Pode-se observar que o parametro critico para este produto é a presenca
de contagem elevada de bolores e leveduras, apresentando contagem superiores
a 10°UFC/g em 100% das amostras. De acordo com o do Cédigo Alimentario
Argentino no Artigo 785 (RES1550, 12.12.90) esta contagem nao pode ser
superior a 10UFC/grama do produto. CORONEL, et al.,(2004) observou que
100% das amostras analisadas apresentaram contaminacédo por fungos, sendo
identificado 20 espécies, esta contaminacao por bolores € considerada critica, pois

encontrou espécies toxigénicas como A.flavus, F.graminearum, P.citrinum,
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P.funiculosum e A. alternata. Em condi¢des deficientes no armazenamento como
o envase nao hermético, elevada atividade de agua, temperatura e permanéncia
prolongada em contato com o ar ambiente pode propiciar a proliferacdo dos
fungos e podendo haver a producéao das micotoxinas.

De acordo com MARTINEZ (2006), o ar geralmente é impulsionado por um
ventilador, sendo que em nenhum caso analisado foi observado um sistema de
limpeza para este ar, ao contrario em muitos dos casos o ar utilizado se encontra
no ambiente com grande propensao a contaminacao. Assim, as amostras de pélen
analisadas na sua grande maioria apresentaram contaminac¢ao devido a falha no
controle da manipulagao, todas as 23 amostras de pdlen analisadas em 2005
apresentaram uma alta contagem de bolores e leveduras identificando o género
de Aspergillus sp .

De acordo com a Tabela 08 e 09, 25% das amostras analisadas estdo
contaminadas por Bacillus cereus, com contagem superior a 10°UFC/grama. Para
a deteccao de Bacillus cereus, sendo uma bactéria patogénica e esporulada, o
regulamento técnico 12 de 2001 da ANVISA pelo grupo 10 item N, indica o limite
maximo de 10° (UFC/g), enquanto o Cédigo Alimentario Argentino de 1990 no
Artigo 785 recomenda a auséncia para todos os microrganismos patogénicos.

Segundo DEL RISCO (2004), os microrganismos do género Bacillus sao
associados as abelhas operarias. J& VALDES (1991) testou o pdlen desidratado
durante 24horas a temperatura de 42°C, o que contribuiu para reduzir a carga
microbiana, evitando a rapida deterioracdo do produto, porém um ponto essencial
foi & detec¢cado microbiana do género Bacillus, sendo que este é capaz de produzir
esporos que sao resistentes ao tratamento de secagem, desta forma, os esporos
resistem as condi¢cbes adversas.

No podlen apicola desidratado pelos dois processos térmico, como
demonstrado na Tabela 08 e 09, ndo apresentaram contaminagé@o por Salmonella
sp em 25gramas da amostra, podendo ser considerada auséncia para este
parametro. A deteccéo da bactéria Salmonella sp tanto para o Codigo Alimentario
Argentino de 1990, como pela Resolucdo 12 de Janeiro de 2001 indicam auséncia

para este microrganismo patogénico.
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Outro parametro analisado que nao apresentou crescimento foi para
Estafilococos coagulase positiva, ou seja, contagem inferior a 102UFC/grama, que
€ o limite de deteccao usado no método de analise.

Como comparacado a resposta desta avaliagdo, o Cdodigo Alimentario
Argentino no Artigo 785 (RES 1550, 12.12.90) indica auséncia de microrganismos
patogénos, o que pode incluir o Estafilococos coagulase positiva, porém a RDC 12
de 2001 referente ao grupo 10 item N recomenda o limite maior para a contagem
de Estafilococos coagulase positiva, sendo 10°UFC/grama.

MARTINEZ (2006) analisou amostras de pélen desidratado e notou a
presenca do Estafilococos coagulase positiva, contaminagao indicada pelo contato
do produto com a pele sem protecdo como luvas, touca e mascaras para boca, ou
seja, contaminacgao por manipulador.

Para a avaliacao do Clostridios Sulfito Redutores das amostras analisadas,
em torno de 28% obtiveram crescimento desse microrganismo com contagem
superior a 10UFC/grama, é uma bactéria patogénica, que tem a capacidade de
esporular no intestino humano.

De acordo com pesquisa realizada por MARTINEZ (2006) em torno de 30%
das amostras analisadas apresentaram contaminagdo por bactéria do género
Clostirdium sp, indicando contaminagdo ambiental, ou seja, fonte de contaminagao
como a terra.

Assim como o Cdédigo Alimentario Argentino no Artigo 785 (RES 1550,
12.12.90) indica auséncia de microrganismo patogénico, isto significa auséncia de
Clostridios Sulfito Redutores. Sendo assim, na avaliagdo do pdlen apicola
desidratado pelos dois métodos, 8% das amostras positivas ou contaminadas
correspondem ao Desumidificador A e 20% corresponde ao processo realizado
pela Secadora B, o processo de desidratacdo indicado pela Secadora B
apresentou um nivel maior de contaminagcdo das amostras analisadas, por estes
microrganismos.

Os Coliformes Totais e Escherichia coli sdo indicadores de condi¢des
higiénico-sanitarias do processamento. Desta maneira, nas Tabelas 08 e 09

demonstram contaminacédo de E.coli, bactéria patogénica que deve ser ausente
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em 100% das amostras analisadas como é mencionado no Cdodigo Alimentario
Argentino no Artigo 785 (RES 1550, 12.12.90), porém estas amostras estdo de
acordo com a RDC 12 de Janeiro de 2001 que indica 5x10°UFC/grama para o
grupo 10 item N. Mas esta contaminagao so6 foi detectada na amostra desidratada
pelo processo do Desumidificador A, o outro processamento avaliado, Secadora
B, ndo apresentou nenhuma amostras com contaminacao por Escherichia coli.

Para a contagem de Coliformes Totais pode-se observar que 39% e 31%
das amostras desidratadas pelos métodos de Desumidificador A e Secador B
respectivamente, apresentando contagem superior a 10UFC/grama.

Desta forma, a contaminacéao por coliformes é uma indicacao das condicoes
higiénicas dos processos de fabricacdo, pois sao facilmente inativados por
sanitizantes e tem uma ampla capacidade de colonizar-se em varios pontos da
planta de processamento, quando existe falha na sanitizagdo. Também s&o
indicadores de falha de processo ou de contaminagao pos-processo em alimentos
pasteurizados, porque sao facilmente destruidos pelo calor e ndo sobrevivem ao
tratamento térmico.

Segundo MARTINEZ (2006) que analisou amostras de pélen apicola e
observou que 65% das amostras foram positivas para Coliformes totais, ja
CORONEL, et al.,(2004) detectaram presenca de Coliformes Totais na maioria das
amostras, porém ao efetuar em as provas bioquimicas ndo detectaram presenca
de Escherichia coli nas amostras. Assim, estas bactérias sdo indicadores de
contaminagdo demonstrando as condi¢gdes higiénico-sanitarias em que se
encontram o polen. Neste estudo, ndo foram tdo eficiente devido a baixa
freqiéncia, porém sugere que haja um maior controle das condicbes dos
manipuladores e também em relagéo ao fracionamento por parte do comerciante.

Na Tabela 10 estéo relacionadas as analises realizadas em dez amostras

adquiridas em lojas do comercio varejista do estado de S&o Paulo.
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Tabela 10 Andlises microbioldégicas de amostras de Pdlen Apicola desidratado

adquiridas no comercio do Estado de Sao Paulo.

DETERMINACOES (UFC/g)?

AMOSTRA' Bacillus Bolores e Clostridios Sulfito Coliformes
cereus Leveduras Redutores Totais
Comercial 01 <102 9,7x10° <10 <10
Comercial 02 1x10? 7x10? <10 <10
Comercial 03 1x10° 3x10° <10 <10
Comercial 04 <102 4,5x10° 1x10? <10
Comercial 05 1x10° 9,5x10° 1x10? 4x10
Comercial 06 1x10° <102 <10 <10
Comercial 07 1x10? 7,6x10° <10 <10
Comercial 08 5x10° 9,5x10° 4x10 <10
Comercial 09 5x10° 8,6x10° 3x10 <10
Comercial 10 <10? 6x10° <10 <10

(1)Amostras de Pélen Apicola desidratado Comercial, (2) Unidade Formadora de Coldnia por gramas

Conforme observado na Tabela 10, todas as amostras comerciais
analisadas quanto aos parametros microbiol6gicos estdo de acordo com os
padroes estabelecidos pela Resolugcdo Técnico Normativa n® 3 de 2001 para o
produto para este produto. Bolores e leveduras ndo sao contemplados pelo citado
padrdo, e pode se observar que a populacado deste grupo microbiano, se encontra
acima de 10°UFC/g, o que corresponde a cerca de 60% das amostras, sendo que
apenas 10% das estdo abaixo do nivel de detec¢cdo desse microrganismo para
este tipo de produto.

A baixa atividade de agua (ver Tabela 05) observada nas amostras, deveria
n&o permitir o crescimento microbiano, porém notou-se o crescimento de bolores e
leveduras em 90% das amostras, Bacillus cereus em 70% das amostras. Uma
hipbtese a ser considerada seria a temperatura branda, normalmente utilizada
para desidratar o pdlen apicola que n&o elimina os esporos de bactérias mesdfilas,
nem os esporos de fungos. De acordo com FRANCO (2005), o alimento com
tratamento térmico brando, ndo é suficiente para eliminar bactérias esporuladas do
género Bacillus.

Um paralelo pode ser feito com as amostras IN NATURA e processadas no
pélo de Pindamonhangaba, estudado anteriormente pelos dois métodos de

desidratacdo. Nesta avaliacdo, o0 processo de desidratacdo A emprega
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temperatura ao redor de 30°C, e o processo de desidratacdo B utiliza a
temperatura ao redor de 40°C, observou-se nas amostras desidratadas por ambos
os métodos o crescimento elevado da populacdo fungica de maneira constante,
sem ser influenciada pela desidratacdo e outras injurias sofridas por outras
operacdbes como o congelamento (ver Fluxograma 01) inerente ao processo
estudado. As amostras IN NATURA examinadas verificaram-se o desenvolvimento
de bolores e leveduras (ver Tabelas 06 e 07). Com base nestas informacoes,
pode-se concluir que os tratamentos térmicos normalmente empregados para a
obtencdo de podlen apicola desidratado ndo reduzem a populacdo de fungos,
tornando-o0 um parametro importante a ser considerado em futuras legislacoes,
uma vez que podem ser produtores de micotoxinas.

Outro fato a ser considerado, € o tipo de embalagem utilizada para o
armazenamento do poélen desidratado, podendo ter permitido uma troca de
umidade com o meio ambiente, propiciando o desenvolvimento microbiano,
especialmente de bolores e leveduras.

Resumindo, em relacdo aos resultados microbiolégicos observados nas
amostras comerciais, pode-se levar em consideracdo que o pélen apicola nao
possui compostos antifungicos, que o processamento usual ndo € uma barreira
suficiente para reduzir a maioria dos contaminantes, especialmente os bolores e
leveduras e bactéria esporuladas. O processo de higienizacao poderia ser adotado
antes da ativacdo da colméia, uma vez que visa a redugcdo da contaminacéo,
evitando que seja um ponto critico na cadeia produtiva do pélen apicola. A
embalagem deste produto, também pode ser considerado um ponto critico, pois
facilita a troca de umidade com o ambiente, o que deve ser amenizado através do
uso desta barreira.

5.2.3 ANALISES DOS SWABS DOS COLETORES

Nas Tabelas 11 e 12, estam expressos os resultados coletados através da
técnica de Swab realizada nos coletores de poélen apicola das colméias
experimentais do Po6lo de Pindamonhangaba-SP. A finalidade desse teste é a
verificacdo da eficiéncia do processo de higiene das colméias, realizado de acordo
com a técnica preconizada por SALOME & SALOME (1998). Para este teste foram
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adotadas as mesmas determinagdes microbioldgicas utilizadas para o poélen
apicola, a amostragem dos coletores ocorreu de forma aleatéria das 6 colméias
experimentais, utilizadas no estudo. Adotou-se a analise dos coletores no periodos
de coleta do pélen apicola e antes e depois da sanitizacado dos mesmos.

Na Tabela 11, estdo presente os resultados da Técnica de Swab realizada
nos coletores de pdélen, nos periodos de 24horas, 48horas e 72 horas, referentes
as Colméias 1, 3 e 6 do apiario.

Tabela 11 Resultados da Técnica de Swab dos coletores de pélen das colméias,
nos periodos de 24 horas, 48horas e 72horas no Pdlo de
Pindamangaba-SP.

DETERMINACOES (UFC/g)'

AMOSTRA
Bacillus cereus Bolores e Levedura
Coletor 1, 24horas <10 <10
Coletor 1, 48horas <10 1x10
Coletor 1, 72horas <10 9x10
Coletor 3, 24horas <10 1x10
Coletor 3, 48horas <10 3,3x10°
Coletor 3, 72horas <10 3x10
Coletor 6, 24horas <10 <10
Coletor 6, 48horas <10 4x10
Coletor 6, 72horas <10 2,2x10°

(1)Unidade Formadora de Col6nia por Coletor.

De acordo com a Tabela 11, observou—-se que os resultados do Swab dos
coletores ndo apresentaram indicativos criticos para uma contaminagdo cruzada
do pdélen apicola coletado a partir destes coletores das colméias analisadas.
Sendo assim no Coletor 1, no periodo de 24horas de exposi¢cdo ndao apresentou
nenhum crescimento microbiano, nos periodos de exposicdo de 48 e 72horas
apresentaram contagem de bolores e leveduras. Verificou-se que nédo houve
crescimento de Clostridios Sulfito Redutores, Coliformes totais ate Escherichia

coli, Salmonella sp e Estafilococos coagulase positiva.
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Para o Coletor 3 o nivel de contaminacao surgiu no primeiro periodo de
24horas, e assim permaneceu até o periodo de 72horas, este € um possivel fator
de contaminagéo por bolores e leveduras no pélen apicola.

Para o Coletor 6, o periodo de 24horas de exposicdo nao apresentou
contagem de nenhum microrganismo analisado. Nos periodos de 48 e 72horas
apresentou contagem de 4x10 e 2 2x102UFC/coletor, sendo um indicativo de
contaminagao do produto final.

Na Tabela 12, estdo demonstrados os resultados dos coletores de pdlen
apicola antes e depois da higienizagao.

Tabela 12 Resultados da Técnica de Swab nos coletores de pdlen higienizados e
nao higienizados.

DETERMINACOES (UFC/g)'

AMOSTRA
Bacillus cereus Bolores e Levedura
Coletor 01, higienizado <10 1x10
Coletor 01, n&o higienizado <10 4,7x102
Coletor 03, higienizado <10 <10
Coletor 03, néo higienizado 1x10 1,7x103
Coletor 06, higienizado <10 <10
Coletor 06, n&o higienizado <10 1,3x102

(1)Unidade Formadora de Col6nia por Coletor.

Nesta etapa também nao verificou o desenvolvimento dos microrganismos
como Clostridios Sulfito Redutores, Coliformes totais ate Escherichia coli,
Salmonella sp e Estafilococos coagulase positiva.

Foram analisados os coletores de polen apicola de numero 01, 03 e 06 das
Colméias, quando higienizados e ndo higienizados, notou-se que os coletores nao
higienizados apresentaram contagens de bolores e leveduras e até mesmo
Bacillus cereus, acarretando para a matéria-prima uma contaminagdo o que pode
persistir durante o processo e aparecer no produto final.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 12, no Coletores 1 e
6 o nivel de contaminac&o de bolores e leveduras chega a 102UFC/coletor, porém
o Coletor 3 apresentou um nivel de contaminacdo de 10°UFC/coletor. Sendo

apenas 3 coletores néo higienizados apresentarem niveis relativamente elevados
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de microrganismo deteriorante, ndo apresentando caracteristicas dos
microrganismos alvos, ou seja, 0s patdégenos a saude humana, indica o uso

adequado das boas praticas de manuseio.

5.3 ANALISES ESTATISTICAS

As médias e analises estatisticas dos dados de pH, umidade e atividade de
agua para as trés frequéncias de coleta efetuadas em marco/abril de 2007 podem
ser observadas na Tabela 13.

Tabela 13 Médias e analises estatisticas dos dados de pH, umidade e atividade
de agua do pdlen apicola in natura e do pdélen submetido a dois
processos de desumidificacdo, em trés frequéncias de coleta, na
primeira fase de coleta (margo/abrii de 2007), em colméias
experimentais do P6lo Regional de Pindamonhangaba.

Frequéncia TRATAMENTO

de coleta IN NATURA Desumidificador A Secadora B Média

24 horas 4,930,116 ° 4,95+0,116° 5,010,116 ° 4,96+0,067
- 48 horas 4,7840,116° 4,82+0,116° 4,8140,116° 4,80+0,067
& 72horas 5,030,116 ° 4,9140,116° 4,89+0,116° 4,94+0,067

Média 4,9140,0412 4,89+0,0412 4,90+0,0412

Prst Linear 0,604 0,849 0,558

Quadratica 0,235 0,518 0,396

24 horas 22,35+0,69° 5,60+0,69° 4,1740,69° 10,710,399
u 48 horas 20,77+0,69° 5,38+0,69° 4,70+0,69° 10,28+0,399
2 72 horas 15,08+0,69° 4,36+0,69" 4,23+0,69 7,890,399
% Média 19,39+0,30 5,11+0,30 4,37+0,30
= " PrstLinear <0,0001 0,271 0,961

Quadratica 0,088 0,674 0,602
g 24 horas 0,78+0,0152 0,36+0,015° 0,32+0,015° 0,490,008
2 48horas 0,77+0,015° 0,35+0,015° 0,32+0,015° 0,480,008
a 72 horas 0,68+0,015° 0,32+0,015° 0,310,015° 0,430,008
Lé: Média 0,74+0,01 0,35+0,01 0,32+0,01
S Prstlinear <0,0001 0,028 0,522
R Quadratica 0,078 0,302 0,565

Médias seguidas de letras minUsculas diferentes na horizontal diferem entre si pelo teste de Tukey-Kramer (P<0,05)

Nao houve diferenga estatistica entre o pélen IN NATURA e o polen que foi
submetido aos dois processos de desidratacdo. J& a atividade de agua e a
umidade foram significativamente reduzidas pelos dois processos de desidratacao
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quando comparados aos resultados obtidos para o poélen IN NATURA, nao
havendo, no entanto, diferenca estatistica entre os dois processos de secagem
(ver Tabela 13).

Na Tabela 14 sdao apresentadas a média e as analises estatisticas dos
dados referentes a contagem de bolores e leveduras para o periodo de marco/abril
de 2007.

Tabela 14 Médias e analises estatisticas dos dados de contagem de bolores e
leveduras no pélen apicola IN NATURA e no pdélen apicola submetido
a dois processos de desumidificacao e trés frequéncias de coleta, na
primeira fase de coleta (marco/abrii de 2007), em colméias

experimentais do P6lo Regional de Pindamonhangaba.

Frequénda TRATAMENTO
de coleta IN NATURA Desumidificador A Secadora B Média
24 horas 32000+11602° 35000+11602° 60333+11602° 424446698
48 horas 65333116022 44667+11602° 55333+11602° 551116698
72 horas 77667116022 23333+11602° 30667+11602°  44556+6698

Média 583336813 343336813 49444+6813

Prst Linear 0,016 0,487 0,115

Quadratica 0,470 0,293 0,542

Médias seguidas de mesma letra mindscula na horizontal, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey-Kramer (P>0,05)

Em analises estatisticas de contagem de bolores e leveduras verificou que
o pélen apicola IN NATURA apresentou a média mais elevada do que o polen
apicola processado, em comparac¢ao dos dois processos, o Desumidificador A foi
estatisticamente mais eficiente do que o processo da Secadora B.

A Figura 5.3.1 apresenta o crescimento de bolores e leveduras pelo tempo

de exposigcao do pdlen no campo.
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Figura 5.3.1 Representacao gréafica da equagao de regressédo da contagem de bolores e leveduras

em trés frequéncias de coleta (24, 48 e 72h).

A comparacdo dos dados de bolores e leveduras obtidos no presente
trabalho com a legislacao vigente nao é possivel, pois a mesma nao os inclui.

Trés amostras do pélen IN NATURA que corresponde a porcentagem de
33,3% (ver Tabela 6) e quatro de cada um dos processos de desidratacdo do
polen (44,4%, ver Tabela 8) apresentaram contaminacao por Clostridios Sulfito
Redutores. Quanto aos coliformes totais, todas as amostras IN NATURA
apresentaram contagem superiores ao limite estabelecido pela legislacdo, 5X102
(BRASIL, 2001b) (ver Tabela 6), enquanto nenhuma amostra que passou pelos
tratamentos de desidratacao, apresentou tal contaminagéo.

Uma amostra do Desumidificador A de 72h e outra da Secadora B, de 48h,
apresentaram contaminacédo por Escherichia coli, que € bactéria indicadora de
contaminagdo fecal, enquanto as amostras in natura ndo apresentaram esta
bactéria. Isso pode indicar uma falha nas operagdes de higiene durante o
processamento do polen.

Observou-se, portanto que, para o periodo de marco/abril a umidade e a
atividade de agua foram reduzidas significativamente nos dois processos de
desidratacdo, ndo havendo, no entanto, diferenca estatistica entre os tipos de

desidratacéo (ver Tabela 15).
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A Tabela 15 demonstra os dados coletados estatisticamente das avaliacbes
fisico-quimicas das amostras do pdlen apicola coletado nos meses de outubro e
novembro de 2007.

Tabela 15 Médias e andlises estatisticas dos dados de pH, umidade e atividade
de agua do pdlen apicola IN NATURA e do pélen apicola submetido a
dois processos de desumidificagdo, em trés frequéncias de coleta, na
segunda fase de coleta (outubro/novembro de 2007), em colméias
experimentais do Pélo Regional de Pindamonhangaba.

Frequéncia TRATAMENTO

de coleta IN NATURA  Desumidificador A Secadora B Média

24 horas 5,46+0,128° 5,71+0,1282 5,73+0,128° 5,630,074
- 48 horas 4,99+0,128° 5,19+0,1282 5,19+0,128° 5,12+0,074
e 72 horas 5,18+0,128° 5,18+0,1282 5,08+0,1282 5,140,074

Média 5,210,029 5,360,029 5,330,029

Pr>t Linear 0,221 0,031 0,012

Quadratica 0,108 0,205 0,282

24 horas 16,28+0,628° 2,87+0,628° 2,74+0,628° 7,300,363
" 48 horas 21,78+0,628° 3,37+0,628° 2,92+0,628° 9,35+0,363
2 72 horas 18,06+0,628°2 3,27+0,628"° 3,19+0,628° 8,170,363
% Média 18,710,123 3,170,123 2,95+0,123
= PrstLinear 0,122 0,719 0,683

Quadratica 0,094 0,754 0,958

24 horas 0,69+0,0282 0,33+0,028° 0,37+0,028° 0,460,016
a 48 horas 0,75+0,0282 0,39+0,028° 0,37+0,028° 0,50+0,016
é’ < 72horas 0,71+0,0282 0,33+0,028"° 0,30+0,028° 0,45+0,016
23 Média 0,720,009 0,350,009 0,34+0,009
:: Pr>t Linear 0,564 1,000 0,154

Quadratica 0,188 0,137 0,371

Médias seguidas de letras minUsculas diferentes na horizontal, diferem entre si pelo teste de Tukey-Kramer (P<0,05)

Em relagdo a populacdo de bolores e leveduras, o pdlen desidratado néo
diferiu significativamente do pdlen IN NATURA (ver Tabela 15). Desta forma
nenhum dos processos de desidratacdo empregados foram eficientes na reducao
destes microrganismos.

Pode-se supor que as temperaturas usadas nos dois processos (30°C e 40-
42°C), os quais baseiam-se em valores que visam evitar a degradacdo das
proteinas do pélen, podem ter contribuido para a multiplicacdo e desenvolvimento

de colénias desses microrganismos. Outra hipbtese é que a embalagem pode ter
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permitido troca de gases com o meio ambiente e a umidade pode ter aumentado,

permitindo o crescimento microbiano. Desta forma, a embalagem para

acondicionamento e venda € mais um item que merece atencao e estudos futuros
especificos.

Tabela 16 Médias e analises estatisticas dos dados de contagem de bolores e
leveduras no poélen apicola in natura e do pélen apicola submetido a
dois processos de desumidificacao e trés frequéncias de coleta, na
segunda fase de coleta (outubro/novembro de 2007), em colméias

experimentais do Pélo Regional de Pindamonhangaba.

Frequéncia TRATAMENTO

de coleta IN NATURA Desumidificador A Secadora B Média
24 horas 8300004209718 126700+209718 506667+209718 487789+121081
48 horas 3666853+209718 8366671209718 7000001209718 634507+121081
72 horas 5166671209718 2280001209718 2900004209718 344889+121081

Média 5711731946572 397122+946572 498889+946572
Pr>tLinear 0,353 0,760 0,516
Quadrética 0,298 0,078 0,304

Médias seguidas de mesma letra mindscula na horizontal, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey-Kramer (P>0,05)

Apenas duas amostras que passaram pelo processo de desumidificacdo na
Secadora B apresentaram Clostridios Sulfito Redutores e nenhuma amostra
apresentou E. coli (ver Tabela 09).

Os coliformes totais estao presentes em todas as amostras IN NATURA de
outubro/novembro (ver Tabela 07), indicando contaminacdo, mas nao
necessariamente de origem fecal. Em alguma etapa do processo de obtencéo do
pblen ocorreu esta contaminagdo, podendo inclusive, fazer parte da microbiota
natural do pélen na natureza.

De maneira diferente do que ocorreu na coleta de margo/abril de 2007 (ver
Tabela 8), no periodo de outubro/novembro do mesmo ano, nao houve diferenca
na contaminagdo das amostras considerando-se o0 tempo em que permaneceram
no campo (ver Tabela 09).

A baixa atividade de agua observada nas amostras, apds a realizagdo de
ambos os processos de desumidificacdo (desidratagéo), nas duas fases de coleta,
seria teoricamente capaz de ndo permitir o crescimento microbiano nesses
produtos, no entanto, a populacdo de fungos foi alta, mesmo apdés o

processamento, permitindo também um crescimento bacteriano, menos evidente e
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ndo tao constante. Pode-se tentar explicar o ocorrido por meio de algumas
hipéteses:

e Como a temperatura de secagem é baixa pode ter permitido que fungos e
algumas bactérias que sdo mesobfilas tenham se desenvolvido no produto
durante o processo de secagem;

e AplOs a amostra ter sido embalada, a embalagem pode ter permitido a
condensacao de agua em alguma parte da amostra, mesmo imperceptivel.

e A amostra pode ter sido contaminada ainda no campo e o processo de
desumidificacdo com temperaturas até no maximo 42°C nao é suficiente
para elimina-los, uma vez que ha cita¢des na literatura que processamento
com temperaturas inferiores a 100°C, podem n&o ser eficientes para
destruicao de esporos bacterianos (FRANCO, 1996a).

Para GONZALES, et al., (1995) o pdlen apicola desidratado com valores de
Aw extremamente baixos dificulta o desenvolvimento e multiplicacdo de
contaminantes da microbiota, que poderdao ocorrer no periodo entre a formacao
das bolotas pelas abelhas e ou a secagem do produto. A secagem deve ser feita
apenas em ambiente fechado, rapidamente, com cuidados de higiene e,
principalmente, de forma a evitar que patdgenos ndao contaminem o produto
(SERRA BOVEHI & ESCOLA JORDA, 1997). PANDEY, et al.,(1983), citado por
Gonzales informa que graos de pdlen de flores podem secretar substancias que

inibem germinagao de esporos microbianos.
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6 CONCLUSOES

A partir de todos os resultados obtidos através de andlises fisico-quimicas e
microbiolégicas, com complementacao a analise estatisticas dos comportamentos
do pdélen na forma IN NATURA e desidratado, além das amostras comerciais do
Estado de Sao Paulo, pode-se concluir que a microbiota natural do pélen é
composta por fungos, coliformes totais e bactérias esporulantes meséfilas como o
Bacillus cereus.

Apresentando parametros microbiolégicos significativo de Bolores e
Leveduras, seguido por Bacillus cereus e por bactérias coliformes totais, sendo
fatores relevantes, pois a alta contagem flngica pode produzir o metabdlico como
as micotoxinas, assim como a toxina desenvolvida pelos Bacillus.

O processo de desidratacao utilizado para a remocado de agua do pdlen
apicola nao atinge temperatura suficiente para reduzir a populacdo de bolores e
leveduras da microbiota natural deste produto, este € o Unico processo no
decorrer da producdo do poélen desidratado que emprega o bindmio tempo e
temperatura, ndo sendo aplicado de forma correta e nem a aplicagdo de algum
tipo de antifungico, como visto em outros paises.

A higienizacdo do material e utensilios usados deve ser realizada de forma
constante e rigorosa, pois a maioria destes sdo de madeira que se torna um foco
de contaminagao durante as etapas de processamento.

A época do ano em que o pdlen é produzido também é um dos interferentes
para contaminagdo principalmente por bolores e leveduras, pois quanto mais
tempo este alimento fica exposto maior a probabilidade de contaminagdo estes
microrganismos.

Desta maneira, com base na Legislagdo atual para padrées microbiolégicos
em alimentos, considerando-se a comparagcdo com o grupo da granola, todas as
amostras de polen desidratado, tanto experimentais como comerciais, encontram-
se dentro dos padrdes estabelecidos. Bolores e leveduras nao estdo incluidos na
Legislacdo do MAPA especifica para o produto e deveriam ser considerados.
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7 CONSIDERAGOES GERAIS

Em base neste estudo, que visa a garantia da qualidade do pdélen apicola
desidratado, notou-se que:

e O parametro microbiolégico notério desta pesquisa foram Bolores e
Leveduras, que devem ser introduzidos na Legislacao;

e O processo de desumidificacdo deve ser otimizado, para que haja uma
diminuicdo na contagem fungica deste produto;

e A coleta do podlen apicola ndo deve ultrapassar 24horas de exposicao,
evitando assim a contaminacéo por Bolores e Leveduras;

e Em relacdo aos materiais e utensilios de madeira utilizados deve-se focar
na substituicdo por outro material mais apropriado para esta linha de
processo;

e Outro ponto chave a ver avaliado é a embalagem usada para este produto.

Desta forma, com a ampla explanacdo das etapas do processo, € 0
levantamento das principais melhorias, com isto garantindo a qualidade do produto
de origem apicola comerciado, ndo s6 no Estado de Sao Paulo e sim em todo
Pais.
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