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RESUMO

As abelhas sem ferrdo vém ganhando atencdo devido a sua importancia como
polinizadoras de espécies vegetais nativas e por representarem uma importante
fonte de renda para os meliponicultores. Com o proposito de contribuir ao
conhecimento da composicdo quimica e atividade antioxidante do pdlen coletado
pela abelha sem ferrdo Melipona seminigra Cockerell, 1919 (urucu-boca-de-renda),
espécie muito procurada na regido, duas amostras de polen foram coletadas durante
dois periodos caracteristicos da regido Amazobnica, o chuvoso (abril de 2008,
pluviosidade de 300 mm) e o0 seco (agosto de 2008, pluviosidade de 50 mm). A
composi¢cdo centesimal indicou que as duas amostras apresentam um valor
nutricional similar e dentro dos parametros recomendados pelo Ministério da
Agricultura, com excecéo do teor de carboidratos que foi 10 % superior ao valor de
referéncia. Nas duas amostras de podlen, Miconia dispar (Melastomataceae) foi o
polen predominante (periodo chuvoso: 53,19 % e seco: 95,60 %). Outros tipos de
polen identificados foram da familia Myrtaceae (periodo chuvoso 25,64% e seco
0,96%) e da espécie Mimosa pudica (Fabaceae; periodo chuvoso 16,81% e periodo
seco 3,44%). A partir dessas amostras foram preparados extratos aquosos e
etandlicos. Estes ultimos foram fracionados por particdo liquido-liquido, resultando
nas fracbes hexanica, acetato de etila e hidroalcodlica. A atividade antioxidante dos
extratos e das fracdes foi determinada por dois ensaios: capacidade de sequestro do
radical livre difenilpicrilhidrazilo (DPPH-) e capacidade redutora de Fe(lll). Em ambos
0S ensaios, observou-se que os extratos etandlicos foram os mais ativos, quando
comparado aos aquosos. Das fracbes analisadas, as fracdes acetato de etila
apresentaram a maior atividade antioxidante. O teor de fendlicos totais determinado
pelo método de Folin-Ciocalteau confirmou que o0s compostos fendlicos se
concentraram nessas fracbes. Perfis cromatograficos das fracBes purificadas por
extracdo em fase solida a partir dos extratos etanolicos de cada periodo foram
obtidos por CLAE em fase reversa e mostraram-se bastante similares. Com o auxilio
de padrées comerciais e utilizando o método da coeluicdo foi possivel identificar a
presenca do fenilpropanoide, acido p-cumarico e dos flavonoides: miricetina,
quercetina e naringenina. O componente principal da fracdo obtida por extracdo em
fase sdlida do extrato etandlico da época de chuva foi ainda purificado por CLAE em
fase reversa em escala semi-preparativa. Os dados espectroscépicos (RMN de *H)
dessa substancia indicaram tratar-se da quercetina-3-O-ramnosideo (quercetrina).

Palavras-chave: Melipona seminigra; Meliponinae; Antioxidante; DPPH-; Polifendis;
CLAE; Perfil cromatogréfico.
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ABSTRACT

Stingless bees have gained attention because their importance as pollinators of a
wide range of native plant species and because they represent an important income
source for meliponicultors. In order to contribute to the knowledge of the chemical
composition and antioxidant activity of pollen collected by the stingless bee Melipona
seminigra Cockerell, 1919 (urugu-boca-de-renda), an economical specie in the
Amazon region, two samples were collected during two distinguished weather
season in the Brazilian Amazon, dry (august 2008, 50 mm) and rainy (april 2008, 300
mm) season. The centesimal composition analysis showed that both samples have a
similar nutritional value and all values are in accord to the recommended by the
Brazilian Ministery of Agriculture, but carbohydrate contents, which were ca 10 %
above. In both samples of pollen, the main botanical source was Miconia dispar
(Melastomataceae) (rainy season: 53.19% and dry season: 95.60%) followed by
pollen of different Myrtaceae species (rainy: 25.64% and dry 0.96%) and Mimosa
pudica pollen (Fabaceae; rainy: 16.81% and dry: 3.44%). Aqueous and ethanolic
extracts from samples collected in the two different seasons were prepared and the
ethanolic extracts were fractionated by liquid-liquid partition into hexanes, ethyl
acetate and hydroalcoholic fractions. The antioxidant activity of the extracts and
fractions was determined by two different methods: DPPH- radical scavenging assay
and the ferric reducing antioxidant power assay. In both cases, the ethanolic extracts
were more active than the aqueous ones. The fractions were also assayed and the
ethyl acetate fractions were the most active ones. The total phenolics contents as
determined by the Folin-Ciocalteu assay have confirmed that the phenolic
compounds were concentrated into these fractions. Fingerprinting analysis by RP-
HPLC of purified fractions obtained by solid phase extraction (RP-SPE) of ethanolic
extracts of each characteristic seasonal period showed similar compositions. The
phenylpropanoid, p-coumaric, and the flavonoids myricetin, quercetin and naringenin
could be identified with the help of coelution method with authentic commercial
standards. The main component of the fraction obtained by RP-SPE was purified by
semi-preparative RP-HPLC and was identified by H NMR data as quercitrin
(quercetin 3-O-rhamnopyranoside).

Key words: Melipona seminigra; Meliponinae; Antioxidant activity; DPPH-, Phenolics;
CLAE; Chromatographic profile.
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1. INTRODUCAO

1.1. As abelhas Meliponinae: abelhas sem ferrao

As abelhas pertencem a ordem dos Himendpteros, superfamilia Apoidea. No
Brasil a familia Apidae, que € a que tem os habitos sociais mais avancados
apresenta quatro subfamilias: Apinae, Meliponinae, Bombinae e Euglossinae
(Nogueira-Neto, 1997). Com algumas excec¢les, a caracteristica comum dessas
quatro subfamilias € ter, nas tibias das pernas traseiras das fémeas, uma
concavidade denominada corbicula onde elas carregam o pdélen das flores ou outras

substancias para os seus ninhos. Somente as fémeas de Meliponinae tém o ferrdo

atrofiado imposibilitando o seu uso (Nogueira-Neto, 1997).

As abelhas Meliponinae, também conhecidas popularmente como
Meliponineos ou abelhas indigenas sem ferrdo, estdo distribuidas em todas as
regides tropicais, com maior diversidade de formas na regido Neotropical
(principalmente na regido da bacia Amazonica) e Indo-Malaia. No Brasil existem 192
de espécies pretencentes a subfamilia dos Meliponinae (Silveira et al., 2002). Ja
entre os Apinae a Unica espécie que atualmente habita no Brasil € Apis mellifera

introduzida em 1839 em colbnias vindas do Portugal (Nogueira-Neto, 1997).

A Meliponicultura ou criagéo de abelhas sem ferrdo tem sido desenvolvida por
séculos nas Américas. Povos indigenas aproveitavam os produtos dos Meliponineos
muito antes da colonizacdo e da introducdo das abelhas meliferas do género Apis

(Cortopassi-Laurino, 2006). O mel dos Meliponineos é muito valorizado por ser
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considerado medicinal e, no mercado pode alcancar precos maiores que o0 mel de A.
mellifera. Da mesma forma, a propolis e o polen dessas abelhas sdo considerados
de valor terapéutico (Bankova et al., 2007; Silva et al., 2006). A Meliponicultura vem
ganhando mais aten¢&o no Brasil e no mundo por promover o aumento da renda
familiar uma vez que do ponto de vista biolégico as abelhas nativas cumprem uma
importante funcdo de polinizacdo e de preservacao de milhares de espécies vegetais

nos tropicos (Imperatriz-Fonseca, 2005; Queiroz-Camara, 2004).

1.1.1. Ecologia da relagao abelha-planta

Estima-se que no Brasil as abelhas sociais provavelmente sdo responsaveis
por 30 a 50% de todas as interag0es entre plantas e visitantes florais (Biesmejer et
al., 2005). Essa relacdo de mutualismo entre abelhas e plantas € importante porque
as abelhas encontram nas plantas suas principais fontes de alimento: o néctar e o
pélen, e as plantas se beneficiam pela polinizacao, isto é, o transporte dos graos de
pdlen das anteras de uma flor até o estigma da mesma, ou de outra flor, processo
que permite a formagéo de frutos e sementes e, portanto a preservagao de muitas

espécies vegetais (Krell, 1996).

As flores altamente adaptadas para serem polinizadas por um grupo de
animais tendem a apresentar algum tipo de atrativo em comum para que eles se
aproximem dos 6rgaos produtores (anteras) e receptores (estigmas) de pdlen. Estas
caracteristicas sdo associadas a aspectos do polinizador. A evoluc¢do do grupo das
abelhas é considerada associada a irradiacdo das angiospermas, sendo que o0s dois
grupos existem pelo menos desde o final do Mesozéico. Algumas caracteristicas no

corpo das abelhas sdo consideradas modificacfes associadas a coleta de recursos
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florais, como o aparelho bucal modificado e a presenca de corbicula (concavidade
no par de pernas posteriores) nas fémeas. As abelhas séo capazes de detectar
coloracées na regido do ultra-violeta, mas ndo sao capazes de distinguir a cor
vermelha. Por esta razdo, as flores polinizadas podem nunca apresentar coloragao
exclusivamente vermelha, mas podem apresentar “guias” para a fonte de podlen e

néctar que sao visiveis sob luz ultra-violeta (Endress, 1994).

Varios estudos tém sido feitos visando determinar as fontes de recursos
alimenticios usadas pelos Meliponineos na regido Amazénica (Absy e Kerr, 1977;
Absy et al., 1980; Absy et al., 1984; Kerr, Absy e Marques-Souza., 1986; Cortopassi-
Laurino, 2004, Marques-Souza, 1993; Marques-Souza, Absy, Kerr, 2007). Em forma
similar as outras abelhas sociais, os Meliponineos sdo generalistas no uso dos
recursos florais, o que lhes permite adaptar-se ao uso das diferentes espécies
vegetais disponiveis ao longo do ano. No entanto, os resultados de diferentes
pesquisas indicam que independente dessas abelhas visitarem muitas espécies
vegetais, s6 umas poucas formam parte significante da sua dieta direta. Essa
observacéo é corroborada para varias espécies de Meliponineos. Absy e Kerr (1980)
encontraram que no caso de Melipona seminigra merrillae 61 % dos tipos de pdélen
em amostras de pélen corbicular pertenciam a uma sO espécie vegetal. Quando
quantificados, um dos tipos é claramente o dominante (46-100 %) e 0s outros séo

espécies acessorias presentes em menor quantidade (< 16 %).

Em geral, plantas das familias Myrtaceae, Melastomataceae, Solanaceae e
Leguminosae (Mimosoideae) sédo fontes muito importantes de pélen e néctar para
todas as espécies de Melipona nos neotropicos. Outras familias de plantas que

participam na dieta das Meliponas sé&o Anacardiaceae, Caesalpiniaceae,
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Burseraceae, Euphorbiaceae, Guttiferae, Leguminosae (Faboideae) e Moracaeae
(Ramalho, 1989, Ramalho, 1990). Marques-Souza (1993) observou que durante
varios meses a familia Myrtaceae foi mais procurada para obtencdo de pdlen por
cinco espécies de abelhas amazobnicas. Myrcia amazonica e Myrcia sp, foram as
principais fontes de pdélen para Melipona seminigra merrillae, Melipona rufiventris
paraensis, Melipona compressipes manaosensis, Trigona williana e Frieseomelitta
varia. Os resultados dessa pesquisa indicaram floracdo durante todo o ano para as
especies Myrcia amazobnica, Eugenia sp, e Syzigium jambolanum. Outras espécies
da mesma familia, com periodos de floracdo curtos como Eugenia patrisii,
Myrtaceae, Psidium acutangulum, Psidium sp, proporcionam uma fonte alternativa
de alimento as abelhas amazodnicas durante a diminuicdo da producdo de pdlen e

néctar nos periodos chuvosos (Marques-Souza, Absy e Kerr., 2007).

1.1.2. Aabelha sem ferrdo Melipona seminigra Cockerell 1919.

A abelha Melipona seminigra Cockerell, 1919 pertence a subfamilia
Meliponinae, tribo Meliponini, género Melipona. No Estado do Amazonas, M.
seminigra pode ser encontrada desde Paricatuba (no baixo Purus), ao oeste até a
regido dos rios Camanau e Curial; na regido de Manaus e, ao norte ao longo do rio

Negro —porém os limites ndo sdo conhecidos- (Peralta et al., 1999).

Essa espécie faz a entrada do seu ninho em forma de trombeta radiada e
curta, dando uma caracteristica bem peculiar a espécie, sendo conhecida
popularmente como urugu-boca-de-renda ou jandaira (Figura 1-2). O numero de

individuos presentes na coldnia é de aproximadamente 1300, sd0 pouco agressivas,
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produzem mel de 6tima qualidade e podem produzir até 3 Litros de mel/colméia/ano
(Portugal-Araujo, 1978; Carvalho-Zilse, 2006).

A abelha Melipona seminigra se destaca na Amazonia por ter grande
importdncia como polinizadora e dispersora de sementes (Bacelar-Lima, et al.,
2006), por ter seus produtos (mel e pdélen) utilizados na alimentagdo e na medicina
popular, além de serem vendidos como complementos da renda familiar (Carvalho-
Zilse, 2006). No entanto, essa espécie € muito procurada por meleiros (extrativistas)
e segundo Kerr (2002) é classificada como presumivelmente ameacada de extingéo,

sendo por tanto, a criagdo em cativeiro uma boa estratégia para sua preservacao.

Figura 1. Entrada de ninho de abelha sem ferrdo  Melipona seminigra Cockerell, 1919

Figura 2. Interior de ninho de abelha sem ferrdo ~ Melipona seminigra Cockerell, 1919

Estudos indicam que M. seminigra é potencial polinizadora de varias espécies

vegetais, tais como tarumad (Vitex cymosa — Verbenaceae), Mouriria ulei
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(Melastomataceae), Aparisthmium cordatum, Bellucia grossularioides, Cassia
grandis, Cecropia sp., Leucaena sp., Matayba sp., Miconia myrianthera, Myrcia
amazoOnica, Tapirira guianensis, Stryphnodendon guianensei, dentre outras

(Portugal-Arujo, 1978; Marques-Souza et al., 2002).

1.2. O polen apicola

O pdlen das flores é um alimento fundamental na dieta das abelhas, devido a
presenca de aminoacidos, acuUcares, proteinas, vitaminas, minerais e elementos
menores que se requerem para o funcionamento reprodutivo e a atividade laboral

dentro da colméia (Pernal & Currie, 2000).

O polen para consumo humano € o resultado da aglutinacdo do pdlen das
flores, efetuada pelas abelhas operarias, mediante néctar e suas substancias

salivares (Brasil, 2001). O pdlen apicola pode ser coletado em duas formas:

1. O uso de armadilhas a entrada da colméia permite a retirada parcial da carga de
poélen que as abelhas carregam nas corbiculas. O pdlen retirado das armadilhas é

submetido a secagem e, portanto se denomina “pélen apicola desidratado”.

2. O pdélen misturado com mel, enzimas provenientes das secre¢des hipofaringeas
das abelhas, parcialmente fermentado é recuperado dos potes de armazenamento
no interior da colméia e submetido a processos de estabilizacdo. Este produto é
conhecido como “pao de abelhas” e no Brasil também é chamado como samora,

sabura ou sambura (Figura 3), (Nogueira-Neto, 1997).



Figura 3. Favos sinalados contendo pélen coletado p  or abelha sem ferrdo Melipona seminigra

Cockerell, 1919

Estudos indicam que existem diferencas entre o “pdlen apicola desidratado” e
0 “sabura”. O polen coletado e conservado nos favos dentro da colméia apresenta
em particular, um maior teor de aminoacidos livres. Tem sido proposto que isso
acontece devido a adicado de enzimas provenientes das glandulas hipofaringeas das
abelhas e a presenca de algumas leveduras e bactérias do género Bacillus que
conseguem hidrolisar parcialmente as proteinas do polen. O pélen armazenado na
colméia € um alimento essencial para os processos de cria e de secrecao da geléia

real (Del Risco, 2008; Nogueira-Neto, 1997;).

A maior parte do poélen de abelhas para consumo humano € obtida de Apis
mellifera. No entanto, o pdélen dos Meliponineos é muito apreciado na cultura
popular, sendo utilizado como alimento e medicamento em comunidades rurais (Kerr
et al., 1996; Nogueira-Neto, 1997; Roubik, 1989). Tradicionalmente o pdélen apicola é
utilizado para combater o retardo no crescimento, envelhecimento, cansaco fisico,

arteriosclerose, reumatismo e prostatite (Del Risco, 2008).



1.2.1. Composicao quimica do pdélen apicola

A composicéo relativa do pélen apicola varia ao longo do ano em funcao das
espécies vegetais visitadas pelas abelhas durante sua coleta, portanto diz-se que
sua composicao € espécie - especifica (Souza et al., 2004; Campos, 2003; Almaraz-
Abarca et al., 2007a), dessa forma é de esperar uma variagdo na composicao dos
componentes quimicos. Varios estudos, especialmente do polen coletado por Apis
mellifera tém mostrado uma grande diversidade na composicdo quimica como
resultado de diferencas nas plantas de origem, e diferentes periodos de coleta
(Somerville, 2001). No entanto, de forma geral, o pélen é composto principalmente
por proteinas, lipideos, aclcares, fibras, sais minerais, aminoacidos e vitaminas. No
Brasil, 0 Anexo V da Instrugcdo Normativa No. 3 de 19 de janeiro de 2001 (Brasil,

2001) estabelece os parametros fisico - quimicos do poélen apicola (Tabela 1).

Tabela 1. Parametros fisico-quimicos do polen apico  la no Brasil.

Parametro Valor

Umidade do pélen apicola Méaximo 30,0%

Umidade do pélen apicola desidratado Maximo 4,0%

Cinzas Maximo 4,0%; m/m, na base seca
Lipideos Méaximo 1,8%; m/m, (b.s.)

Proteinas Minimo 8,0%; m/m, (b.s.)

AcUcares totais Méaximo 14,5% a 55,0%; m/m, (b.s.)
Fibra bruta Minimo 2,0%; m/m, (b.s.)

Acidez livre Maximo 300 mEqg/Kg

pH 4a6

Fonte: Brasil, 2001

Em relacdo ao polen de Meliponineos amazonicos — praticamente no Unico
estudo do tipo disponivel - Souza et al (2004) avaliaram os constituintes nutricionais

do podlen das espécies Melipona seminigra merrillae (jandaira), Melipona
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compressipes manaosensis (juparad) e Melipona rufiventris paraensis (urucu-boca-
de-ralo). As amostras apresentaram concentragdo de proteina entre 15,7 % e 23,8
%; cinzas entre 1,8% e 2,6 %; lipideos entre 1,9 % e 9,3 %, glicidios entre 24,2 % e
57,4 % expressados como porcentagem em 100 g de amostra in natura. Em
particular a especie M. seminigra apresentou um valor de proteina de 23,8 + 0,3 %.
A proporc¢do dos diferentes componentes nas amostras indicou que o pélen dessas
espécies pode ser considerado como suplemento alimentar de consideravel valor

nutritivo.

Andlises do polen coletado por A. mellifera indicam que a fracdo protéica
contém aminoacidos essenciais como treonina, valina, metionina, isoleucina, leucina,
fenilalanina, histidina, lisina, arginina e triptofano, uma grande variedade de enzimas,
especialmente amilase, invertase, certas fosfatases e transferases, assim como
cofactores enzimaticos como biotina, glutationa e NAD (Nicotinamida Adenina
Dinucleotideo). Também estao presentes auxinas, brasinas, giberelinas e quininas.
Entre as vitaminas encontram-se a vitamina C, E, vitaminas do complexo B,
incluindo niacina, biotina, acido pantoténico, riboflavina (B,) e piridoxina (Bg). Os
minerais principais sdo K, Na, Ca, Mg, P e S. Entre os elementos tragcas acham-se:
Al, B, Cu, I, Fe, Mn, Ni, Si, Ti e Zn (Krell, 1996; Linskens e Jorde, 1997; Somerville,

2001).

O pdlen apicola contém lipideos em quantidades variaveis. Se o produto vem
de plantas anemofilas (cuja polinizacdo se realiza pelo vento) o pélen resulta pobre
em lipideos e apresenta teores proximos a 2,0 %. O teor desses componentes
aumenta no caso de plantas entomofilas. A maior fonte de lipideos esta

representada pelos componentes da exina (parede externa dos graos de pdlen). Em
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funcdo da sua origem botanica, a diversidade de fracdo lipidica consiste em
fosfolipideos, glicerideos, &cidos graxos livres (acido linoléico, linolénico e
araquidbnico), esterdides, ceras, vitaminas lipossoliveis e  pigmentos.
Hidrocarbonetos e terpenos fazem parte de 6leos essenciais e conferem o aroma
distintivo a certos tipos de pdlen (Del Risco, 2008; Krell, 1996). Serra-Bonvehi (1997)
estudou polen de A. mellifera com predominancia de poélen da espécie vegetal Cistus
ladaniferus e encontrou que o0s principais acidos graxos determinados por
cromatografia gasosa corresponderam aos acidos graxos insaturados Cig., (acido

linoléico), Cig:3 (&cido linolénico) e Cig:1 (Acido oléico).

Outros componentes presentes no pélen sdo os carotendides (tetraterpenos)
e seus derivados oxigenados, as xantofilas. O sistema conjugado de ligacbes =«
confere cor aos carotendides, sendo que alguns tipos de poélen podem tomar deles
cores amarela, laranja e vermelha. O procedimento de extracdo, o efeito do ar e luz
(radiacdo na regido de absorcdo no UV) podem influir no tipo de carotenoides
encontrados em certos extratos. Com freqiiéncia o pdlen contém carotendides e
flavondides, sendo que a presenca dos ultimos é uma constante. Os flavonodides
também conferem cor a alguns tipos de polen. As flavonas e isoflavonas conferem
cor amarela e as antocianinas conferem cor vermelha e roxa. A presenca de
carotendides e flavondides tem sido relacionada com uma funcdo de protecédo de

tecidos vegetais contra fatores oxidantes (Dewick, 2002; Harborne, 2001).

Entre os constituintes quimicos do pélen de abelhas que sédo de especial
interesse para 0 ser humano, encontram-se o0s flavondides. Polifendlicos e
flavondides estédo presentes em muitos alimentos de origem vegetal e durante varios
anos tém sido propostos como antioxidantes efetivos. Esses componentes exercem

varios beneficios a saude humana (Scalbert e Williamson, 2000; Hollman, 2001;
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Manach et al., 2004; Cieslik et al., 2006). Estudos indicam a presenca no pdlen
principalmente de derivados de &cidos fendlicos, flavonois glicosilados e flavonas
(Almaraz-Abarca, 2007b; Campos et al., 2003; Lins et al., 2003; Silva et al., 2006). A
Tabela 2 apresenta algumas das classes de substancias encontradas em cargas de

pélen apicola.

Tabela 2. Classes de substancias representativas p  resentes no pélen apicola.

Classe de A a
. Estrutura da substancia Nome da substancia
substancia
H,N OH
Aminoéacidos H04©_>_<0 Fenilalanina
livres
Ry R'=R’=Me, a-tocoferol
HO R’=H, R>=Me, B-tocoferol
Vitaminas o o H | R'=Me, R?*=H, y-tocoferol
. 3 R'=R?=H, &-tocoferol
Acidos graxos o Acido linoléico
CHs(CHz)SCHZM/\/\/\)%H
Esterodides B-sitosterol
HiC
CHs CHs CH, P
o]] ‘ PN Ay
Carotenoides QA\ R Ve S e B-caroteno
| —CH, CH, CH; CH,
CHs
Flavonoides Quercetina
OH O

Fonte: Krell, 1996; Linskens e Jorde, 1997; Somervi lle, 2001

1.3. Polifendis e flavondides

As substancias fendlicas pertencem ao grupo de compostos presentes nas
plantas conhecidos como metabdlitos especiais ou metabdlitos secundarios. O termo

fendlico € usado para indicar a presenca de um ou mais substituintes hidroxilicos
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(OH) ligados a um anel aromatico em substancias que ocorrem frequentemente
como glicosideos, combinados com unidades de acucar. Compostos com VAarios
grupos hidroxilas sdo nomeados como polifendis. Os polifendis estdao usualmente
presentes em plantas exercendo papel importante na morfologia e fisiologia
vegetais, na medida em que estao relacionados a diversos aspectos de crescimento
e reproducado vegetal (Bravo, 1998). As substancias fendlicas desempenham vérias
funcdes nas plantas, podendo agir como barreiras estruturais, filtros de luz, sistemas
de defesa contra herbivoros/patdgenos, atratoras de insetos polinizadores e como
promotoras de rela¢des simbidticas com bactérias fixadoras de nitrogénio (Wildman,

2001).

Biossinteticamente as substancias fendlicas devem sua origem a um ou mais
dos trés seguintes precursores: eritrose-4-fosfato, fosfoenol piruvato e/ou acetil
coenzima A. A eritrose-4-fosfato e o fosfoenol piruvato sao responsaveis pela rota do
acido chiquimico (Esquema 1), enquanto o acetil Co-A e sua forma ativada (malonil

coenzima A) geram a rota do acetato (Esquema 2).

enzima

J 9 o
“o Fosfoenol piruvato HO_~
P OH
/ CH HoP_ ! '3
2
H ¥~ X0 H aldélica HO Y
= \7 -
OH OH
eritrose -4-fosfato DAHP reagdo
alddlica
0] O
HO HO z
NADPH -H0
== P—
o =
HO Y OH (0] Y OH
OH OH
4cido chiquimico acido 3-deidrochiquimico 4cido 3-deidroquinico

Esquema 1. Formacédo do acido chiquimico.
Fonte: Dewick,2002
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A rota do acido chiquimico é a mais significativa nas plantas superiores para a
sintese de fenois enquanto que a rota do acetato é predominante em plantas

inferiores, fungos e bactérias (Wildman, 2001).

CO,H
DO & ' o
—
o) S O O O O
Acetil-CoA + 3 x Malonil-CoA ‘ Poli B-ceto éster ‘\
Rota A Rota B o o

adigdo alddlica
sobre carbonila

o SEnz
reacdo alddlica ¢ reacao de Claisen ¢
Ox
perda de agua favorecida re-estabelecimento da
por formacdo de sistema SEnz carbonila por expulsdo o= N
conjugado do grupo de saida SEnz
o H o O-
(0] (0] (0]
SEnz L\EQ\K
(0] (0] (0] (0]
enolizagdo enolizagado
hidrolise
OH (0]
HO
enolizagdo favorecida enolizagdo  favorecida
por formagdo de anel por formacdo de anel
aromatico OH aromatico
HO OH
OH (0]
acido orselinico floracetofenona

Esquema 2. Rota do acetato para a formacado de subst  &ncias fendlicas simples
Fonte: Dewick, 20002
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Pela rota do acido chiquimico séo sintetizados os aminoacidos aromaticos
fenilalanina, tirosina e triptofano, acidos benzéicos, &cidos cinamicos, lignanas,
ligninas, fenilpropenos, quinonas e cumarinas. A rota do acetato fornece unidades C,
ativadas (malonil-CoA) e conduz a formacdo de fendis simples, antraquinonas,
antrandis e tetraciclinas. A combinagdo do chiquimato e do acetato, na forma de
CesCs + (C2)n, gera uma ampla variedade de classes de substancias fendlicas como
flavondides, estilbenos, estilpironas, isoflavondides, flavoligndides e taninos

condensados (Dewick, 2002).

Baseado em sua estrutura quimica os polifendis podem ser divididos em pelo
menos dez diferentes classes, sendo que as principais sdo os flavondides, taninos,
acidos fendlicos e derivados. Dentre essas classes, os flavondides estdo entre os
compostos que maior atengdo tem recebido devido as suas propriedades biolégicas
e farmacolégicas como antiinflamatorios, antioxidantes, antimutagénicos e

anticarcinogénicos (Narayana et al., 2001; Stalikas, 2007).

A estrutura basica dos flavonéides contém 15 carbonos (CsC3Cg), com dois
anéis arométicos nomeados A e B. O anel A é derivado da via do acetato enquanto
gue o anel B e a ponte de 3 carbonos séo derivados da rota do acido chiguimico. O
Esquema 3 apresenta a biossintese dos flavondides e dos estilbenos a partir de um
fenilpropeno ativado, o 4-hidroxi-cinamoil-CoA (derivado da rota do acido chiguimico)
e de 3 moléculas de malonil-CoA (provenientes da rota do acetato) que agem como

extensdo da cadeia (Dewick, 2002).
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OH

SCoA
X

(0]
4-hidroxicinamoil-CoA: da rota do acido chiquimico

l/ 3 x malonil-CoA: da rota do acetato

OH
OH OH
O (0] SCoA O SCoA
X
° | ° |
NADPH
—
(reductase)
CHy,
0] (0] 0] O OH O
co ‘/i aldol (estilbeno sintase) l Claisen (chalcone sintase) l Claisen
2
OH OH OH
HO NN O HO OH O HO OH O

N —
Jl ll

OH OH (@] O),

resveratrol (estilbeno) naringenina-chalcona isoliquiritigenina
chalcona chalcona
ataque nucleofilico do tipo Michael
sobre uma cetona o, B insaturada

OH (0]
naringenina liquiritigenina
(flavanona) (flavanona)

Esquema 3. Biossintese de flavondides e estilbenos.
Fonte: Dewick, 2002

Os flavonodides podem ser encontrados como agliconas livres ou na forma de
O-heterosideos ou C-heterosideos. Dentre os aproximados 4000 flavondides ja
descritos, as maiores classes sao flavondis, flavonas, antocianidinas e isoflavonas.
(Cerqueira et al., 2007). Essas substancias, entre outras, sdo geradas a partir da
oxidacao (bem seja adicionando oxigénio ou removendo hidrogénio para formar uma
nova dupla ligacdo) ou da reducdo (adicdo de hidrogénio) das chalconas como

apresentado no Esquema 4.
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OH
OH
HO OH GO2H
| R SCoA + SCoA X
~ 3 x R

(6] (6]

OH (0]

malonil-CoA 4-hidroxi-cinamoil-CoA

(flavanonas) (diidroflavonois) (flavondis)
O,
lz oxoglutamato NADPH
(flavonas) (flavand|0|s)
NADPH -2H20
(I( O X
(catequinas) (antocianidinas)

Esquema 4. Biossintese das principais classes de fl  avondides
Fonte: Dewick, 2002

Os flavondides variam com o numero e a distribuicdo dos grupos hidroxilas,
assim como com o grau de alquilacéo e glicosilacdo. Na Tabela 3 sdo apresentados

exemplos de alguns flavonoides representativos.
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Tabela 3. Diferentes classes de flavonoides e seus  padrbes de substitui¢ao.

Composto 3 5 7 2 3 4 5
Flavonas

Apigenina H OH OH H H OH H
Luteolina H OH OH H OH OH H
Flavononas

Naringenina H OH OH H H OH H
Flavonois

Quercetina OH OH OH H OH OH H
Rutina O-R OH OH H OH OH H
Kaempferol OH OH OH H H OH H
Miricetina OH OH OH H OH OH OH
Isoflavonas

Genisteina - OH OH H H OH H
Daidzeina - H O-Glu H H OH H

Fonte: Narayana et al., 2001; R: rhamnosil( al->6)glicose; O-Glu: O-glicose

O interesse da comunidade cientifica pelos compostos fendlicos aumentou
depois da divulgacdo dos resultados de um estudo epidemiologico realizado nos
anos 80 na Europa, que evidenciou a aparente compatibilidade de uma dieta alta em
graxas com uma incidéncia baixa de ateriosclerose coronaria, atribuida ao consumo
regular de vinho tinto e/ou suco de uvas, ambos com um alto contedudo de
flavondides (“paradoxo francés”) (Nufez-Sellés, 2005; Criqui, 1994). Diversos
estudos epidemioldgicos posteriores tém sugerido associacées entre uma dieta com
alimentos ricos em polifendis e a prevencédo de doencas (Harnafi e Amrani, 2007;
Scalbert, et al., 2005), por exemplo, o consumo de cha, rico em catequinas pode
evitar o cancer (Steinmetz, 1996) e disfuncdes cardiacas (Tjiburg, 1997), frutas e
verduras estdo associadas a prevencao de cancer (Steinmetz, 1996; Renaud et al.,
1992) e a soja, que contem genisteina e daidzeina pode impedir o aparecimento de
cancer de mama e osteoporose (Adlercreutz et al., 1997, Wildman, 2001,
Yamaguchi, 2002). A Tabela 4 apresenta a distribuicdo de alguns compostos

fendlicos em alimentos (King e Young, 1999).
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s em alimentos.
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Classes o Compostos Alimentos Quantidade
subclasses
Flavondides
Azeitona 270-830 mg/Kg
. quercetina Cgbolg 347 mg/Kg
Flavonois kaempferol miri’cetina Brécolis 102 mg/Kg
' Feijao 49 mg/Kg
Cha (preto) 20 mg/L
. , Aipo 130 mg/Kg
Flavonas apigenina, luteolina Azeitona 6-29 mg/Kg
Flavandis catequina,epicatequina Vinho tinto 274 mg/L
’ Maca 23-30 mg/Kg
Soja 888-2407 mg/Kg
Isoflavonas Genisteina, daidzeina Tofu 280-499 mg/Kg

Leite de soja

105-251 mg/L

Acidos fenélicos

Acidos caféico, ferulico pera 44-1270 mg/Kg
hidroxicinamicos cloro’génico | Batata 100-190 mg/Kg
Café 56 g/Kg
Acidos elagico, galico Morango 21-89 mg/Kg
hidroxibenzbicos
polimeros de Lentilha 3800 mg/Kg
Taninos catequina e Vinho tinto 2567 mg/L
epicatequina Vinho branco 239 mg/L

Fonte: King e Young, 1999.

1.3.1. Estresse oxidativo e substancias antioxidant es

O desenvolvimento e o progresso de multiplas doencas como ateriosclerose,

diabetes, cancer, hipertensdo, doencas inflamatdrias, neuroldgicas e pulmonares

tém sido relacionados com a existéncia de estresse oxidativo agudo no organismo.

O estresse oxidativo ocorre quando as defesas antioxidantes tornam-se insuficientes

frente a excessiva producdo de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio

(ROS/RNS). Embora ROS e RNS estejam normalmente envolvidas na regulacéo de

processos fisiolégicos,

sua excessiva producéo

leva a modificacbes em

biomoléculas, provocando alteracbes em suas estruturas e funcdes. Tém sido

relatadas como principais reacdes in vivo, a degradagcéo do DNA e a peroxidagéo de
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lipideos que compdem as membranas plasmaticas e lipoproteinas (Cerqueira et al.,
2007). Vérios estudos e revisdes tém sido feitos em relagdo as evidéncias desses
danos e a identificacdo de biomarcadores (Augusto, 2006; Vasconcelos et al., 2007;

Schulz et al., 2000).

De modo geral, os sistemas de defesa antioxidante dos organismos vivos

podem ser divididos em trés subclasses (Nunez-Sellés, 2005):

i). Mecanismo preventivo: proteinas que tém um nudcleo coordenado, como ferro e
cobre, ou com a capacidade de se ligar a esses metais, como albumina,
metalotioneina, cerulloplasmina (cobre), e ferritina, transferrina, mioglobina (ferro),
previnem a produc¢ao do radical hidroxil ou minimizam a participagdo de metais na

geracéo de radicais.

ii). Mecanismo de reparo: Enzimas que reparam ou eliminam bio-moléculas
degradadas pelas ROS como por exemplo, as enzimas glutationa peroxidase (GP),
glutationa reductase (GR), metionina sulfoxido reductase (MSR), endonucleases e

DNA glicosilases.

lii). Mecanismo de sequestro de radicais: enzimas com a capacidade de capturar
excessos de espécies reativas de oxigénio, como exemplo, cita-se a as enzimas
catalase (agdo sobre H,0,) e superéxido dismutase (SOD, com acdo sobre O)%);
entidades quimicas com a capacidade de inibir radicais, por exemplo: acido urico,
bilirrubina, acidos graxos poli-instarudados, e substancias presentes nos alimentos

como vitaminas C (acido ascorbico, com acao sobre ozénio e hidroxila), vitamina E
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(a, B, 6 e y tocoferol com acdo sobre radicais peroxila), carotendides e certos

polifendis.

A maioria das defesas antioxidantes ndo enzimaticas nao € sintetizada por
animais. Devido a isso, essas defesas devem ser obtidas a partir da dieta alimentar.
E por essa razdo que existe uma relacdo intima entre nutricdo e defesa antioxidante.
O reino vegetal representa uma imensa fonte de substancias com potencial atividade
antioxidante in vivo, no entanto é necessario enfatizar que muitas substancias de
origem vegetal podem também apresentar atividade pré-oxidante (Cerqueira, 2007,
Nunez-Sellés, 2005). Como exemplo, cita-se o caso do a-tocoferol que segundo
estudos in vitro, em doses elevadas pode agir como pré-oxidante, caso ndo haja
concentracfes equivalentes de outros antioxidantes para regenerar o radical a-

tocoferila a a-tocoferol (Cerqueira, 2007).

1.3.2. Mecanismos da acao antioxidante

Espécies de radicais livres como o radical superédxido (Oy), radical hidroxila
(OH), radical peroxila (LOO") e oxido nitrico (NO’) sdo formadas permanentemente
Nnos organismos aerobios a partir de fontes exdégenas ou enddgenas. A reatividade
destas espécies com biomoléculas € variavel, sendo algumas estaveis e pouco
reativas como, por exemplo, o radical superoxido e outras altamente reativas, como
o radical hidroxila. Existem evidencias de que ROS/RNS estéo relacionadas com os
processos de envelhecimento, transformacdo e morte celular, com consequéncias

diretas sobre muito processos patoldgicos (Vasconcelos, et al, 2007).

Muitos dos efeitos benéficos dos polifendis relacionados a prevencdo de

diversas enfermidades estdo associados a propria natureza quimica deste grupo de
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substancias. Devido a sua estrutura, polifendis sdo em geral bons agentes redutores,
e juntamente com outros agentes redutores encontrados na dieta (vitamina C, E e
carotendides) podem proteger os tecidos e as estruturas celulares de danos

oxidativos.

Em geral, considera-se que os polifendis desempenham efeitos benéficos na
salude através de varios mecanismos que incluem: (i) inibicdo direta de radicais
livres, interrompendo, por exemplo, a reagdo radicalar da peroxidacao lipidica, (ii)
protecdo e regeneragcdo de outros antioxidantes (iii) quelacdo de ions metalicos,
tornando-os indisponiveis para a producdo de espécies oxidantes (Bravo, 1998;

Cieslik, 2006).

1.3.2.1. Capacidade de sequestro de radicais livres

A progressdo da peroxidagdo de componentes lipidicos pode conduzir a
formacao de hidrocarbonetos, &lcoois, ésteres, peroxidos, epdxidos e aldeidos. Entre
esses produtos, alguns exercem efeitos deletérios, como o malonilaldeido e o 4-
hidroxinonenal, que inativam fosfolipideos, proteinas e DNA (Cerqueira, 2007;

Loureiro et al, 2002).

Os radicais alquilperoxila produzidos pela oxidacdo de lipoproteinas e acidos
graxos sdo formados por uma série de reacfes em cadeia que consiste em trés
etapas: iniciagédo, propagacao e finalizagcdo (Wildman, 2001). A iniciagcao ocorre pela
abstracdo de um atomo de hidrogénio de um grupo metileno (-CH»-) de um &cido

graxo (RH) por espécies radicalares (Xe) (1). O radical resultante (Re) por sua vez

reage rapidamente com oxigénio molecular para formar radical peroxila (ROOQe) (2).
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O radical peroxila abstrai um hidrogénio de outro acido graxo insaturado para formar
um novo radical e um hidroperéxido de lipideo (ROOH) (3). Uma vez que um novo
radical € formado, a reagdo ocorre em cadeia, resultando em muitos peroxidos
lipidicos a partir da reacao inicial. A cadeia de reagdo termina quando as espécies
propagadoras reagem com outros radicais livres ou com substancias antioxidantes
como polifendis para formar produtos ndo radicalares (PNR) (4) como aldeidos,

cetonas e epoéxidos (Loureiro et al, 2002).

RH+Xe >  Re+X-H (1)
Re + O, > ROQe (2)
ROOe + R-H > Re + ROOH (3)

2(ROOes) >  PNR (4)

A relacdo entre a estrutura e a atividade anti-radicalar dos compostos
fendlicos tem sido objeto de varios estudos. No caso do radical livre peroxinitrila
(ONOQe), espécie quimica envolvida na aparicdo de numerosos processos
fisiolégicos como doencas inflamatorias, ateriosclerose, artrite reumatoide,
disfuncbes miocardiais e diabetes auto-imune, estudos teoricos permitiram propor
que os flavondides agem seguindo o mecanismo apresentado no Esquema 5

(Calgarotto et al., 2007):
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R
(2) (3)
NOOe  NOOH ©
(1) (4)
NOOe (5)
NOOH (6) i

° (7)

Esquema 5. Mecanismo do sequestro do radical peroxi  nitrila por substancias fendlicas

O flavondide 3', 4’ dihidroxilado (1), reage inicialmente com o radical livre
peroxinitrila (2) para produzir o acido peroxinitroso (3). O radical flavondide
produzido (4) reage com uma segunda molécula de peroxinitrila (5) e produz outra

molécula de &cido peroxinitroso (6) assim como o flavondide oxidado (7).

O &cido peroxinitroso (1) tem formas de ressonancia (2 e 3) que conduzem a
formac&o de &cido nitrico (4). O acido nitrico em solucéo aquosa ¢ dissociado em H*

e NOg3’, espécies nao toxicas (5) (Calgarotto et al., 2007).

HOONO > [HOe ¢ONO] <> [HOs *NO,] > HNO; <T—’H+ + NO5”
(1) (2) (3) @ 0 (5

Embora divergentes, os resultados de varios grupos indicam que certos
componentes estruturais como grupos hidroxila e instauracbes em posicdes
especificas, angulos de torcdo, tamanho da molécula e carater hidrofébico, séo

significativos em relacdo a atividade antioxidante frente a alvos biolégicos
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especificos. Em particular, a atividade antioxidante de flavondides tem sido
correlacionada aos grupos hidroxila nas posi¢des 3’, 4’ do anel B, a dupla ligagdo em
conjugagao com um grupo cetonico no carbono 4 do anel C e os grupos hidroxila
dos carbonos 5 e 7 do anel A (Calgarotto et al., 2007; Cao et al., Da Silva, et al.,
2004; 1997; Dugas et al., 2000; Lien et al., 1999; Rice-Evans et al., 1996). Tem sido
proposto que essas caracteristicas conduzem ao radical flavondide, formado durante
a reacdo de radicais livres, a uma estrutura relativamente estavel sendo que o
potencial antioxidante de um flavondide serd determinado por sua possibilidade de
gerar um radical estavel. No caso dos &cidos fendlicos, a estrutura hidroxifendlica
conjugada com a dupla ligacdo da cadeia de ramificacdo tem sido proposta como o

principal componente da atividade antioxidante (Rice-Evans, 1996).

1.3.2.2. Capacidade de quelacao de metais

Outro mecanismo de acdo antioxidante de substancias polifendlicas de
especial relevancia é a capacidade de se ligar a metais tais como ions ferro e cobre,
impedindo ou minimizando a participacdo desses em reagbes que conduzem a

producao de radicais livres.

A reacao de Fenton contribui de maneira importante na geracéo in vivo de
espécies reativas de oxigénio. Um sistema contendo H,O, e um sal de Fe(ll) é capaz
de oxidar diversas moléculas organicas. Um mecanismo possivel para esta reacao €

(Aguiar et al., 2007):

Fe* + H,0, > Fe® + HOe + OH (kpsc= 76 L mol™s™)
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De forma paralela a reagéo de Fenton, tracos de Fe(lll) também podem reagir
com peroxido de hidrogénio, embora esta seja uma reagdo mais lenta que aquela

com Fe (II).

Fe3" + H,0, > Fe? + HO," + HY (kose= 1 x 10 2 L mol™*s™)

Os sistemas de Fenton sédo especialmente relevantes em patologias nas
quais se verifica o acumulo de ferro, como por exemplo, a hemocromatose e a -
talassemia, sendo bem conhecida a correlagéo existente entre estas enfermidades e

os efeitos oriundo de danos oxidativos (Mauricio, 2006).

No entanto, é de salientar que a interacdo dos polifendis com metais pode
conferir aos mesmos uma caracteristica pro-oxidante em alguns casos. Compostos
dos grupos dos flavonéides e dos acidos fendlicos, por exemplo, demostraram ser
antioxidantes inibindo a formacédo de radicais peroxil e hidroxil em diferentes
sistemas oxidantes. Porém na presenca de Cu?* os mesmos se revelaram pro-
oxidantes (Cao et al., 1997), com a conseqlente geracdo de espécies quimicas que
produzem danos em componentes celulares e que estdo associadas a aparicao de

doencas.

1.3.3. Métodos de andlise da atividade antioxidante

A capacidade antioxidante de alimentos, nutracéuticos e outros suplementos
dietéticos tém recebido atencdo recentemente pela indastria, cientificos e
consumidores devido aos potenciais beneficios para a saude. A atividade
antioxidante tem sido atribuida principalmente a presenca de substancias de baixo

peso molecular como carotendides, tocoferéis, acido ascorbico e substancias
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fendlicas. Varios testes quimicos in vitro tém sido desenvolvidos para medir a
atividade antioxidante de uma substancia (Sun e Tanumihardjo, 2007). Os diversos
testes propostos na literatura variam quanto ao tipo de radicais gerados, ao
indicador de oxidagdo escolhido e ao método usado para sua deteccdo e
quantificacdo. Em todos esses ensaios, o radical é gerado ou adicionado e reage
com moléculas-alvo, para produzir cor, fluorescéncia, quimoluminiscéncia, perda ou
ganho de sinais de ESR (Electron Spin Resonance) ou outra mudanca mensuravel.
A presenca de antioxidantes altera esses sinais, 0 que permite sua analise

guantitativa (Vasconcelos et al., 2007).

De acordo com a reagdo quimica usada, os métodos podem ser agrupados
em duas classes: métodos com transferéncia de hidrogénio e métodos com
transferéncia de elétron. Métodos com transferéncia de hidrogénio incluem o método
de capacidade de absorbancia de radicais de oxigénio (Oxygen Radical Absorbance
Capacity, ORAC), o parametro antioxidante de sequestro total de radicais (Total
Radical-Trapping Antioxidant Parameter, TRAP) e inibi¢do induzida da auto-oxidagao
de lipoproteina de baixa densidade (Low Density Lipoprotein, LDL). Métodos com
transferéncia de elétrons incluem o ensaio de poder redutor de Fe(lll) (Ferric
Reducing Antioxidant Power, FRAP), teste do ABTS [radical 2,2-azinobis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonato, sal diaménico], ensaio da capacidade antioxidante em
equivalentes de Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico,
Trolox equivalent antioxidant capacity assay, TEAC) e o método de sequestro do
radical livre 2,2'-difenil-1-picrylhydrazilo (DPPH) (Fukumoto e Mazza, 2000;

Molineaux, 2004; Sun e Tanumihardjo, 2007; Vasconcelos et al., 2007).
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1.3.4. Substancias antioxidantes em cargas de pdlen apicola

Estudos de varios grupos de pesquisa relativas as propriedades antioxidantes
de pdlen apicola confirmam uma alta atividade anti-radicalar para esse produto. A
atividade antioxidante do pdlen tem sido correlacionada com a presenca de
flavondides e de outros compostos fendlicos (Almaraz-Abarca et al., 2004, Almaraz-
Abarca et al., 2007a, Campos et al., 2003, Carpes et al., 2007, Dauguet et al., 1993,
Markham e Campos, 1996; Markham et al., 1997; Serra Bonhevi, 2001; Silva et al.,

2007; Tomas-Lorente et al., 1992).

No pélen apicola estdo presentes principalmente flavonodis glicosilados
(Almaraz-Abarca et al., 2004; Almaraz-Abarca et al., 2007a; Campos et al., 2003;
Dauguet et al., 1993; Markham e Campos, 1996; Markham et al., 1997; Serra
Bonhevi, 2001; Tomas-Lorente et al., 1992), agliconas (Lins et al., 2003; Silva et al.,
2007) e acidos hidroxicinamicos (Campos, 1997 apud Almaraz-Abarca et al., 2003,
p.46; Almaraz-Abarca et al., 2004). Além dos flavondides quercetina, kaempferol,
luteolina e seus derivados, flavondéides glicosilados especificos, caracteristicos de
alguns polens florais como 7 e 8-O-metil-herbacetina-3-O-soforosido tém sido
isolados (Markham e Campos, 1996). Os flavondis O-diglicosilados com ligacdes
glicosidicas 1 - 2, parecem ser compostos exclusivos do pdélen ja que néo tém sido

encontrados nos tecidos somaticos (Vogt e Taylor, 1995).

Diferente da maioria das pesquisas, o0 pdélen coletado pelas abelhas sem
ferrdo Melipona subnitida (jandaira) no Estado da Paraiba e por Scaptotrigona
bipumctata (canudo), no Estado de Ceara (regibes semi-aridas do nordeste do

Brasil), revelaram a presenca dos flavondides selagina, tricetina, isorhamnetina,



28

metoxiherbacetina e naringenina no primeiro caso (Silva et al., 2006), e miricetina,
diidromiricetina, quercetina e isorhamnetina no segundo caso (Lins et al., 2003),
somente na forma de agliconas (Esquema 6). Silva e colaboradores (2006)
identificaram nas cargas de polen coletado por Melipona subnitida com
predominancia de pdlen das familias Mimosaceae e Fabaceae outros compostos
como B-sistosterol e D-manitol (Esquema 6), sendo que este ultimo foi encontrado
em alta concentracéo (34,9 % m/m). A atividade antioxidante do extrato/fragbes do
polen coletado por M. subnitida frente ao radical DPPH diminuiu na ordem: fracao
em acetato de etila>extrato em etanol> fracdo em hexano, fato que indicou que a
fracio em acetato de etila, rica em flavonoides é melhor inibidora de espécies

reativas de oxigénio.

Carpes e colaboradores (2007) em estudos sobre o pélen coletado por Apis
mellifera nos estados de Alagoas e Parana encontraram, respectivamente, 8,1 mg/g
e 10,0 mg/g de fendlicos totais (expressos em mg de acido galico/g de peso seco). A
determinacdo da atividade antioxidante dos extratos etanolicos no sistema [-
caroteno — acido linoléico indicou um indice de atividade antioxidante de 83,3% para
0 extrato do polen apicola de Alagoas extraido com etanol 70 % e um indice de
atividade antioxidante de 81,0 % para o extrato de pdlen apicola de Parana extraido

com etanol 60 %.
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Melipona subnitida

selagina

metoxiherbacetina naringenina

D-manitol B-sitosterol

Scaptotrigona bipumctata

OH
OH

HO O 2R
O | OH
3R OH

quercetina isoramnetina

Esquema 6. Substancias quimicas identificadas no pé  len coletado por abelhas sem ferrdo da
sub-familia Meliponinae.
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Nagai et al (2005) investigaram a atividade antioxidante do pdélen de A.
mellifera com predominancia da espécie vegetal Cistus ladaniferus. A capacidade
antioxidante da fracdo soluvel em agua (WSF), fracdo solivel em &gua quente
(HWF) e fragdo soluvel em etanol (ESF) foram testadas através de varios métodos.
No teste de auto-oxidacdo do acido linoléico, os extratos apresentaram maior
atividade antioxidante que o acido ascérbico (5 mM) e atividade similar aquela do a-
tocoferol (ImM). No ensaio de inibicdo do anion radical superoxido através do
método da xantina-oxidase as fracdes solluveis em agua (WFS) e (HWF) foram as
mais ativas. A inibicdo do &nion hidroxila com base no método da deoxiribose e a

inibicdo do radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH-) foi maior no caso do ESF.

Altos teores de constituintes fendlicos sdo frequentemente acompanhados por
alta capacidade antioxidante do podlen, no entanto, tal como acontece com outros
produtos alimenticios e de acordo com registros de varios pesquisadores (Almaraz-
Abarca et al., 2004; Campos et al., 2003; Leja et al., 2007 e Silva et al., 2006; e), ndo
existe uma correlacdo direta entre flavondides e atividade antioxidante. O
decréscimo gradual da atividade anti-radicalar no polen armazenado durante quatro
anos nao foi acompanhado por uma reduc¢do paralela de flavondides e alguns pélens
com alto teor de fendlicos ndo apresentam atividade anti-radicalar significativa
(Campos et al., 2003). Esse fato foi explicado pela heterogeneidade na composi¢cao
qualitativa dos polens apicolas, a presenca de substancias pro-oxidantes, como ions
metalicos que estdo presentes naturalmente nesses produtos e pela grande
variedade de fatores que afetam o0s ensaios de atividade antioxidante como

temperatura, presséo do oxigénio e composicao lipidica.
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E relevante considerar que: (i) em certas circunstancias, por exemplo, em
presenca de ions metalicos, as substancias polifendlicas podem agir como pro-
oxidantes apresentando efeitos nocivos sobre componentes celulares e alvos
bioldgicos; (ii) a atividade antioxidante in vitro ndo necessariamente implica protecao
contra danos oxidativos in vivo e da mesma forma, pequena atividade antioxidante in
vitro, ndo necessariamente significa que um composto ndo tenha acao antioxidante
in vivo. Um exemplo ilustrativo é o caso do extrato etanolico do polen coletado por A.
mellifera com predominancia de pdlen da espécie vegetal Cistus ladaniferus, que em
estudos realizados por Campos et al (2003) apresentou uma atividade antiradicalar
frente ao DPPH relativamente baixa (ECsp > 500 mg/ml) em comparacdo com outras
substancias testadas, no entanto, outros estudos demostraram que o extrato aquoso
desse polen tem um efeito anabodlico sobre componentes ésseos em ratos in vivo e
in vitro (atividade anti-osteoporose) em um comportamento Unico entre os produtos

apicolas (Yamaguchi, 2006a; Yamaguchi et al., 2006b).

Além das consideracdes anteriores, as propriedades bioldgicas dos polifenois
somente serdo aproveitadas se a biodisponibilidade dos mesmos for favoravel. A
estrutura quimica dos polifendis e a composi¢cdo da microflora intestinal determinam
a taxa e a extensdo da absor¢do e a natureza dos metabalitos circulantes no plasma

(Scalbert e Williamson, 2000).
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1.3.5. Atividade biol6gica do pélen apicola

1.3.5.1. Atividade anti-bacteriana

Carpes e colaboradores (2007) determinaram o teor de fendis totais em
amostras de poélen de Apis mellifera dos Estados de Alagoas e Parana e
encontraram 8,1 mg/g e 10,0 mg/g respectivamente (expressados em mg de acido
gélico/g de peso seco). Extratos etandlicos (solugcbes de 40, 50, 60, 70, 80 e 90 %
de etanol) dos pdlens das duas regides foram testados frente aos Bacillus cereus,
Bacillus subtilis, Pseudomonas, Staphylococcus aureus e Klebsiella sp utilizando o
ensaio de difusdo em disco. O crescimento bacteriano de Staphylococcus aureus foi
inibida pelo extrato etandlico do Estado de Alagoas nas concentracdes de solvente
entre 50 e 80 % e Klebsiella sp foi inibida pelo extrato com 90 % de etanol. O extrato
etanolico com 60 % de etanol da amostra do estado de Parana inibiu o Bacillus

subtilis, Pseudomonas aerugiinosa e Klebsiella sp.

1.3.5.2. Atividade anti-hipertensiva

Estudos in vitro (Nagai et al., 2007) tém revelado que extratos enzimaticos de
amostras de pdlen apicola contendo predominantemente a especie vegetal Cistus
ladaniferus L, tém capacidade de inibir a ACE (Angiotensine Converting Enzime) em
forma similar aos alimentos fermentados de soja. Os hidrolisados na concentragao

de 100 mg/mL apresentaram atividade inibitéria (ECsp) da ACE superior ao 90 %.
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1.3.5.3. Atividade anti-oxidante in vivo

Estudos com animais tém mostrado que o consumo de pdlen apicola por
ratos diminui o nivel dos produtos de oxidacdo lipidica, malondialdeido (MDA) e
dienos conjugados nos eritrocitos, fato que foi correlacionado com a atividade
antioxidante do pélen apicola (Campos et al., 2003). As substancias antioxidantes
presentes no poélen exercem um efeito protetor sobre os eritrocitos ao reagirem com
os radicais livres e prevenindo as etapas de propagac¢ao dando lugar a produtos n&o

reativos.

Almaraz-Abarca e colaboradores (2007a) avaliaram a atividade antioxidante
de extratos de polen apicola de Prosopis juliflora utilizando um sistema in vivo por
quantificacdo de sustancia reativas ao &cido tiobarbitirico (TBARS) em figado
homogeneizado de ratos intoxicados com bromobenzeno. A atividade antioxidante
foi menor a da vitamina E (substancia de referéncia). Os pesquisadores
determinaram que em condi¢des in vivo e, aquelas onde o estado de oxida¢do nédo é
induzido, uma alta concentracdo de flavonois no extrato de P. juliflora pode ter

efeitos pro-oxidantes.

1.3.5.4. Atividade imuno-estimulante

Tem sido demonstrada atividade de imuno-estimulagdo sobre os niveis
primarios e secundarios de IgM (Imunoglobulina M) e IgE (Imunoglobulina E) em
coelhos alimentados por um més com dietas contendo pdlen apicola. A atividade

tem sido relacionada a presenca de antioxidantes presentes no pdlen,

especialmente flavondides (Campos et al., 2003).
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1.3.5.5. Atividade anti-osteoporose

FracbOes de diferentes pesos moleculares foram obtidas a partir de extratos
aguosos do polen coletado por A. mellifera com predominancia da espécie vegetal
Cistus ladaniferus (Hamamoto et al., 2006; Yamaguchi et al., 2006b,). A fracdo de
peso molecular menor que 1000 da foi testada para determinar o efeito sobre a
proliferacdo de células osteoblasticas. Foi determinado um aumento no numero de
células osteoblasticas e no conteido de DNA. Observou-se um efeito inibitério sobre
a resorcao oesteoclastica dos ossos, e um aumento da massa 6ssea (Yamaguchi et
al., 2007a). O consumo do extrato aquoso do polen apicola de Cistus ladaniferus
mostrou ter um efeito preventivo na perda de massa 0ssea em ratas diabéticas e
ovariectomizadas, sugerindo que o pélen dessa espécie vegetal tem um efeito na
prevencdo da osteoporose (Yamaguchi et al., 2007b; Yamaguchi et al., 2007c).
Especulou-se que o componente ativo no extrato solivel em agua obtido de pélen
de C. ladaniferus é transportado no intestino e atua sobre células osteoblasticas nos
tecidos 6sseos. Foi proposto que se 0 componente ativo é transportado no intestino,
nao pode ser uma substancia com alto peso molecular. Os extratos analisados
tiveram um efeito estimulante sobre a formacdo de ossos e efeito inibitorio sobre a
ressor¢cdo Ossea, exibindo um comportamento Unico entre os demais produtos
apicolas. O podlen apicola é usado como um fator nutricional e assim, os
pesquisadores sugeriram que seu consumo poderia ajudar na prevencéo da perda
de massa 6ssea com o aumento da idade nas mulheres. (Yamaguchi et al., 2007b;

Yamaguchi et al., 2007c).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral:

Contribuir com o estudo da composi¢do quimica e da atividade antioxidante
do polen coletado pela abelha sem ferrdo Melipona seminigra Cockerell, 1919

durante as estagOes de chuva e de seca na cidade de Manaus.

2.2. Objetivos especificos:

Avaliar a composicéo centesimal do pdlen in natura (proteinas, lipideos, umidade,

cinzas e carboidratos).

e |dentificar as principais espécies vegetais presentes nas amostras de pélen in
natura.

e Avaliar a atividade antioxidante in vitro dos extratos e das fracdes do pdlen
através do meétodo do sequestro do radical livre 2,2’-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH-) e do ensaio de capacidade redutora de Fe (lll) (FRAP).

e Determinar o perfil quimico das amostras por Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia (CLAE).

¢ |solar e identificar os constituintes fendlicos das amostras de pélen.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Coleta do material de trabalho

Duas amostras de pélen foram coletadas das colméias da abelha sem ferrdo
Melipona seminigra Cockerell, 1919, do meliponario do grupo de Pesquisas em
Abelhas do INPA, Manaus, Amazonas durante o ano de 2008 em dois periodos
diferentes e caracterizados como época de chuva e de seca na regido amazénica. A
primeira amostra foi coletada no mes de abril com uma pluviosidade de 300 mm
(INMET, 2009). Para isso entre trés e cinco potes de polen foram removidos de cinco
colméias seleccionadas (102, 105, 115, 146, 153) usando luvas, sacolas e colher de
plastico. Os potes foram levados ao laboratério e abertos para separar o polen da
cera. Dessa forma foram coletados 279 g de pdlen de cor amarela, consisténcia
pastosa e aroma caracteristico. O material foi armazenado em recipientes de vidro
previamente higienizado e transportado em caixa de isopor até a Central Analitica da
Universidade Federal do Amazonas. A amostra de pdlen foi homogeneizada e
liofiizada imediatamente em aparelno Thermo 450 Electron Corporation,
MODULYOD-115. O material seco foi mantido sob refrigeracdo (12 ) até sua

andlise e a amostra foi denominada como Mchuva (Figura 4a).

A segunda amostragem foi feita em agosto de 2008, mes caracterizado por
uma pluviosidade de 50 mm (INMET, 2009). Entre dois e cinco potes foram
removidos de sete colméias selecionadas (163,165,161, 150, 160, 136, 135) e assim
foram coletados 208 g de pdélen de cor amarela, consisténcia pastosa e aroma
caracteristico em forma similar ao pdlen coletado no més de abril de 2008. O

material foi armazenado, transportado e liofiizado imediatamente em aparelho
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Thermo 450 Electron Corporation, MODULYOD-115. O material seco foi mantido sob
refrigeracdo (12 C) até sua andlise e a amostra foi denominada como Mseca,

(Figura 4b).

() (b)

Figura 4. Pélen liofilizado obtido a partir do péle  n coletado por Melipona seminigra na cidade
de Manaus: a. Pélen coletado durante a estacdo de ¢ huva (Mchuva); b. Pélen coletado durante
a estacdo de seca (Mseca).

3.2. Analise da composicédo centesimal

A composicdo centesimal incluiu a determinacdo do teor de umidade,
proteinas, lipideos totais, carboidratos totais e cinzas. A analise de umidade foi
determinada por liofilizacdo. As proteinas, lipideos totais e cinzas foram
determinados pelos procedimentos propostos pela Instrucdo Normativa No. 3 de
2001 do Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Brasil, 2001). Os

carboidratos totais foram determinados por subtracao.

3.2.1. Umidade

O teor de umidade foi determinado por liofilizacdo em aparelho Thermo 450

Electron Corporation, MODULYOD-115. Os calculos foram feitos com base na

diferenca entre a massa inicial e a massa final até se obter peso constante.
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% Umidade= (Mf — Mi ) x 100 % (1)
Mi
Mf= Massa final (produto seco)

Mi= Massa inicial (in natura)

3.2.2. Proteinas

Os valores para proteina foram calculados a partir dos teores de nitrogénio
total determinado pelo método Kjeldahl, segundo a AOAC (AOAC, 1980), usando o

fator de conversao de 6,25.

O método Kjeldahl consiste em trés etapas:

a. Digestdo: O nitrogénio organico (N) é transformado em sulfato de aménia sob
aguecimento, através de reacdo com acido sulfarico concentrado (H.SO,4) e uma
mistura catalitica que contém sulfato de sodio (Na;SO4 P.A), selenito de sdédio
(Na,SeO3; P.A) e sulfato de cobre (CuS0O,4.5H,0, P.A, isento de Nitrogénio).

Catalizador
Matéria orgénica + H,S0, T SO, + CO, + H,O + (NH4)ZSO4 + H,O (2)

b. Destilacdo: ap0s a disgestdo o material deixa-se esfriar e adiciona-se uma
pequena quantidade de agua para lavar as paredes do tubo digestor. Em seguida
sao adicionandos 10 mL de solugcéo aquosa de NaOH (60% m/m) e o tubo se adapta

no aparelho de destilacdo. Nesta etapa ocorre a seguinte reacao:

(NH4)2SO4 + 2NaOH == NapS04 + 2H,0 + 2NHz ) (3)
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Cinquenta mililitros (50 mL) do destilado sao adicionados a um erlenmeyer contendo
10 mL de solucdo saturada de &cido bérico (H3BO3). Esse acido é utilizado para a

adsorcao da amonia. Equacao (4).

NH3gsas) + HsBOs 5 NH4HBO3; (4)

c. Titulagdo: a solugcdo é titulada com H,SO, (0,1 N) até a viragem da cor do
indicador verde de bromocresol (C,1H14BrsOsS, P.A.). A porcentagem de Nitrogénio

total se calcula utilizando a Equacéao (5).

% Nitrogénio total= (V x 0,0055) x 100 % (5)
M

V=Volume gasto de H,SO, 0,1 N

M=massa da amostra em gramas

A porcentagem de proteina da amostra é calculada através da multiplicacéo
do resultado anterior pelo fator de 6,25, utilizado para calcular proteinas em
alimentos que ndo possuem um fator de conversdo especifico (como no caso do

polen apicola) (TACO, 2006).

% Proteina= % Nitrogénio total x 6,25 (6)
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3.2.3. Lipideos totais

O teor de lipideos totais foi determinado com o método de Bligh-Dyer (Bligh;
Dyer, 1959), que € aplicavel a qualquer tipo de alimento sempre que este nao

apresente um teor de umidade superior a 10 %.

O procedimento consiste em pesar 3,0 g de amostra homogeneizada seguida
por adicdo de 10 mL de cloroférmio, 20 mL de metanol e 8 mL de agua destilada. A
amostra é extraida com agitacdo durante 30 minutos. Depois disso, sdo agregados
10 mL mais de cloroférmio e 10 mL de solucédo de sulfato de sédio a 1,5 % com
agitacdo vigorosa. A solucdo deixa-se em repouso para separar as camadas (3)
naturalmente. A solu¢cdo metandlica (superior) é descartada. A fase em cloroférmio é
filtrada utilizando-se papel filtro qualitativo (adicionar 1 g de Na,SO,). Uma aliquota
de 5 mL é transferida para um bécker de 50 mL previamente tarado. O solvente &
evaporado em estufa a 100 °C. Depois de 45 minutos a amostra é esfriada em
dessecador e pesada. A diferenca de massas é utilizada para calcular a

porcentagem de lipideos totais utilizando a equacao (7)

% Lipideos totais= ML (g) x4 x 100 % (7)
Mi (9)

ML= Massa de lipideos (g)

Mi= Massa inicial da amostra (g)
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3.2.4. Cinzas

O teor de cinzas foi determinado por incineragdo em mufla a 600 T por 2
horas e 30 minutos, de acordo com a AOAC (1980). A diferenca de massa inicial e
final é utilizada para o calculo das cinzas (Eq 8).

% Cinzas= N x 100 % (8)
M

N= Massa das cinzas (g)

M= Massa inicial da amostra (g)

3.2.5. Carboidratos

O teor de carboidratos foi calculado pela diferenca entre 100 e a soma das
porcentagens de umidade, proteina, lipideos totais e cinzas (Equacéo 9), (TACO,

2006).

% carboidratos= 100 — (% umidade + % proteina + % lipideos + % cinzas) (9)

3.2.6. Calculo do teor energético

A energia alimentar é expressa em kilocalorias (kcal). O valor energético é
calculado a partir dos teores em proteinas, lipideos e carboidratos, utilizando os
coeficientes que levam em consideracéo o calor de combustao para cada um desses
grupos de compostos. Foram utilizados os coeficientes de 4, 4 e 9 kcall/g,

respectivamente, para proteinas, carboidratos e lipideos (TACO, 2006).
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Kcal = (4 x g proteina + 4 x g carboidratos + 9 x g lipideos) Kcal/g  (10)

3.3. Andlise da origem botanica

Amostras de polen liofilizado (2,0 g) foram submergidas em &cido acético
glacial e os sedimentos foram preparados para analise palinoldégica usando o
método de acetdlise de Erdtman (Salgado, 1971), que consiste na hidrélise acida
aplicada aos gréos de pélen através de uma mistura de anidrido acético e &cido
sulfarico (9:1). Este elimina o conteudo celular e facilita a visualizacdo e o
reconhecimento dos caracteres morfolégicos. Para cada amostra foram montadas
varias laminas de parafina e observadas sob microscépio. Entre 500 e 600 graos de
polen foram contados para estabelecer as freqiiéncias dos tipos de pélen. Os tipos
de polen foram identificados pela Dra. Maria Lucia Absy por comparagdo com

laminas da palinoteca do Laboratério de Palinologia do INPA, Manaus, Amazonas.

3.4. Obtencéo de extratos

Os extratos das duas amostras de polen apicola coletadas durante a estacéo

de chuva e de seca (abril e agosto de 2008) foram obtidos a partir do material

lioflizado.

3.4.1. Extratos etanolicos

Para a preparacdo dos extratos etandlicos, uma quantidade de 45,0 g de

pélen seco foi extraida com etanol absoluto quatro vezes (relacdo pélen/solvente

1:10 m/v) em banho de ultra-som durante 15 minutos seguida por maceracao
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durante 1 dia. Os sobrenadantes foram filtrados sob vacuo e posteriormente
centrifugados a 8000 rpm a 20 °C. Os extratos foram concentrados a pressao
reduzida (temperatura maxima de 45 °C), secos em estufa a 40 °C e liofilizados,
guando necessario. O teor de extrativos (TE) foi calculado dividindo-se a massa final
do extrato etandlico seco (g) pela quantidade inicial de pdlen seco (g), (Eq 11). Os

extratos em etanol foram codificados como Mchuva-EE e Mseca-EE.

%T.E= Mf x 100 % (Eq 11)
Mi
Mf = Massa de extrato etanoélico seco

M; = Massa inicial pélen seco

3.4.2. Extratos aquosos

Para a preparacdo dos extratos aquosos, uma quantidade de 10,0 g de pdlen
seco foi extraida com &gua destilada quatro vezes (relacédo pélen/solvente 1:10 m/v)
em banho de ultra-som durante 15 minutos seguida por maceracgao durante 1 dia. Os
sobrenadantes foram filtrados sob vacuo e posteriormente centrifugados a 8000 rpm
a 20 °C. Os extratos foram secos por liofilizacdo. O teor de extrativos (TE) foi
calculado dividindo-se a massa final do extrato aquoso seco (g) pela quantidade
inicial de pdélen seco (g), (Eq 12). Os extratos aquosos foram codificados como

Mchuva-AQ e Mseca-AQ.

%T.E= Mf x 100 % (12)
Mi

Mf = Massa de extrato aquoso seco

Mi = Massa inicial polen seco



3.4.3. Extratos metandlicos

Para a preparacdo dos extratos metandlicos, uma quantidade de 1,0 g de
polen seco foi extraida com 10 mL de metanol a 60 °C durante cinco minutos. O
sobrenadante foi filtrado e os extratos codificados como Mchuva-ME e Mseca-ME

(Wagner; Bladt, 1996).

3.5. Fracionamento dos extratos etanoélicos

Os extratos etandlicos foram solubilizados em mistura metanol/agua 9:1,
(relagdo massa/solvente 1:32) e fracionados através de particdo liquido-liquido em
funil de separacdo com hexano por trés vezes. A seguir adicionou-se 4gua a fragédo
hidroalcodlica para obter uma solu¢do Metanol/Agua 7:3. Esta solugio foi extraida
com acetato de etila por trés vezes. ApOs evaporagdo a pressdo reduzida e
liofilizacdo obtiveram-se a fracdo hexanica (Mchuva-HX, Mseca-HX), acetato de etila
(Mchuva-AC, Mseca-AC), e hidroalcodlica (Mchuva-HA, Mseca-HA), (Esquema 7),

(Silva et al., 2006).

[ Extrato etanolico ]

Solubilizagdo em mistura MeOH-Agua 9:1

I I Particdo com hexano (1:1 v/v, 3 vezes)

[ Fracdo hexanica ] [ Fracao hidroacodlica ]

Adicao de solucédo de agua/metanol 7:3

Particdo com acetato de etila 1:1 v/v,
3 vezes)

[ Frac&do em acetato ] [ Fracdo hidroacodlica ]

Esquema 7. Fluxograma do fracionamento dos extratos etandlicos obtidos a partir do polen de
Melipona seminigra .



45

Os extratos aquosos e etandlicos, juntamente com as fragbes geradas no
fracionamento liquido-liqguido dos extratos em etanol foram submetidos a
caracterizacdo por cromatrografia em camada delgada comparativa (CCDC), analise
do teor de fendlicos totais, testes in vitro de atividade antioxidante (capacidade de
sequestro do radical livre DPPH- e capacidade de reducéo de Fe (lll)). Os extratos

em metanol foram analisados por CCDC.

3.6. Perfis cromatograficos por Cromatografia em Ca mada Delgada

Comparativa (CCDC)

3.6.1. Reagentes e solventes

Os solventes utilizados no trabalho foram previamente purificados por

destilacdo fracionada e quando necessario foram tratados com sulfato de sodio

anidro (Na,SO,) para retirar o excesso de umidade apods a destilacao.

3.6.2. Cromatografia em camada delgada comparativa  (CCDC) — Fase Normal

Andlise de componentes apolares: Foram utilizadas cromatoplacas de silica-

gel 60, em fase normal, com indicador de fluorescéncia Fys4 (Merck), com altura de
eluicio de 10 cm. A fase movel consistiu em uma mistura de hexano/éter
etilico/acido acético (80:16:4). A distancia de eluicdo desde a origem foide 9 cm e a
andlise foi feita sob condi¢cbes de saturacdo da cuba cromatogréfica. Aplicaram-se
2,0 uL dos extratos/fracdes na concentragdo de 25 mg/mL. Utilizou-se o &acido
fosfomolibdico em solucdo etandlica como revelador geral e cloreto férrico como

revelador especifico para substancias fendlicas.
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3.6.3. Cromatografia em camada delgada comparativa  (CCDC) — Fase Reversa

Andlise de componentes polares: Foram utilizadas cromatoplacas de silica
modificada em fase reversa (RP-18), com indicador de fluorescéncia Fys4 da Merck,
com altura de eluigdo de 10 cm. A fase mével consistiu em uma mistrua de metanol
e agua acidificada com &cido trifluoroacético (pH 2,0) na proporcao 7:3. A distancia
de eluicAo desde a origem foram 9 cm e a analise foi feita sob condi¢gbes de
saturacdo da cuba cromatogréfica. Aplicaram-se 2 uL dos extratos/fracdes na
concentracdo de 25 mg/mL. Utilizou-se NP-PEG como revelador especifico para

flavondides.

3.6.4. Revelacgao de placas em CCDC

Para analise do perfil cromatografico das amostras por CCDC foram utilizados
como reveladores: irradiagdo de luz UV (254 nm e 365 nm); solucdo de anisaldeido
e acido sulfarico alcodlico a 10 % aquecido a 110 °C, solucdo de FeCl; alcodlico a 1
%. Para revelacao dos lipideos foi utilizada uma solu¢do de &cido fosfomolibdico a
10 % em metanol. Como revelador especifico de flavondides foi utilizada uma
solucéo alcodlica de éster do acido aminoetil-difenil-bérico (NP) a 10 %, seguido por

solucéo alcodlica de polietilenglicol (PEG) a 5 % sob luz UV (366 nm).
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3.7. Andlise da atividade antioxidante

3.7.1. Andlise de fendlicos totais

A determinacdo do teor de fendlicos totais foi realizada mediante a

metodologia espectrofotométrica de Folin-Ciocalteau (Velioglu et al., 1998) utilizando

acido galico como padrao de referéncia.

Preparo da curva de calibracdo com acido gélico: Foi preparada uma solu¢gdo méae

de &cido gélico na concentracdo de 1,0 mg/mL e a partir dela foram obtidas solu¢des

de 500; 250; 125; 62,5 e 31,25 pg/mL por diluicdo sucessiva.

Preparo das amostras: Foram preparadas solucbes de cada extrato/fragdo na

concentracéo de 1,0 mg/mL.

Reagentes: Foi preparada uma solucdo de bicarbonato de sédio 6,0 % em agua

Milli-Q e uma solugéo de reagente Folin-Ciocalteau (10,0 % v/v) em agua Milli-Q.

Metodologia: O ensaio consiste em transferir 200 pL da solucdo padrdo de &cido
gélico, extrato ou fracdo para um frasco ambar e adicionar 1,5 mL do reagente Folin-
Ciocalteau (10,0 % m/v, em agua purificada) recém preparado, ap0s cinco minutos
sdo adicionados 1,5 mL de solucdo tampéo de bicarbonato de sodio (6,0 %). As
amostras sdo incubadas durante 90 minutos em auséncia de luz. A absorbancia foi
medida em espectrofotbmetro UV/Visivel Femto 800Xl a 725 nm. Como branco

utilizou-se agua Milli-Q.
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Calculo do teor de fendlicos totais: Uma curva de calibragéo foi construida a partir

dos dados de absorbancia obtidos das solugbes padrdo de &cido galico. O
coeficiente de regressao linear foi determinado pelo método de minimos quadrados.
Atraveés da interpolagédo dos valores de absorbancia dos extratos e das fracdes na
curva de calibracdo, calcula-se o teor de fendlicos totais expressos em gramas (Q)
de acido galico por mL de solugdo (AG g/mL). O teor de fendlicos totais nos extratos
etandlicos e aquosos foi determinado levando em consideragdo a massa inicial de
polen seco e os rendimentos durante o processo extrativo, de tal forma que o
resultado foi expresso em gramas de &cido galico por grama de pdlen seco (AG g/g

pélen seco).

3.7.2. Teste da atividade antioxidante pela capacid ade de sequestro do radical

livre DPPH-

A determinacdo da capacidade de sequestro de radicais livres foi feita
utilizando o método de Blois (1958) modificado por Brand-Williams (1995) que utiliza
o radical livre 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH-). Esse radical é caracterizado por ser
estavel devido ao deslocamento de um elétron ndo compartilhado sobre a molécula
como um todo. O radical DDPH-apresenta coloragdo roxa profunda e méaximo de
absorcdo em 517 nm. Quando a solucédo de DDPH-reage com uma substancia que
pode doar um atomo de hidrogénio (redutor ou substancia antioxidante) passa a
forma reduzida e perde a coloracdo caracteristica (Figura 8). O ensaio reproduz
assim, as reacO0es que ocorrem em um sistema oxidante. Os resultados s&o
apresentados comumente como a concentragcédo (massa) de substrato que causa 50
% de perda da atividade (cor) do radical DPPH-, (% CSso, em ug/mL), (Molineux,

2004; Brand-Williams et al., 1995; Braca et al., 2002).
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2,2-difenil-1-picril-hidrazil 2,2-difenil-1-picril-hidrazina
(Radical livre) (Nao Radical)

Esquema 8. Estruturas das formas radical livre 2,2-  difenil-1-picril-hidrazil e sua forma reduzida.

Ensaio preliminar:

Foi necesséario fazer um ensaio preliminar para determinar a faixa de
concentracbes de cada extrato e fracdo na qual se tem uma resposta linear da
concentracdo em funcéo da absorbancia e que por tanto, permite estimar a % CSsy.

Para isso aplicou-se a metodologia indicada:

e Preparo das amostras: Foram preparadas solucbes-mée de cada extracto e
fracdo em metanol grau HPLC na concentracédo de 1,0 mg/mL.

e Preparo de diluicdes de prova: A partir das solugbes-mae foram feitas duas
diluicdes, uma de 0,25 e outra de 0,025 mg/mL.

e Preparo da solugédo de DPPH: Foi preparada uma solu¢cdo de DPPH- em metanol
na concentracao de 0,2 mg/mL. A solucéo foi preparada no momento da analise.

e Leitura de absorbancia: 2,5 mL de cada extrato ou fracdo (na concentracao de
0,25 e 0,025 mg/mL) foram misturados com 1,0 mL de solucdo de DPPH-. A
absorbéancia de cada solucao foi lida em 517 nm em espectrofotbmetro Femto

800 XI depois de 30 minutos de incubacdo em auséncia de luz.
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Com os valores da absorbancia estimou-se a faixa de trabalho, que consistiu em

uma série de diluicdes (pelo menos cinco diluicdes) para cada extrato ou fracao.

Determinacdo da atividade antioxidante:

Amostras: A partir das solucbes-mae de cada extrato e fracdo foram preparadas
series de diluicbes em metanol grau HPLC (pelo menos cinco diluicdes).

Branco: como branco utilizou-se 2,5 mL da solugdo mais concentrada de cada
sequencia de diluigao.

Controle positivo: Utilizou-se a quercetina como padrdao de referéncia da
atividade antioxidante. Para isso foram preparadas solu¢cdes metandlicas de
quercetina de 20; 10; 5,0; 2,5 e 1,25 pyg/mL por diluicdes sucessivas a partir de
uma solugéo-mée de 1,0 mg/mL.

Controle negativo: como controle negativo foi utilizado 2,5 mL de metanol grau
HPLC.

Solucdo de DPPH: Foi preparada uma solucdo de DPPH- em metanol na

concentracéo de 0,2 mg/mL. A solucéo foi preparada no momento da analise.

Procedimento:

Amostras, brancos e controles
(2,5 mL)

I
1,0 mL de DPPH' 0,2 mg/mL

Leitura da absorbancia a 517 nm
30 min incubacgéo, auséncia de luz
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Célculo da atividade antioxidante: As absorbancias em 517 nm foram convertidas em

porcentagem da capacidade de sequestro do radical livre DPPH- (%CS) usando a

seguinte férmula (Eg. 13).

%CS= 100 — (((Aamostra— Abranco) X 100) / Acontrole) (13)

Com os valores de % CS calculados foram construidos graficos da %CS para
cada série em funcdo da concentracdo e dessa forma obteve-se a equacédo da reta
para o céalculo da %CSsp (ug/mL).

3.7.3. Teste da atividade antioxidante pela capacid ade redutora do Ferro -Fe 3¥'-

(FRAP)

O método FRAP (“ferric reducing/antioxidant power assay”), determina a
capacidade redutora de Fe®*" para Fe?* das substancias antioxidantes, via avaliacdo
da reducdo do complexo [Fe*(TPTZ),]** (ferritripiridiltriazina) a ferroso-
tripiridiltriazina [(Fe?*-(TPTZ),]** (Esquema 9). A reacdo é observada pela coloracéo
azul do complexo [Fe**-(TPTZ),]* com um méximo de absorcdo em 595 nm (Benzie,
et al., 1996; Luximon-Ramman, 2002). Os valores s&o expressos em mM de Fe** por

g de peso seco.
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Esquema 9. Estruturas do TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)  -1,3,5-triazina) com Fe (1) e Fe (ll1).

Curva de calibracéo de sulfato ferroso (Fe,SO,7H,0): A partir de uma solucao de

sulfato ferroso na concentracdo 2 mM foram preparadas solucdes de 1000, 500, 250

e 125 pM.

Preparo _das amostras: Foram preparadas solu¢cdes de cada extrato/fracdo em

MeOH grau HPLC na concentragéao de 1,0 mg/mL.

Preparo dos reagentes: O reagente FRAP consiste na mistura de uma solucdo de
FeCl36H,0 20 mM, uma solucédo de TPTZ [2,4,6-tri(2-pridil)-1,3,5-triazina] 10 mM e

uma solucéo de tamp&o de HOAc/ O Ac 0,3 M pH 3,6 na proporcao 1:1:10.

Metodologia: 100 uL da amotra foram trasferidas para um frasco, depois adicionados
300 uL de agua Milli-Q seguido de 3,0 mL do reagente complexante FRAP. Apos 4
minutos de incubacdo a temperatura ambiente foi feita a leitura da absorbancia em

espectrofotometro Femto 800 XI em 595 nm.
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Célculo da concentracdo de Fe?": Os valores da concentracdo em M de Fe?* foram

obtidos por interpolagédo na curva de calibragdao de Fe,SO,7H,0O. Os valores de

capacidade de reducdo de Fe®*" a Fe?" sdo expressos em uM de Fe?*/g extrato seco.

3.8 Perfis quimicos por Cromatografia Liquida de Al ta Eficiéncia (CLAE)

Varias revisbes tém sido publicadas sobre a aplicacdo de metodologias a
analise de compostos fendlicos (Stalikas, 2007). Em particular, a Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia vem sendo aplicada a obtengcdo do perfil quimico de
amostras de pdlen apicola (Campos et al., 2008). As colunas em fase reversa sao as
mais utilizadas porque apresentam melhor separacdo das diferentes classes de
fendlicos. Quase exclusivamente sao utilizadas fases estacionarias do tipo Cyg, de
100 até 250 mm de comprimento, didmetro interno de 3,9 até 4,6 mm e tamanho de
particula entre 3 e 10 ym. Uma melhor simetria de picos, maiores resolucdes e
eficiéncias de coluna sdo obtidas através de do uso de silicas com grupos silanois

residuais minimos (“endcapped”) sobre a superficie (Stalikas, 2007).

A andlise de extratos brutos contendo substancias fendlicas como no caso de
extratos organicos de pdélen apicola pode diminuir o tempo de vida da coluna. Nestes
casos faz-se necessario 0 uso de uma pré-coluna contendo a mesma fase
estacionaria e o desenvolvimento de metodologias de “clean-up” ou pré-purificacao

(Stalikas, 2007).

O desenvolvimento de metodologias padronizadas para analise de extratos e
fracbes do pdlen apicola de abelhas sem ferrdo utilizando a técnica por CLAE é

importante porque permite:
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e Monitorar a composi¢ao quimica de extratos

e Comparar a composicao quimica de extratos de diferentes periodos de coleta

e Avaliar a ocorréncia de componentes que podem ter atividade especifica
(Campos et al., 2003)

e Avaliar altera¢des quimicas durante a estocagem

e Confirmar a identidade botanica (Almaraz-Abarca, et al., 2007a; Campos et al.,

2003)

3.8.1. Sistema cromatografico

Equipamento: As analises foram realizadas em cromatégrafo liquido SHIMADZU

Prominence LC-20A, equipado com um injetor automatico SIL-20A, detector UV-Vis-

DAD SPD-M20A, bomba quaternaria LC-10AT Vp e software LC Solutions.

Coluna: Foi utilizada uma coluna LiChrospher® 100 RP-18 “endcapped” com

tamanho de particula de 5 pm, 250 mm de comprimento e 4,0 mm de diametro

interno.

Fase Mével: Utilizaram-se gradientes nédo lineares de Agua Milli-Q/TFA pH 2,0 e
ACN com fluxo de 1,0 mL/min para o desenvolvimento de gradientes exploratorios
assim como para os sistemas que permitem a resolucdo dos componentes. A agua
acidificada foi preparada por adicdo de TFA concentrado a agua purificada Milli-Q. O
pH foi ajustado a pH 2,0. Volume de injecdo de 50 pyL. O tempo de corrida foi de 35
minutos para os gradientes exploratorios e de 75 minutos para a obtencéo dos perfis

quimicos. A deteccéo foi feita a 254, 280 e 354 nm.
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3.8.2. Pré-tratamento das amostras

Foram realizadas analises cromatograficas em camada delgada comparativa
em fase reversa com os extratos etandlicos e as fracdes em acetato de etila
utilizando como fase médvel uma mistura de MeOH e agua acidificada com acido
trifluoroacético (TFA) a pH 2,0 na propor¢édo 7:3 e como revelador FeCls. As placas
revelaram a presenca de substancias que s&o fortemente retidas na fase
estacionaria (origem) e que ndo tem caracter fendlico. Por tanto, para liberar os
extratos dos componentes mais apolares que podem danificar a coluna se
desenvolveu um pré-tratamento de purificagdo por extracdo em fase solida (Solid
Phase Extraction, SPE), utilizando cartuchos SEP-PAK com silica modificada C18

(comprimento= 1,0 cm, marca Waters Associates).

Foram feitos varios ensaios modificando variaveis que influenciam o processo
de extracdo em fase solida como: a quantidade de massa do extrato/fracdo aplicada,
a forma de solubilizagdo da amostra, o volume da fase movel, o pré-

acondicionamento do cartucho e a velocidade de elui¢éo.

Massa de extrato: A massa do extrato aplicada no cartucho variou entre 5 e 10 mg.

Forma de solubilizacdo da amostra: As amostras foram solubilizadas em (i) MeOH-

HPLC (ii) MeOH- H,O-TFA em proporc¢des variaveis (iii) Acetona.

Pré-acondicionamento do cartucho SEP-PAK C18: O cartucho foi acondicionado por

lavagem com 10 mL de acetona destilada e secagem. Apés isso, eluiram-se 6 mL de

MeOH grau HPLC e 6 mL de Agua /TFA pH 2,0.
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Volume de eluicdo e coleta: O volume de cada fase mdvel que consegue eluir a

totalidade dos componentes de cada faixa de polaridade foi determinado eluindo
quantidades variaveis de solvente entre 2,0 e 5,0 mL. As fases moveis empregadas

para eluir as diferentes classes de substancias foram:

e Agua acidificada com TFA pH 2,0

e ACN: Agua acidificada com TFA pH 2,0 (1:1 v/v).

O pré-tratamento otimizado utilizado para a purificacdo e analise do perfil quimico

das amostras apresenta-se no Esquema 10.

[ 10,0 mg de extrato etandlico (Mchuva-EE / Mseca-EE ]

Dissolver em 200 pyL de MeOH e 4,8 mL de H,O/TFA, pH 2,0.

Eluir a solugdo pelo cartucho SEP-PAK previamente
acondicionado. Velocidade de elui¢édo (V.E): 1ImL/min.

Eluir com 5 mL de ACN/H,O/TFA pH 2,0
(1:1). V.E: ImL/min (2 vezes).

[ Fracdo aquosa ]

* [ Fracao ACN/H,0O/TFA 1:1 ]
F1 l

Mchuva-EE-F1

Mseca-EE-F1 F2e F3

Mchuva-EE-F2 ; Mchuva-EE-F3
Mseca-EE-F2; Mseca-EE-F3

Esquema 10. Pré-tratamento dos extratos etandlicos do pdlen de Melipona seminigra coletado
na cidade de Manaus por Extracdo em Fase Sélida (SE P-PAK C18).

As fracOes coletadas (F1, F2 e F3) foram analisadas através de um gradiente
exploratdrio utilizando como fase movel A: agua acidificada com TFA pH 2,0 e como
fase movel B: ACN nas seguintes condi¢des: 0-5 min (5 % B), 5-20 min (5-100 % B),
20-25 min (100 % B), 25-30 min (100-5 % B). Fluxo 1,0 mL/min. Volume de injec&o:

25 uL.
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3.8.3. Desenvolvimento do método de analise de comp onentes por

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A resolucdo dos componentes das fragoes eluidas (F2) com ACN:H,O/TFA
pH 2,0 (1:1), foi conseguida através de varias tentativas, modificando os tempos de
corrida cromatografica assim como os gradientes de eluicdo da fase movel. A fracédo
F2 correspondente & época de chuva foi denominada como Mch-EE-F2 e a da

época de seca como Msec-EE-F2.

O meétodo desenvolvido consistiu em um sistema gradiente ndo linear
utilizando como fase moével A: TFA pH 2,0 e como fase moével B: ACN nas seguintes
condi¢des: 0-5 min (0-18 % B), 5-25 min (18 % B), 25-30 min (18-28 % B), 30-65 min
(28 % B), 65-70 min (28-0 % B). Fluxo 1,0 mL/min. Volume de injecdo: 50 pL. Devido
a natureza aromatica dos compostos fendlicos, eles apresentam uma absorcdo
intensa na regido UV do espectro, sendo este método espectral especialmente
importante para sua identificacdo e anélise quantitativa (De Ugaz, 1994). No entanto,
ndo existe um comprimento de onda Unico ideal para detectar todas as classes de
fendlicos porque elas apresentam maximos de absor¢cdo em diferentes valores
(Andersen e Markham 2006). O comprimento de onda selecionado para a analise
depende da absorgéo observada para cada amostra. Neste trabalho a deteccéo de
uma maior absor¢cdo e de um maior numero de picos foi observada em 254 nm,
portanto esse comprimento de onda foi tomado em geral como referéncia para a

analise dos resultados cromatogréficos.
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3.8.4. Injecao de padrbes

Na tentativa de identificar os componentes presentes nas fracdes F2 eluidas
com ACN/H,O/TFA (1:1 vliv; pH 2,0) foram injetados padrbes auténticos das
seguintes substancias fendlicas (Esquema 11): acido gélico, acido 3,4-
diidrobenzdico, acido clorogénico, catequina, (-)-epicatequina, acido caféico, acido
siringico, (-)-epigalocatequina, acido p-cumarico, miricetina, quercetina, (+/-)-
naringenina, apigenina, kaempferol, acido sinapico (todos SIGMA) e rutina
(MERCK). Para isso foram preparadas solu¢des-méae de 2,0 mg/mL em MeOH grau
HPLC e a partir delas foram preparadas solugdes de 0,1 mg/mL que foram filtradas
em membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) e submetidas a analise
cromatografica nas mesmas condi¢des descritas no item 3.8.3. O volume de injecéo

foi de 20 pL.

3.8.5. Injec&o de mistura de padrdes

Para analisar o efeito da matriz sobre os tempos de retengdo de alguns
padrées selecionados foi preparada uma mistura contendo acido galico, acido p-
cumarico, acido sinapico, miricetina, quercetina, naringenina, apigenina, kaempferol
e rutina na concentracao de 0,1 mg/mL. A mistura foi filtrada em membrana PVDF e

foi resolvida utilizando o sistema descrito no item 3.8.3. Volume de inje¢éao 20 pL.



DERIVADOS DO ACIDO BENZOICO

Ry
R, COOH

R3

acido galico: 1=OH 2=0OH 3=OH
acido 3,4 hidroxibenzéico:

1=OH 2=0OH 3=H
Acido siringico: 1=OCH; 2=0OH 3=0OCH;

ACIDOS FENOLICOS

DERIVADOS DO ACIDO CINAMICO

HO
o\‘ij!EﬂIerbu

OH
=
acido clorogénico
OH
OH
Ry

Rs COOH
acido p-cumarico: 1=H 2=0H 3=H
acido caféico: 1=0OH 2=0OH 3=H
acido sinapico: 1=0CH; 2=0OH 3=0CH;

FLAVANOIS FLAVONOIS
OH

(+)-Catequina: isbmero trans em C-3
Epicatequina: isémero cis em C-3

OH miricetina:
3'=0OH 4=0H 5=0H 3=0OH
quercetina:
3=0H 4=0H 5=H 3=0OH
rutina:
3'=0OH 4'=0OH 5'=0H
3=Glc-Rha
kaempferol:
. . 3=H 4=0H 5=H 3=0H
Epigalocatequina
FLAVANONAS FLAVONAS
Rj'
i R,
OH O
naringenina: apigenina:

3=H 4=0H 7=0OH

3=H 4'=0OH 5=OH 7=OH

Esquema 11. Estrutura dos padrdes de substancias fe  ndlicas injetadas.
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3.8.6. Co-injecéo de padrbes

Para confirmar a presenca de alguns padrdes selecionados foi empregado o
método da co-eluicdo, onde foram feitas co-inje¢cBes das seguintes substancias:
acido p-cumarico, acido sinapico, miricetina, quercetina, naringenina, apigenina,
kaempferol e rutina. Para isso, foram preparadas oito aliquotas da fracdo F2
purificada pelo pré-tratamento descrito na seccdo 3.8.2., tanto para a amostra da
época de chuva como de seca, e a cada uma foi adicionada uma quantidade
conhecida de padrdo. Cada aliquota foi resolvida com o sistema cromatogréafico
descrito no item 3.8.3. O aumento da intensidade dos picos no cromatograma
original da fragdo fendlica em um tempo de retencao ja identificado para um padréo

auténtico pemitiu sugerir a presenca da substancia na amostra.

3.9. Isolamento de substancias

3.9.1. Sistema cromatografico

Equipamento: As andlises foram realizadas em cromatografo liquido SHIMADZU,

composto por duas bombas LC-6AD, detector UV-VIS SPD-10A VP, controlador

SCL-10A e software CLASS-VP.

Coluna: Para ajustar o sistema na escala semi-preparativa foi utilizado um sistema
de duas colunas Shim-pack PREP-ODS (H) Shimadzu 100 RP-18 “endcapped”, com
tamanho de particula de 5 pm. Uma coluna de 250 mm de comprimento e 4,6 mm de

diametro interno foi utilizada para fazer um ensaio preliminar e ajustar as condi¢des
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cromatograficas. A coluna semi-preparativa de 250 mm de comprimento e 20 mm de

diametro interno foi utilizada para obter as fracdes purificadas.

Fase Movel: Utilizou-se como fase mével MeOH:H,O/TFA (pH 2,0) (45:55 v/iv) em
modo isocratico, com fluxo de 12 mL/min, tempo de corrida 40 minutos e volume de

injecdo de 500 pL. A deteccao foi feita em 254 e 280 nm.

3.9.2. Pré-tratamento das amostras

Tomou-se 20 mg da fragéo purificada com ACN:H,O/TFA pH:2,0 (1:1 v/v) pelo
procedimento descrito na secdo 3.8.2, correspondente a época de chuva e
dissolveu-se em 1,5 mL de metanol grau HPLC. A solucéo foi diluida com agua na
proporcao 2:1 v/v. A amostra foi filtrada em membrana PVDF para sua posterior

injecdo no cromatografo.

3.9.3. Obtencéo de fracdes por CLAE

A partir da fracdo eluida com ACN:H,O/TFA pH 2,0 (1:1 v/v), (época de
chuva), foram coletadas seis fracfes. O solvente foi evaporado a presséo reduzida
(temperatura maxima 40 C) e as fracdes secas. A fracao No. 4 foi selecionada para
a obtencdo dos espectros de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN)

devido @ maior quantidade.



62

3.10. Determinagéo estrutural do constituinte quimi  co isolado

A substancia isolada foi identificada por meio da analise do seu espectro de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN de H). Os espectros de RMN foram obtidos
po um espectrometro de RMN Varian INOVA 500 de 11,7 T. A amostra foi dissolvida
em 0,7 mL de metanol (d-4). Devido a pouca concentragdo da amostra, foi utilizado

0 experimento de pré-saturacao de solvente (PRESAT).

3.11. Andlise estatistica

As diferencas significativas entre as amostras de polen coletadas durante os

periodos de seca e de chuva foram determinadas pelo test t (Miller e Miller, 2002).

As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas no nivel de P<0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Estudo da composi¢ao centesimal

Os resultados das andlises da composicao centesimal das amostras de polen
da abelha sem ferrdo M. seminigra coletadas durante o més de abril de 2008
(estacéo de chuva, amostra denominada Mchuva) e durante o més de agosto de
2008 (estacao de seca, amostra denominada Mseca) sdo apresentados na Tabela 5.
As analises foram realizadas por triplicata. Os resultados sédo apresentados como a

média + desvio padréo.

Tabela 5. Composicdo centesimal em 100 g de amostra  in natura.

Parametro Mchuva Mseca Valor de
Referencia
(Brasil, 2001)
Umidade (g) 51,27 % + 0,55 40,76 % + 0,59 Maximo 30 %
Proteina (g) 9,69 % + 0,28 11,62 % + 0,01 -
Lipideos (g) 4,66 % +0,12 5,31 % + 0,14 -
Cinzas (g) 1,97 % + 0,01 2,23 % + 0,02 --
Carboidratos (g) 32,41 % 40,08 % = 0,00 --

Os resultados indicam que a amostra coletada durante a época de chuva tem
um teor de umidade consideravelmente maior que a amostra do periodo de seca.
Nos dois casos, as amostras apresentam valores de umidade superiores ao valor
limite estabelecido pela legislacdo brasileira (Brasil, 2001) e, portanto para serem
destinadas ao consumo humano devem ser submetidas a procedimentos de
estabilizacdo (por ex., secagem) para diminuir o risco de contaminagéo

microbiolégica.
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Analises realizadas com o pélen de M. seminigra coletado em dezembro de
2000 no municipio de Itacoatiara-AM (Souza et al., 2004) indicaram um teor de
umidade de 46,8 %, proteinas de 23,8%, cinzas de 1,8 %, lipideos de 3,4 % e
glicideos de 24,2% com contetdo energético de 222,4 kcal. Em relagdo a essa
pesquisa, as amostras estudadas neste trabalho apresentam valores similares de
umidade e cinzas. No entanto, observa-se uma diferenca significativa em relagéo ao
teor de proteinas que no caso de Mchuva e Mseca € consideravelmente menor,

(9,69% + 0,28 e 11,62 % * 0,01 na base umida).

Uma vez que as amostras sao secas, 0s niveis dos constituintes nutricionais

sao expressos como apresentado na Tabela 6.

Tabela 6. Composicao centesimal em 100 g de amostra  seca.

Parametro Mchuva Mseca Valor de
Referencia
(Brasil, 2001)
Umidade (g) Max 4% Max 4 % Maximo 30,0 %
Proteina (g) 19,89 % + 0,58 19,61 % £0,02  Minimo 8,0 % B.S.
Lipidios (g) 9,56 % + 0,25 8,97 % + 0,23 Minimo 1,8 % B.S.
Cinzas () 4,04 % + 0,02 3,77 % £ 0,03 Méaximo 4 % B.S.
Carboidratos (g) 66,5 % + 0,00 67,7 % £ 0,00 14,0 a55,0% B.S
Energia (kcal) 432 430 -
Ph 3,96 £ 0,01 3,81+0,01 4a6
(n=3)

A comparacao dos teores de proteinas apresentados na Tabela 6 com alguns
alimentos da regido amazonica como castanha do amazonas (20,77 %) e peixes em
geral com uma concentragdo media em torno de 20 % de proteina (Aguiar, 1996),
sugere que uma vez seco, 0 poOlen coletado por M. seminigra constitui um

suplemento alimentar de consideravel valor nutritivo (Souza et al., 2004).
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Para determinar se as diferengcas observadas entre as amostras Mchuva e
Mseca sao significativamente diferentes foi aplicado o contraste estatistico t (Anexo
A). Para o tamanho de amostra empregado neste trabalho (n=3), com n-1 graus de
liberdade e um nivel de significancia de 0,05, os valores experimentais de t
indicaram que as amostras de chuva e de seca constituem duas amostras
significativamente diferentes. Pode-se dizer entdo que as amostras exibem uma
variacdo significativa na composicdo centesimal que deve ser provavelmente

acompanhada por diferengas na origem botanica.

4.2. Estudo da origem botéanica

A andlise palinoldgica das amostras Mchuva e Mseca permitiu estabelecer
diferencas em relacdo a origem botanica para cada um dos periodos de coleta
(Tabela 7). Para a amostra liofilizada Mchuva, o pdlen da espécie Miconia dispar
(Melastomataceae) foi predominante com 53,19 %, seguido por pélen de espécies
da familia Myrtaceae (Myrtaceae) com 25,64 % e por polen de Mimosa pudica
(Fabaceae) com 16,81 %. Outros polens presentes em quantidade minoritaria nessa
amostra foram Maximiliana maripa (Aubl.) Drude (Arecaceae) 1,81 %, Spondia
mombim L. (Anacardiaceae) 1,38 %, Tabebuia sp (Bignoniaceae) 0,64 % e Protium
heptaphyllum (Aubl.) March. spp (Burseraceae) 0,53 %. No caso da amostra Mseca
0 poélen predominante foi novamente Miconia dispar (Melastomataceae), mas a

frequéncia relativa aumentou para 95,60 %, seguido por Mimosa pudica (Fabaceae)

3,44 % e polen de espécies da famlia Myrtaceae (Myrtaceae) 0,96 %.
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Tabela 7. Porcentagem de frequéncia (%) vs. tipos polinicos encontrados nas amostras
lioflizadas do polen coletado por  Melipona seminigra durante a estacdo de chuva (Mchuva) e
durante a estacdo de seca (Mseca) no meliponario do grupo de Pesquisas em Abelhas do
INPA, Manaus, 2008.

Tipos polinicos Familia Frequéncia (%)  Frequéncia (%)
Mchuva Mseca
Miconia dispar Melastomataceae 53,19 95,60
Myrtaceae sp. Myrtaceae 25,64 0,96
Mimosa pudica Fabaceae 16,81 3,44
Maximiliana maripa Arecaceae 1,81 -
Spondia mombim Anacardiaceae 1,38 -
Tabebuia sp. Bignoniaceae 0,64 -
Protium heptaphyllum Burseraceae 0,53 -

Estudos tém determinado que os meliponineos sdo generalistas no uso dos
recursos florais, mas independente dessas abelhas visitarem muitas espécies
vegetais, s6 umas poucas formam parte significante da sua dieta. Essa observagéo
é confirmada pelos resultados obtidos com Mchuva e Mseca, onde apesar das
diferencas de porcentagens entre os dois periodos, o pélen das espécies Miconia
dispar, Mimosa pudica e da familia Myrtaceae sao as fontes principais para a abelha
M. seminigra. Em um estudo anterior, Marques-Souza e colaboradores (2002)
determinaram que na Amazbnia Central, M. seminigra (Cockerell, 1919) coletou
polen das espécies Miconia myrianthera (Melastomataceae) e Myrcia amazonica
(Myrtaceae) durante o ano todo. No presente estudo, constatou-se que nos dois
periodos de amostragem (abril e agosto) o polen coletado e armazenado por M.
seminigra na cidade de Manaus, apresentou um tipo polinico predominante da
familia Melastomataceae (Miconia dispar), indicando que essa especie de abelha
tem preferéncia por esses tipos de grdos de poélen e consequentemente constituem

seu nicho ecolégico nas condi¢gbes estudadas.

Pesquisas recentes tém mostrado que o podlen, além de representar um

suplemento alimentar, também pode ser considerado como uma fonte potencial de
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substancias polifendlicas (Campos et al., 2003; Serra-Bonvehi, et al., 2001; Silva et
al., 2006). Os compostos polifendlicos e flavondides estdo amplamente distribuidos
em alimentos de origem vegetal e sdo considerados como antioxidantes efetivos.
Vérios estudos sugerem que esses compostos podem ser importantes na reducéo
da incidéncia de doencas degenerativas tais como o cancer e a ateriosclerose

(Steinmetz, 1996; Bravo, 1998).

O perfil quimico dos flavonéides/polifenélicos no pélen tem sido associado
com a origem botanica. Campos e colaboradores, (2003) demonstraram que cada
polen floral apresenta seu proprio perfil cromatogréafico de flavonéides/polifendlicos e
uma atividade antioxidante especifica. Esses pesquisadores determinaram que a
taxa predominante em uma mistura de poélens pode ser identificada por comparagéo
de perfis de referéncia de pdlens florais auténticos com o perfil do pélen coletado por
abelhas. No presente trabalho, é de esperar, portanto, que os perfis de
flavonéides/polifendlicos das amostras Mchuva e Mseca coletadas por M. seminigra
obtidos por CLAE se correspondam com o perfil do componente majoritario (Miconia
dispar) e esse perfil cromatografico possa ser utilizado como parametro para

constatar a identidade botanica de novas amostras.

4.3. Rendimentos de substancias extraiveis

4.3.1. Extratos etanodlicos e aquosos

Os resultados indicam que a amostra da época seca apresenta rendimento

superior que a amostra de chuva tanto em etanol como em agua (Tabela 8).
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Tabela 8. Teor de extrativos dos extratos etandlico s e aquosos do pdlen coletado por M.
seminigra .

Extrato Mchuva Mseca
Massa (g) % Massa (g) %
EE (Extrato etandlico) 9,73 21,60 % 12,58 27,93 %
EAQ (Extrato aquoso) 1,86 18,62 % 2,48 24,85 %

4.3.2. Fracionamento dos extratos etandlicos

Para o estudo da atividade antioxidante e do perfil quimico das amostras,
parte da massa dos extratos etandlicos foi submetida a fracionamento por extracao
liquido-liquido. A composicao percentual das diferentes fracbes em relacdo a massa

final apresenta-se na Tabela 9.

Tabela 9. Comparacao do rendimento das particbes li  quido-liquido para as amostras de pdlen
de Melipona seminigra na época de chuva (Mchuva) e de seca (Mseca).

Extrato Mchuva Mseca
Massa (g) % Massa () %
Fracdo Hexanica 2,24 28,06 % 1,79 24,46 %
Fracdo Acetato de Etila 3,09 38,83 % 2,30 31,50 %
Fracao Hidroalcodlica 2,64 33,09 % 3,21 44,03 %
Massa total 7,97 100,0 % 7,30 100,0 %

Os resultados obtidos da particdo liquido-liquido indicaram que nao existe

grande diferenca entre as duas amostras.

4.4. Perfis quimicos por Cromatografia em Camada De Igada Comparativa

4.4.1. CCDC-Fase Normal

Os extratos e fracbes correspondentes a época de chuva apresentaram o

comportamento exibido na Figura 5.
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FASE MOVEL:
Hex/Eter etilico/HOAC
80:16:4

Figura 5. CCDC-FN das substancias apolares nos extr atos/fracdes do pdlen coletado por
Melipona seminigra durante a época de chuva. |: Revelador acido fosfo  molibdico; Il: Revelador
cloreto férrico. Extrato metandlico, MeOH (60C, 5 minutos); Extrato etanolico, EtOH; Fracao
hexanica, Hex; Fracdo em acetato de etila, AcOEt; F racdo hidroalcodlica, H ,0O/MeOH; Extrato
aquoso, H ,0.

As manchas reveladas na placa | indicam que o extrato metandlico (MeOH), o
etanolico (EtOH) e a fracdo hexanica (Hex) apresentam perfis de substancias
apolares semelhantes. A fragdo hexanica concentra a maior parte dos componentes
apolares quando comparada com as fragcdes em acetato de etila e hidroalcodlica.
Observa-se que no caso da fracdo em acetato de etila (AcOEt) aparecem
componentes na parte inferior da placa que também aparecem na fragdo hexanica.
Na fracdo hidroalcodlica (H,O/MeOH) e no extrato aquoso (H,O) ndo se revelam
substancias de caracter apolar. A placa revelada com cloreto férrico indica que as
substancias fendlicas (manchas escuras na placa Il) estdo concentradas na origem
(maior interacdo com a fase estacionaria) indicando que sdo de caracter polar. No

extrato aquoso nao se revelaram substancias fendlicas.
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Os resultados das CCDC-FN indicam que o fracionamento por particdo
liquido-liquido foi eficiente, permitindo a separacdo das substancias apolares

daguelas de media e alta polaridade.

A Figura 6 apresenta os resultados da CCDC-FR dos extratos e das frages

correspondentes a época de seca.

FASE MOVEL:
Hex/Eter etilico/HOAC
80:16:4

-> Rf=0,59

Rf= 0,07 -0,14

S
u
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[l v

Figura 6. CCDC-FN das substéncias apolares nos extr atos/fragdes do pdlen coletado por

Melipona seminigra durante a época de seca. lll: Revelador acido fosfo molibdico; IV:
Revelador cloreto férrico. Extrato metanélico, MeOH (60C, 5 minutos); Extrato etandlico,

EtOH; Fracdo hexanica, Hex; Fragdo em acetato de et ila, AcOEt; Fracdo hidroalcodlica,

H,O/MeOH; Extrato aquoso, H ,0.

Essas amostras apresentaram um comportamento similar a amostra coletada
durante a época de chuva, quando reveladas com acido fosfomolibdico. No entanto,
ha diferenca entre os perfis observados na placa Il e na placa IV, revelados com
cloreto férrico. O perfil cromatografico da placa IV indica que essa amostra tem

certos componentes fendlicos que migram com a fase mével (manchas com Rfs
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entre 0,07 e 0,14 nas aplicagdes IV-MeOH, IV-EtOH, IV-AcOEt e mancha em Rf=
0,59 observada nas aplicagbes IV-MeOH e IV-AcOEt), o que ndo ocorreu com a

amostra da época de chuva.

Em relacdo aos solventes de extragcéo, os perfis dos componentes apolares
em metanol e em etanol sugerem que os dois solventes tém poder de extracéo
equivalente (aplicacdes MeOH, EtOH para a amostra da época de chuva e de seca).
E de salientar que o método de extracdo a quente (60 T, 5 minutos) configura-se
como um procedimento rapido para o monitoramento de componentes no pélen em

contraste com o método de maceracao que requer um tempo muito maior.

4.4.2. CCDC-Fase Reversa

Como observado nas placas V e VI (Figura 7), foi possivel detectar
substancias fluorescentes quando reveladas com NP-PEG no UV (365 nm), esse
comportamento é proprio dos flavondides (Wagner e Bladt, 1996). As duas amostras
apresentam duas manchas coincidentes em Rf=0,34 e Rf=0,48 (aplicagbes V-MeOH,
V-EtOH e VI-MeOH, VI-EtOH e VI-AcOEt), os outros componentes sao revelados
com cores e intensidades diferentes, indicando que a CCDC-FR permite um
monitoramento rapido dos perfis de flavondides em amostras de poélen. Salienta-se
que as fracfes em acetato de etila, tanto na amostra da época de chuva como na da
época de seca concentraram 0S componentes com caracteristicas fendlicas e, a

CCDC utilizando como revelador NP-PEG sugere que estes sejam flavondides.
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FASE MOVEL:
MeOH/H,O-TFA
7:3

- Rf=0,48

-> Rf=0,34
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Figura 7. CCDC-FR das substancias polares/fendlicas nos extratos/fracdes do pélen coletado
por Melipona semingra durante a época de chuva (V) e de seca (VI). Extra to metandlico, MeOH
(60C, 5 minutos); Extrato etandlico, EtOH; Fracéo hexanica, Hex; Fracdo em acetato de etila,
AcOEt; Fracédo hidroalcodlica, H ,0/MeOH; Extrato aquoso, H ,0. Revelador NP-PEG.

4.5. Estudo da atividade antioxidante dos extratos etanolicos e suas fracdes

4.5.1. Teor de fendlicos totais

Curva de calibracdo com &cido gélico: A partir dos dados de absorbancia em funcao

da concentracdo de acido géalico (mg/mL) (Tabela 10) foi construida uma curva de

calibragéo (Figura 8).

Tabela 10. Dados de Absorbancia em funcdo da concen  tragdo de acido galico (mg/mL).

Conc. (mg Acido Galico/mL) Al A2 A media = DP
0,250 1,300 1,326 1,313 +0,018
0,125 0,622 0,621 0,622 £ 0,001
0,063 0,293 0,306 0,300 £ 0,010

0,031 0,113 0,137 0,125 + 0,017
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Figura 8. Curva de calibracdo com &cido galico.
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O coeficiente de correlagéo linear (R?) da Equacdo 14 apresentou um valor

proximo a 1 indicando uma boa correlacao linear.

O teor de fendlicos totais foi estimado por interpolacdo dos dados de

absorbéancia dos extratos/fracdes na reta de regressao (Equacédo 14) da curva de

calibracdo de &acido galico. Os resultados sdo expressos como mg de acido

galico/mL de solucéo, (Tabela 11).

Tabela 11. Resultados comparativos do teor de fendi

amostras de pélen de Melipona seminigra coletados na época de chuva e de seca.

s totais para os extratos/fracBes das

Amostra Concentragao + DP
(mg A.G/mL)
Epoca de chuva
Extrato Etandlico 0,062 + 0,004
Fracao em Hexano 0,040 £ 0,005
Fracdo em Acetato 0,098 + 0,002
Fracdo hidrometanolica 0,036 + 0,005
Extrato aguoso 0,030 + 0,005
Epoca de seca
Extrato Etandlico 0,079 £ 0,003
Fracdo em Hexano 0,036 + 0,005
Fracao em Acetato 0,222 + 0,006
Fracao hidrometanolica 0,064 + 0,003
Extrato aquoso 0,034 + 0,005

A.G: acido galico
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O teor de fendlicos totais tanto para a amostra Mchuva como Mseca foi maior
nas fracoes em acetato de etila. Essa fragdo segundo os resultados de CCDC-FR
concentrou seletivamente substancias antioxidantes, presumivelmente flavondides.
Esse resultado é coerente com dados de literatura que indicam que o acetato de
etila € um solvente apropriado para concentrar substancias fendlicas, em particular
flavonoides e facilitar sua identificagcdo por técnicas cromatogréficas (CCD, CLAE),
(Wagner e Bladt, 1996). Os resultados indicam que a amostra da época de seca
apresentou um teor de fendlicos totais superior ao da amostra da época de chuva.
Para efeitos de compara¢do com dados publicados na literatura, o teor de fendlicos
totais nos casos dos extratos etandlicos e aquosos foram expressos em g de acido

galico/100 g de pdlen seco (Tabela 12).

Tabela 12. Teor de fendlicos totais nos extratos et  andlicos e aquosos expressos como g de
acido galico/100 g de pdolen seco de  Melipona seminigra.

Extrato Mc (chuva) Ms (seca)
g Ac. Galico / g Ac. Galico /
100 g polen seco 100 g polen seco
Extrato etandlico 1,34 2,19
Extrato Aquoso 0,43 0,85

O teor de fendlicos totais foi maior para a amostra da época de seca que para
aguela coletada durante a época de chuva. Para cada amostra 0s extratos aquosos

apresentaram teores de fenolicos totais inferiores aos extratos etandlicos.

Estudos realizados com poélen coletado por Apis mellifera na Espanha (Serra
Bonvehi, et al., 2001) indicaram um valor médio de fendlicos totais (F.T) de 1,24 g de
acido galigo/100 g de pdlen seco (método espectrofotométrico). As amostras desse
estudo foram classificadas como monoflorais com predominancia do pélen da

espécie vegetal Cistus ladaniferus. Pesquisas no Brasil (Carpes, et al.,, 2008) com
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polen coletado por Apis mellifera nos Estados de Parana, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul apresentaram um teor médio de F.T. de 30,77 mg acido galico por
grama de pdlen seco. As amostras foram caracterizadas como heteroflorais e
contendo predominantemente pdélen da familia Asteraceae seguida de Brassicaceae,
Myrtaceae e Arecaceae. Em relacdo a esses estudos, os teores de fendlicos totais
dos extratos em etanol do polen coletado por M. seminigra na cidade de Manaus
durante a estacdo de chuva e de seca exibem valores que sé@o superiores ao valor
médio de F.T. das amostras da Espanha e inferior ao médio de F.T. do pdlen do Sul
do Brasil para a espécie Apis mellifera. Segundo Serra-Bonvehi e colaboradores
(2001) resultados maiores ou iguais a 1,2 g de acido galigo por 100 gramas de pélen
seco sdo elevados em comparacdo com outros alimentos, constituindo o pélen

coletado por Melipona seminigra uma fonte importante de substancias polifendlicas.

As variagbes observadas no teor de fenolicos podem ser atribuidas as
diferencas na origem botanica. Os resultados deste trabalho sugerem que um
aumento da participacdo do poélen dominante de Miconia dispar possa ser
responsavel pelo aumento de fendlicos totais em 169 % da amostra da época de
seca, em comparacdo com a amostra da época de chuva, jA que 0s outros
componentes majoritarios presentes na amostra de chuva (Mimosa pudica,
Myrtaceae) diminuem para dar lugar a uma composi¢ao praticamente monofloral na
amostra do periodo de seca. Diferencas na natureza e niveis das substancias
polifendlicas/flavondides indicariam que a efetividade, como antioxidantes
(sequiestradores de radicais livres), de varios polens florais e portanto das misturas
de pélen coletadas e armazenadas pelas abelhas, pode variar amplamente como
exposto por Campos e colaboradores (2003). No presente trabalho as evidéncias

indicam que o pasto apicola identificado fornece pdlens que apresentam
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consideravel teor de substancias fendlicas e sua composi¢cdo varia no tempo. No
entanto, para estabelecer se esse pasto apicola é o melhor, faz-se necessario

comparar amostras de diferentes anos e de diferentes lugares.

4.5.2. Estudo da capacidade de sequestro do radical livre DPPH -

A partir da equacdo da reta dos gréficos da porcentagem de capacidade de
sequestro do radical livie DPPH- (%CS) em fungé&o da concentracdo (das series de
diluicbes dos extratos, fracdes e do controle positivo) foi estimado o parametro
%CSs0 em pg/mL, que expressa a concentracdo (massa) de substrato que causa 50

% de perda da atividade (cor) do radical DPPH-).

Calculo da %CSso_de quercetina (Controle Positivo): Com os valores calculados de

% CS em funcgéo da concentracdo de quercetina (ug/mL) foi construido o grafico da

Figura 9.
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Y= 6,6756 x + 5,2026 (Eq. 15)
R2=0,9984

% CS

Concentracado de Quercetina (ug/mL)

Figura 9. Curva de calibracédo linear da %CS em fun¢g 8o da Concentracdo ( pg/mL) de quercetina
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O coeficiente de correlacéo linear (R? da Equacdo 15 apresentou um valor

proximo a 1 indicando uma boa correlacéo linear.

O valor calculado de %CSs para a quercetina a partir da equacgéao da reta (Eq.
15) foi de 6,71 £ 0,21 pg/mL. Esse dado constitui uma referéncia da atividade
antioxidante de uma substancia de carater polifendlico com reconhecidas
propriedades antioxidantes como é a quercetina.

%CSs0= X =50-5,2026 =6,71+0,21 pg/mL
6,6756

As fracbes em acetato de etila apresentaram a maior capacidade de
sequestro (%CSsp) frente ao radical livre DPPH, seguidas pelos extratos em etanol
(Tabela 13). As fragbes em hexano e 0s extratos aquosos nao apresentaram
atividade antioxidante a concentragdes inferiores a 3500 ug/mL e por esse motivo 0s

seus valores de %CSs5p nao foram determinados (Tabela 13).

Tabela 13. Resultados comparativos da capacidade de sequestro do radical livre DPPH - dos
extratos/fragGes de polen de  Melipona seminigra coletados na época de chuva (Mchuva) e de
seca (Mseca).

Amostra %CSso (Mg/mL)
Estacdo de chuva
Extrato etandlico 322,2 +0,011
Fracdo em hexano >3500
Fracao em acetato 33,38 +£0,892
Fragc&o hidrometandlica 780,9 +£ 0,035
Extrato aquoso > 3500
Estacao de seca
Extrato etandlico 1445 £ 0,010
Fracdo em hexano >3500
Fracdo em acetato 24,58 + 0,949
Fracdo hidrometandlica 1525 +£0,116
Extrato aguoso > 3500

Substancia de Referéncia

Quercetina 6,71 £0,210
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A analise da atividade antioxidante através do método fotométrico com o
radical DPPH vem sendo utilizada em varios estudos com produtos apicolas como
polen (Campos et al.,, 2003; Leja et al., 2007; Silva et al., 2006), prépolis
(Kumazawa, 2004) e mel (Meda, 2005). Em relagdo ao poélen de Meliponineos,
praticamente o Unico estudo que permite estabelecer comparagcfes com a presente
pesquisa foi realizado por Silva e colaboradores, (2006) com pdlen coletado por
Melipona subnitida no Estado da Paraiba. A amostra foi classificada manualmente
em cargas de cor amarelo e cargas de cor marrom. A andlise palinolégica mostrou
que Mimosa gemmulata (Mimosaceae) foi a espécie predominante (98,95 %) nas
cargas amarelas enquanto que graos de Fabaceae (89,84%) predominaram nas
cargas marrons. A capacidade de sequestro do radical livre foi expressa como ECsg
(ug/mL). Os extratos/fracdes mostraram atividade antioxidante frente ao radical
DPPH" na seguinte ordem: fragdo acetato de etila>extrato em etanol>fracdo em
hexano. Os valores de ECsoforam 41,9 £ 0,2; 104,5 +0,5; 212,0 £ 0,5 yg/mL para as
cargas amarelas e 43,7 + 0,3; 106,1 = 1,3; 236,5 £ 2,3 yg/mL para as cargas

marrons.

Os polens coletados por M. seminigra na cidade de Manaus durante as
estacdes de chuva e de seca apresentaram um comportamento similar. A ordem de
atividade antioxidante frente ao radical livre DPPH- foi: fragdo em acetato de
etila>extrato em etanol>fracdo hidroalcodlica. As fragcbes em hexano apresentaram
atividade antioxidante desprezivel com esse teste e a menor atividade determinada
foi para a fracdo hidroalcodlica. As fracbes em acetato de etila da amostra coletada
no periodo de chuva (%CSso= 33,38 + 0,892 ug/mL) e de seca (%CSsp 24,58 + 0,949
Mg/mL), que resultaram serem as mais ativas neste estudo, apresentaram uma

diferenca significativa entre os dois periodos de coleta como determinado pelo teste t



79
(Anexo A) num nivel de confianca de 95 % (P=0,05). Portanto, pode-se afirmar que

nas condi¢cdes analisadas a amostra da época de seca é mais ativa que a amostra

da época de chuva.

4.5.3. Estudo da capacidade de reducéo de Fe (lll)

A partir dos dados de absorbéancia em funcdo da concentracdo de

Fe(SO,4)7H,0 (uM) foi construida uma curva de calibracao (Figura 10).

2,50
Y= 10,1095 x + 0,0093 (Eq. 16) |
200 - R?=0,9943
.©
2 1,50
«@
=
o
8 1,00
<
0,50 A
0,00
0 5 10 15 20
Concentracao, UM de Fe(ll)

Figura 10. Curva de calibracdo com padréo de Fe(SO ,)7H,0

O coeficiente de correlagéo linear (R? da Equacdo 16 apresentou um valor

proximo a 1 indicando uma boa correlacéo linear.

Os valores de absorbancia para cada extrato/fracdo foram interpolados na
curva de calibracdo com Fe(SO,4)7H,0 e os resultados da capacidade redutora de

Fe (llIl) foram expressos como uM de Fe(ll)/g de extrato seco.
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A tabela 14 apresenta os resultados da variagdo na capacidade de reducao
de Fe (lll) dos extratos e das fracdes do polen coletado por Melipona seminigra em

funcéo do periodo de coleta.

Tabela 14. Resultados comparativos da capacidade de reducdo de Fe (lll) dos extratos e das
fracbes de polen coletado pelha abelha  Melipona seminigra durante a estagdo de chuva e de
seca.

Amostra Mchuva Mseca

uM Fe (Il) + DP MM Fe (II) £ DP
Extrato em etanol 1,53+0,01 3,42+0,01
Fracdo em hexano 0,06 +£0,01 0,09 + 0,02
Fracao em acetato 6,77 £0,40 10,85+ 0,04
Fracao hidroalcodlica 0,49 £ 0,01 0,19 £ 0,08
Extrato aquoso 0,03 +0,02 0,04 +0,01

Valores maiores de Fe (II) (uM) detectados no meio reacional indicam uma
maior capacidade das substancias presentes para reduzir Fe (lll) e formar
complexos estaveis com Fe (Il). Os resultados da capacidade de reducéao de Fe (lIll)
a Fe (Il) dos extratos/fracbes de M. seminigra tanto para Mchuva como para Mseca
seguem a ordem: fracdo em acetato de etila>extrato em etanol>fracéo
hidroalcoolica>hexano>extrato aquoso. Comparativamente a atividade dos
extatos/fracbes foi maior para a Mseca, com excecdo da fracdo hidroalcoodlica na
qual a amostra da chuva foi mais ativa. Em todos os casos as diferencas séo
estatisticamente significativas determinadas pelo teste t a um nivel de confianca do
95 % (P=0,05). A eficacia dos extratos/fracbes do podlen da abelha M. seminigra
dependera da estabilidade dos complexos formados com Fe(ll), jA que em certas
condicOes bioldgicas (presenca de H,O,) pode-se apresentar um efeito pré-oxidante
que levaria a reacOes indesejaveis do tipo Fenton (formacdo de radicais livres

hidroxilos e peroxilicos) (Mauricio, 2006).
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A partir dos resultados pode-se dizer que houve uma correlagéo positiva entre
os teores de fendlicos totais dos extratos etandlicos e a atividade antioxidante
determinada pelo método de sequestro do radical livre DPPH-e pelo método da

capacidade de reducéo do Fe (1), tal como pode ser visualizado na Tabela 15.

Tabela 15. Correlagdo entre o teor de fendlicos tot  ais e os resultados da atividade antioxidante
para os extratos etandlicos e as fragfes em acetato de etila.

Amostra Mchuva Mseca

FT.®  9%CSs UM FT.®  9%CSs UM
Extrato em etanol 0,062 322,2 1,53 0,079 1445 3,42
Fracdo em acetato 0,098 33,38 6,77 0,222 24,58 10,85
@ Fendlicos totais expressos como como mg de acido ga lico / mL de solucéo.

Esses resultados podem ser atribuidos a variagdo na origem botanica das
amostras coletadas durante o periodo de chuva e o periodo de seca. Os resultados
observados sugerem que uma maior porcentagem do podlen de Miconia dispar
estaria contribuindo no aumento do teor de F.T assim como também no aumento da
capacidade de sequestro de radicais livres e de reducédo de Fe(lll) para a amostra

Mseca.

4.6. Estudo dos perfis quimicos por Cromatografia L  iquida de Alta Eficiéncia

(CLAE)

4.6.1. Pré-tratamento das amostras:

O estudo da atividade antioxidante revelou que os extratos etanolicos e as

fracbes em acetato de etila sGo as amostras mais ativas. Essas amostras foram

submetidas a um pré-tratamento conforme descrito no item 3.8.2 da metodologia.
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Os cromatogramas correspondentes ao pré-tratamento dos extratos
etandlicos do polen de Melipona seminigra coletado na época de chuva e na época
de seca seguindo o procedimento descrito sdo apresentados nas Figuras 11 e 12.
Pode-se observar que a fracdo aquosa (F1) é livre de componentes de média
polaridade. No caso das duas fragBes eluidas com ACN:H,O-TFA 1:1 observa-se
que a primeira fracdo eluida com 50 mL dessa fase moével (F2) concentra a
totalidade dos componentes de média polaridade e ndo foi necessario utilizar um
volume adicional de solvente. Portanto, as fracdes purificadas pelo pré-tratemento
SEPPAK selecionadas para a resolucdo dos seus componentes por CLAE foram as
fracbes F2 correspondentes a cada época de amostragem, amostras denominadas

como Mch-EE-F2 (época de chuva) e Msec-EE-F2 (época de seca).
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Figura 11. Cromatogramas das fracBes obtidas por ex tragcdo em fase sélida do extrato
etandlico do pélen de Melipona seminigra coletado no periodo de chuva (a) fracdo aquosa
eluida com 5 mL de H ,O/TFA pH 2,0; (b) primeira fracdo eluida com 5 mLd e ACN/H,O/TFA pH
2,0 e (c) segunda fragdo eluida com 5 mL de ACN/H ,O/TFA pH 2,0. Comprimento de onda ( %)
254 nm.
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4.6.2. Andlise de componentes por CLAE

As Figuras 13 e 14 apresentam os cromatogramas obtidos para as amostras
purificadas Mch-EE-F2 e Msec-EE-F2 em 254 e 280 nm. Os picos assinalados nos
cromatogramas foram utilizados como parametros de comparacao entre os periodos

de coleta de chuva e de seca nos dois comprimentos de onda.
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Figura 13. Perfil RPHPLC da fracao purificada (Mch- EE-F2) a partir do extrato etandlico do
pélen de Melipona seminigra coletada no periodo de chuva, (a) comprimento de o nda (A) 254
nm, (b) comprimento de onda ( A) 280 nm.
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Figura 14. Perfil da fracdo purificada (Msec-EE-F2) a partir do extrato etanédlico do extrato
etandlico do polen de Melipona seminigra coletada no periodo de seca, (a) cumprimento de
onda (A) 254 nm, (b) cumprimento de onda ( A) 280 nm. Na figura 14, os picos 1’, 2’, 2a’ e 3’
séo utilizados como parametros de comparagédo entre os periodos de coleta de chuva e de
seca nos dois comprimentos de onda (ver Figura 13).

4.6.3. Comparacao qualitativa dos perfis CLAE de fe  nolicos/flavonoides

Os perfis cromatograficos dos extratos etandlicos do pdlen de Melipona

seminigra coletados nos periodo de chuva e de seca (Figuras 13 e 14) podem ser
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analisados tendo em conta trés zonas de elui¢ao: (i) entre 0 e 30 minutos, (ii) entre

30 e 50 minutos e (iii) entre 50 e 70 minutos.

Na primeira zona as duas amostras apresentaram alguns picos néao resolvidos
e de baixa intensidade entre os 8 e 19 minutos. Em 20 minutos as duas amostras
apresentam um pico bem resolvido (1 e 1’) seguido por um pico em 26 minutos para
a amostra Mch-EE-F2 (2) e dois picos para a amostra Msec-EE-F2 em 26 (2') e 28

minutos (2a’).

Na zona comprendida entre 30 e 50 minutos pode-se dizer que os perfis das
duas amostras sao similares, sendo a principal diferenca o pico em 34,4 min (3) que
apresenta uma maior intensidade relativa na amostra Mch-EE-F2 que na amostra

Msec-EE-F2 (3).

Na zona entre 50 e 70 minutos os picos apresentam melhor resolugao
cromatografica e como no caso anterior observa-se que os perfis sdo similares,
sendo a principal diferenca a maior intensidade relativa das bandas na amostra

Msec-EE-F2.

Os perfis cromatogréficos (Figuras 13 e 14) refletram a variagdo na
composicao das substancias fendlicas/flavondides do podlen coletado pela abelha M.
seminigra durante a estacdo de chuva e durante a estacdo de seca. Segundo os
resultados as duas amostras exibem perfis quimicos similares sendo a intensidade
do pico 3 e 3 a principal diferenca. As variagdes observadas podem ser
relacionadas com as mudangas na origem botanica das duas amostras. Em geral

observa-se que os picos tém uma maior intensidade de absor¢cdo na amostra do
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periodo de seca que na amostra do periodo de chuva. A diminuigdo da intensidade
da absorcao do pico 3' na amostra de seca pode estar relacionada com a diminui¢céo
da participacao dos tipos polinicos da familia Myrtaceae e da espécie Mimosa pudica
nessa amostra para dar lugar a um perfil mais representativo da espécie Miconia

dispar (95,60 %).

O método de andlise do perfil das substancias fendlicas/flavonoides por CLAE
estd baseado principalmente no uso do detector ultravioleta. Neste trabalho o
emprego do detector UV com arranjo de diodos (DAD) permitiu a obtencdo dos
espectros de absor¢do no UV na faixa entre 200 e 400 nm dos picos que eluem da
coluna de tal forma que pudessem ser comparados com 0s espectros dos padrbes
analisados com fins de identificagdo. P6de ser constatado que varios dos picos nos
perfis cromatograficos (Figuras 13 e 14) apresentaram maximos de absorgéo entre
254-280 nm e entre 350-370 nm, 0s quais sao proprios dos flavonoides. Essas
substancias exibem tipicamente dois maximos de absorcdo entre 240-285 nm
(Banda II) e entre 300-550 nm (Banda I). A variagdo nessas faixas depende do
modelo de hidroxilagdo e do grau de substituicdo das hidroxilas. As variacbes na
substituicdo do anel A tendem a ser refletidos na banda Il de absor¢do, enquanto
que as alteracdes nas substiuicbes dos anéis B e C tendem a ser mais aparentes na

banda | (De Ugaz, 1994), (Esquema 12).

Esquema 12. Esqueleto basico dos flavondides (R=OH ).
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4.6.4. Injecéo de padrdes de substancias fendlicas

Para identificar os componentes presentes nas fragdes purificadas Mch-EE-
F2 e Msec-EE-F2 injetaram-se padrdes auténticos de substancias fendlicas descritas
no item 3.8.4. Os tempos de retencdo das substancias testadas sdo apresentados

na Tabela 16.

Tabela 16. Tempos de retengdo dos padrdes das subst ancias fendlicas injetadas. Volume de
injecdo 20 pL. Concentracdo: 0,1 pg/ pL

Padrao Classe da substancia Tempo de retencao
_ i (minutos)
Acido galico Acido benzdico 9,769
Acido 3,4-diidrobenzdico Acido benzéico 11,481
Acido clorogénico Ester de &cido cinamico 12,826
Catequina Flavan-3-ol 12,856
(-)-epicatequina Flavan-3-ol 14,634
Acido Caféico Acido cinamico 14,825
Acido siringico Acido benzoico 14,873
(-)-epigalocatequina Flavan-3-ol 15,165
Acido p-cumarico Acido cinamico 20,154
Rutina Flavonol glicosidado 22,234
Acido sinapico Acido cinamico 22,822
Miricetina Flavonol 36,860
Quercetina Flavonol 46,614
(+/-)-naringenina Flavanona 58,460
Apigenina Flavona 62,678

Kaempferol Flavonol 66,693
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Conforme esses resultados, a eluicdo por classes de substancias seguiu em
geral a ordem: acidos benzdicos, flavanadis, acidos cindmicos, na faixa compreendida
entre 8 e 23 minutos, seguida pelos flavondis, flavanonas e flavonas na faixa
comprendida entre 30 e 70 minutos. Por comparagao dos tempos de retengédo dos
picos nos perfis cromatograficos (Figuras 13 e 14) com os tempos de retencdo dos
padrdes, constatou-se que oito das substancias testadas poderiam estar presentes
nas amostras Mch-EE-F2 (chuva) e Msec-EE-F2 (seca), entre eles, acido p-
cumarico, rutina, acido sinapico, miricetina, quercetina, naringenina, apigenina e

kaempferol.

Os espectros UV das substancias padrdo que se considerou estarem

presentes nas amostras Mch-EE-F2 e Msec-EE-F2 sao apresentados na Figura 15.

4.6.5. Estudo do efeito da matriz de dissolugcdo nos tempos de retencao de

substancias fendlicas: injecdo de mistura de padrée S

Para estudar o efeito da matriz de dissolugédo sobre os tempos de retengao
dos padrdes acido p-cumarico, rutina, acido sinapico, miricetina, quercetina,
naringenina, apigenina e kaempferol foi preparada uma mistura contendo 50,0 pL de
cada padrédo na concentracdo 0,10 mg/mL. A mistura foi resolvida com o mesmo
sistema cromatografico (Seccdo 3.8.3) utilizado para as amostras Mch-EE-F2 e
Msec-EE-F2. Volume de injecdo 20,0 yL. O cromatograma obtido apresenta-se na

Figura 16 e os tempos de retencao encontram-se na Tabela 17.
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Figura 16. Cromatograma da mistura de padrfes selec  ionados.

Observa-se gue na figura 16 aparece um pico a menos que o numero total
esperado (oito), isso ocorre porque o0 acido sinapico e a rutina coeluem nessa
condicdo, consequientemente somente um pico com tempo de reten¢cao 22,4 minutos
€ observado. Em geral, para todos os padrdes testados o tempo de retencao variou
ligeiramente quando injetados em uma mistura devido ao efeito da matriz de

dissolucéo. O flavondide kaempferol foi aquele que apresentou a maior variacao.
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Tabela 17. Tempos de retencdo dos padrdes acido p-cumarico, rutina, acido sinapico,
miricetina, quercetina, naringenina, apigenina e ka  empferol injetados em forma isolada e em
uma mistura.

Padrao Tempo de retencao Tempo de retengao
(minutos) (minutos)
Injecdo: separada Injecdo: mistura

Acido p-cumarico 20,154 20,213
Rutina 22,234 22,449
Acido sinapico 22,822 22,449
Miricetina 36,860 36,908
Quercetina 46,614 46,769
Naringenina 58,460 58,563
Apigenina 62,678 62,832
Kaempferol 66,693 67,739
4.6.6. Identificacdo das substancias fendlicas: co-  injecao de padrdes

Para determinar a presenca dos padrdes testados na secao anterior foram
feitas co-injecbes das amostras Mch-EE-F2 e Msec-EE-F2 com cada substancia.
Para isso uma aliquota da amostra foi misturada com uma quantidade conhecida de
padrao. Calculou-se uma adicdo de massa do padrao para se obter um aumento da
intensidade do pico de interesse em aproximadamente quatro vezes. Cada aliquota
foi resolvida com o sistema cromatografico do item 3.8.3. O aumento da intensidade
dos picos no cromatograma original (Mch-EE-F2, Figura 13 e Msec-2EE-F2, Figura
14) em um tempo de retencdo ja identificado para um padréo auténtico pemitiu
confirmar a presenca ou auséncia da substéancia na amostra. Os cromatogramas
obtidos para a amostra Mch-EE-F2 s&o apresentados nas Figuras 17 a 19 e nas
Figuras 20 a 22 para a amostra Msec-EE-F2. Os tempos de retencéo e as areas dos

picos obtidas nas coinjecdes apresentam-se na Tabela 18.
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Figura 18. Cromatogramas das co-injecdes da fracdo Mc-EE-F2, obtida por pré-tratamento do
polen de Melipona seminigra coletado na época de chuva com os padrdes (d) miri  cetina, (e)
guercetina. Fase movel A: TFA pH 2,0. Fase movel B:  ACN. Gradiente: 0-5 min (0-18 % B), 5-25
min (18 % B), 25-30 min (18-28 % B), 30-65 min (28 % B), 65-70 min (28-0 % B). Fluxo 1,0
mL/min. Volume de injecdo: 50 HL. As setas indicam o0s tempos de retencdo nos quais
observou-se um aumento da area de pico devida a coe  luicao de um padréo.
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Figura 20. Cromatogramas das co-injec6es da fracdo Ms-EE-F2, obtida por pré-tratamento do
polen de Melipona seminigra coletado na época de seca com os padrdes (a) acido p-cumarico ,
(b) rutina, (c) acido sinapico. Fase mével A: TFAp H 2,0. Fase mdvel B: ACN. Gradiente: 0-5 min
(0-18 % B), 5-25 min (18 % B), 25-30 min (18-28 % B ), 30-65 min (28 % B), 65-70 min (28-0 % B).
Fluxo 1,0 mL/min. Volume de injecdo: 50 L. As setas indicam os tempos de retencdo nos
quais observou-se um aumento da area de pico devida a coeluicao de um padrao.
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500

(g) Co-injecdo com apigenina
N (h) Co-injecdo com kaempferol

Ms-EE-F2, obtida por pré-tratamento do

genina, (g)
. Fase movel B: ACN. Gradiente: 0-5 min

(0-18 % B), 5-25 min (18 % B), 25-30 min (18-28 % B ), 30-65 min (28 % B), 65-70 min (28-0 % B).

Fluxo 1,0 mL/min. Volume de injecdo: 50
guais observou-se um aumento da area de pico devida

HL. As setas indicam os tempos de retencdo nos

a coeluicao de um padréo.



100

Tabela 18. Comparacao entre os tempos de retengdo n o perfil cromatografico (sem co-injegéo)
e 0s tempos de retencdo nas co-injecdes para as fra  ¢Bes Mch-EE-F2 e Msec-EE-F2 obtidas por
pré-tratamento do pélen de Melipona seminigra coletado na época de chuva e de seca.

Padrao Tempo de Area do Tempo de Area do Resultado A
retencao pico sem retencao pico na
(min) sem  co-injecao (min) co-injecao
co-injecao co-injencéo

Amostra Mch-EE-F2 (chuva)
Acido p-cumarico 20,330 54246 20,800 261179 ++ 0,470
Rutina -- -- 22,710 2129989 - --
Acido sinapico -- -- 22,676 950482 - --
Miricetina 37,201 81104 37,013 120534 + 0,188
Quercetina 47,119 79587 46,371 197049 + 0,748
Naringenina 59,368 56349 59,581 379649 + 0,213
Apigenina 62,747 3480900 63,645 4423795 - 0,898
Kaempferol 65,475 72519 69,494 34289 - 4,019
Amostra Msec-EE-F2 (seca)
Acido p-cumarico 20,593 309383 19,842 842323 ++ 0,751
Rutina /MeOH -- -- 22,746 1193916 - --
Acido sinapico -- -- 22,770 531352 - --
Miricetina 35,993 123332 35,821 322440 + 0,172
Quercetina 47,551 333997 46,295 715062 + 1,256
Naringenina 60,220 110843 58,747 424347 + 1,473
Apigenina 63,972 6287295 63,668 3730798 - 0,304
Kaempferol 66,410 328704 69,403 56205 - 2,993

(++)  Oresultado da co-injecdo sugere a presenca da substancia na amostra.
(+) O resultado da co-injecdo ndo é conclusivo sobre a presenca de substancia na amostra.
) O resultado da co-injec&o confirma a auséncia da substancia na amostra.
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O espectro de absorcdo no ultravioleta do padrédo do acido p-cumarico e 0s

espectros dos picos que eluem em 20,330 minutos (Mch-EE-F2) e 20,593 minutos

(Msec-EE-F2) se apresentam na Figura 23.
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romatografico da amostra Msec-EE-F2.

Baseado nos tempos de retencdo da amostra e dos padrfes e na analiase

comparativa dos espectros dos espectros de absorcdo na regidao ultravioleta, os

picos que eluem em 20,330 min e 20,593 min para Mch-EE-F2 e Msec-EE-F2

respectivamente foram identificados como acido p-cumarico.

Os picos que eluem em 37,013 e 35,821 minutos; em 46,371 e 46,295

minutos e em 59,581 e 58,747 minutos para Mch-EE-F2 e Msec-EE-F2,
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respectivamente, foram identificados como miricetina, quercetina e naringenina com
base na coindidéncia dos tempos de retencdo com as substancias-padrédo e no
aumento da é&rea dos picos com adicdo de padrdo. Nesses Uultimos casos a
evidéncia nao é conclusiva devido a dificuldade para obter os espectros UV a partir

dos perfis cromatograficos das amostras.

4.7. ldentificacdo da substancia fendlica isolada: andlise do espectro de RMN

H

Pelo procedimento de isolamento por CLAE semi-preparativa obtiveram-se

seis fracdes como apresentado no cromatograma da Figura 24.
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Figura 24. Cromatograma da fragdo Mch-EE-F2, obtida  por pré-tratamento do extrato etanélico
do polen coletado por Melipona seminigra durante o periodo de chuva, resolvida por CLAE
semi-preparativa em fase reversa. Fase mével A: TFA  pH 2,0. Fase mével B: MeOH. Método
isocratico: 45 % B. Tempo: 40 minutos. Fluxo: 12 mL  /min.

A partir da fracdo No. 5 foi obtido 0,9 mg de um sélido amarelo amorfo,

soltivel em metanol. O espectro de RMN *H da amostra (Anexo A) indicou tratar-se
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de um flavondide glicosilado. Observou-se a presenca de dois anéis aromaticos. O
anel A com a presenca de dois hidrogénios aromaticos em posicdo meta
caracteristicos de anéis aromaticos dissubstituidos provenientes da via do acetato,
H-6 em 0 6,22 como um dubleto com constante de acoplamento de 2,0 Hz e H-8 em
0 6,39 como um dubleto com constante de acoplamento de 2,0 Hz. No anel B,
observou-se a presenca de trés hidrogénios aromaticos em posicdo orto e meta,
caracteristicos de anéis aromaticos trissubstituidos provenientes da via chiquimato,
H-2" a & 7,34 com um dubleto com acoplamento de 2,0 Hz, H-5" a © 6,92 como um
dubleto com acoplamento de 8,3 Hz e H-6’ a 7,31 ppm como um duplo dubleto com

acoplamentos de 8,3 e 2,4 Hz.

A unidade de ramnosil é indicada pela presenca do hidrogénio anomérico H-
1” a 5,36 ppm como um dubleto com acoplamento de 1,5 Hz e de hidrogénios de

uma metila em dubleto (J=6,3 Hz) a & 0,95.

Todos os sinais observados no espectro de RMN de *H dessa substancia sdo
apresentados na Tabela 19. Os sinais foram comparados com os dados da literatura

(Muzitano et al., 2006) indicando tratar-se da substancia 3-O-ramnosil-quercetrina.



Tabela 19. Deslocamentos quimicos de RMN
metanol deuterado (MeOD-d4)
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'H observados para 3- O-ramnosil-quercetrina em

Posicdo Oy [mult., J (Hz)] Oy [mult., J (HzZ)], Literatura®
Aglicona

6 6,22 d (2,0) 6,19d (2)

8 6,39 d (2,0) 6,37 d (2)

2’ 7,34d (2,0) 7,36 d (2,07)

5’ 6,92 d (8,3) 6,93 d (8,3)

6’ 7,31dd (8,3; 2,4) 7,29 dd (8,32; 2,07)
1" 5,36 d (1,5) 5,37 d (0,93)

2" 4,22 m 419 m®

3” 3,75 dd (9,0; 3,5) 3,89 dd (9,70; 3,70)
47 @ 3,35 dd (9,70; 9,70)
5" @ 3,87 dd (9,70; 6,20)
Me 0,95d (6,3) 1,10 d (6,20; 8)

 Muzitano et al. (2006). Campo magnético 300 MHz.

Mult: multiplicidade.
@ ® sinal sobreposta com CD  ;0D.

J: constante de acoplamento em Hz.

A estrutura da substancia isolada apresenta-se no Esquema 13.

Esquema 13. Estrutura do flavonéide quercetina-3-

OH

gy OH

Tl H4"
2" CI—F3 OH

1II OH 3||
H H

O-ramnosideo (quercetrina).
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CONCLUSOES

O poélen coletado por Melipona seminigra tanto da estacdo de chuva como da
estacdo de seca na cidade de Manaus demostrou ser uma fonte importante de

nutrientes e energia.

A andlise da origem botanica indicou que a espécie Miconia dispar
(Melastomateaceae) foi a principal fonte de pélen para a abelha Melipona seminigra
durante os periodos de coleta, abril (chuva) e agosto (seca) de 2008, no meliponario

do Grupo de Pesquisas em Abelhas do INPA na cidade de Manaus.

A amostra de poélen coletado por Melipona seminigra correspondente a estagdo
de seca apresentou teores de extrativos em agua e em etanol maiores que a

amostra de chuva.

As amostras tanto da estacdo de seca como da estacdo de chuva apresentaram
perfis de componentes apolares similares quando analisados através de
cromatografia em camada delgada comparativa em fase normal (CCDC-FN). As
duas amostras revelaram a presenca de substancias fendlicas, especialmente
flavondides como observado através de cromatografia em camada delgada
comparativa em fase reversa (CCDC-FR). Os métodos desenvolvidos para a analise
por CCDC-FN e FR demonstraram ser eficazes para o monitoramento rapido da

composi¢cado de componentes apolares e fendlicos nas amostras de polen.

O teor de fendlicos totais expresso em g de acido galico/ 100 g de polen seco foi

maior para a amostra da época de seca (2,19 g A.G/100 g) que para a amostra da
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época de chuva (1,34 g A.G./100 g). Os valores determinados sao inferiores ao valor
médio publicado por Carpes e colaboradores (2008) para amostras de pdlen da

abelha Apis mellifera coletadas no Sul do Brasil.

Os extratos/fracdes do pdlen coletado por Melipona seminigra correspondentes a
estacdo de chuva e a estacdo de seca apresentaram atividade antioxidante frente a
radicais livres e capacidade de reducéo de Fe (lll). Nos dois casos a atividade foi
maior nas fracbes em acetato de etila. Os resultados sugerem que a maior atividade
dessas fragcbes € resultado da maior concentracdo das substancias

fendlicas/flavonoides nesse extrato.

Foi desenvolvida uma metodologia por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
que permite obter os perfis quimicos dos componentes fendlicos do podlen da
Melipona seminigra. Isso incluiu o desenvolvimento de um procedimento para o pré-
tratamento das amostras através de extracdo em fase solida (com SEPPAK-C18)
visando (i) a diminuicdo de substancias apolares de carater ndo fendlico que podem
danificar a coluna e portanto diminuir seu tempo de vida (ii) concentrar os compostos
fendlicos de média polaridade que se considera sejam 0s responsaveis pela
atividade antioxidante. O método de analise consiste em um gradiente ndo linear
utilizando como fase movel (A) H,O acidificada com TFA, pH 2,0 e fase movel (B)
ACN. Esse método configura-se como uma ferramenta importante para a realizacao
de futuras andlises de caracterizacdo do polen coletado por abelhas sem ferrdo na

cidade de Manaus.

Qualitativamente, os perfis cromatograficos de fendlicos/flavonéides das amostras

do pdlen coletado por Melipona seminigra durante a estacéo de chuva e de seca séo
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similares sendo a principal diferenca o pico que elue em 34,4 minutos. As mudancas
nos perfis podem ser asociadas a variacdo na origem boténica das amostras, sendo
o perfil da amostra de seca mais representativo de uma composi¢cdo monofloral com

base na espécie Miconia dispar (95,60 % como polen dominante).

Com base nos resultados dos tempos de retengcdo, a co-cromatografia e a
comparacao dos espectros UV, os picos que eluem em 20,330 minutos e 20,593
minutos nos perfis cromatograficos dos extratos etanodlicos purificados (extracdo em
fase solida) da época de chuva e de seca foram identificados como &acido p-

cumarico.

Os picos em 37,013 e 35,821 minutos; em 46,371 e 46,295 minutos e em 59,581
e 58,747 minutos para a amostra de chuva e de seca respectivamente, foram
identificados como miricetina, quercetina e naringenina com base na coincidéncia

dos tempos de retencdo e no aumento da area dos picos.

O componente principal da fracdo resultante do pré-tratamento por extracdo em
fase solida do extrato etandlico da amostra da época de chuva foi purificado por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em escala semi-preparativa em fase
reversa. A anélise dos dados espectroscopicos (RMN de *H) indicaram tratar-se da

guercetina-3-O-ramnosideo (quercetrina).
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ANEXO A. Contraste de significagdo t para a comparacdo das médias dos
parametros fisico-quimicos e da atividade antioxidante de duas amostras de pdlen
de Melipona seminigra (Mchuva e Mseca) coletadas no meliponario do Laboratorio

de Pesquisa em abelhas do INPA na cidade de Manaus.

Para decidir se a diferenca entre duas médias x; e x, € significativa, isto €&,
para contrastar a hipotese nula Ho: x;= X,, pode ser aplicado o Contraste de
significacao t (Miller, J.N e Miller, J.C, 2002). No presente trabalho as médias x; se
correspondem com as meédias obtidas para a amostra de podlen de Melipona
seminigra coletada durante o periodo de chuva (Mchuva) e x, com a amostra

coletada durante o periodo de seca (Mseca).

O estatistico t calculou-se a partir da Equacéo 17:

t= (X, — X2) / s« V(1/ny + 1/ny)  (Eq 17)

Onde (s) estimou-se a partir de:

s’=[(n1 — 1) s1® + (N2 — 1) s]/(n1 + n2 - 2) (Eq 18)

Se o0 valor de t experimental (sem ter em conta o significado) € maior que
certo valor critico entdo a Ho é rejeitada. Os valores de t para um determinado nivel
de significacdo encontram-se em tabelas estatisticas. Quanto menor é o nivel de
significacdo menor € a probabilidade de rejeitar a hipétese nula (Ho) quando esta &
verdadeira. O método de Contraste de significacdo t (Miller, J.N e Miller, J.C, 2002)

supde que as amostras extraem-se de populagdes com desvios padrao iguais.
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Para provar se a diferenca entre as variancias das duas amostras foi

significativa, isto &, para provar Ho: 01 = 0,%, calculou-se o estatistico F:

F: s:%/s,” (Eq 19)

Onde 1 e 2 dispdem-se na equacéo de modo que F seja sempre = 1.

O contraste de significacdo F foi aplicado aos paréametros fisico-quimicos

(composicéo centesimal) para provar a existéncia de diferencas entre as variancias

de cada parametro para as amostras Mchuva e Mseca (Tabela 20).

Tabela 20. Calculo do estatistico F para as amostra s Mchuva e Mseca.

Parametro MS1 MS2
(amostra chuva) (amostra seca)
S1 S, F= /s, F2.1 (0,05
Umidade 0,55 0,59 1,19 799,5
Proteina 0,28 0,01 767,0 799,5
Lipidios 0,12 0,14 1,25 799,5
Cinzas 0,01 0,02 4,10 799,5

s1: Desvio padrdo do parametro fisico-quimico da amostra Mchuva
s;: Desvio padrdo do parametro fisico-quimico da amostra Mseca
F: Estatistico F

F(0.,05): Estatistico F para um nivel de significagéo do 0,05.

Como em cada caso o valor de F calculado foi menor que o valor de F; 1 (0,05
nao existe uma diferenca significativa entre os desvios padrao de cada parametro

em um nivel do 5 %.
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A Tabela 21 apresenta os resultados do contraste de significacdo t para
determinar se as médias de Mchuva e Mseca para cada parametro sé&o

significativamente diferentes.

Tabela 21. Contraste de significacdo t entre os parametros fisico-quimicos das amostras
Mchuva e Mseca.

Parametro s? S tcalculado It] t4 (P=0,05)
Umidade 0,326 0,571 22,5 22,5 2,78
Proteina 0,032 0,179 -13,1 13,1 2,78
Lipidios 0,013 0,116 -6,81 6,81 2,78
Cinzas 2,7 E-04 0,016 -19,1 19,1 2,78

Para todos os parametros o valor de |t| foi maior que o valor de t4 (p=o,05).
Nesse caso a diferenca entre os dois resultados foi significativa ao nivel do 5 % e a

hipotese nula foi rejeitada.
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ANEXO B. Espectro de RMN *H em MeOD (d-4) em 500 MHz do flavonoéide quercetina-3-O-ramnosideo (quercetrina).



121

L.

0.0ov

0006

0.005
=
& % S
3 X i i =
E 0004 EEE- = ::
i o e o e
i i & 2T
] Y
E o003 o & o
= o 2 i
o T
= ==
Iid-! =
0.002 o

0.om

l} PORRP——T MWLM

z 1.22 1.04 0.04 1.10
b b [ — o

r.0 6.5 6.0 5.5
Chemical Shift (ppm)

ANEXO C. Ampliacéo do espectro de RMN *H em MeOD (d-4) em 500 MHz do flavonéide quercetina-3-O-ramnosideo (quercetrina).
0:5,0a 7,0 ppm.
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