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RESUMO

O polen apicola ¢ produzido pelas abelhas, mediante a aglutinagdo do pdlen das flores
misturado ao néctar e as suas substancias salivares. H4 tempos este produto vem sendo
utilizado como complemento alimentar na nutricdo humana, pois representa uma importante
fonte de nutrientes e substincias antioxidantes, que ajudam a prevenir diversas doengas
degenerativas e cardiovasculares. O poélen mais estudado em todo o mundo € o coletado pela
abelha Apis mellifera, e pouco se conhece sobre a constituicdo quimica do polen coletado por
abelhas sem ferrdo. Além dos métodos convencionais de anélise da composi¢do de alimentos,
um método que pode ser empregado na andlise de polen ¢ a Espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN), que aliada a métodos quimiométricos permite determinar
similaridades ou diferengas na composi¢do quimica das amostras. Portanto, o objetivo deste
trabalho foi determinar a composi¢do quimica, as caracteristicas fisico-quimicas e o potencial
antioxidante do polen coletado pelas abelhas sem ferrao amazonicas Melipona seminigra e M.
interrupta, provenientes do Melipondrio do Grupo de Pesquisas em Abelhas do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia, em Manaus — AM. Os resultados das analises quimicas e
fisico-quimicas do polen coletado por M. seminigra e M. interrupta foram respectivamente,
53,39% e 37,12% de umidade no poélen fresco; 12,55% e 8,85% de umidade no pdlen
liofilizado; 11,34% e 6,86% de proteinas; 10,8% e 6,47% de lipidios; 4,03% e 2,74% de
cinzas; 9,3% e 13,65% de fibras; 51,94% e 61,4% de carboidratos; valor calorico de
311,3kcal% e 310,7kcal%; solidos totais de 46,60% e 62,87%; pH de 3,70 e 3,34; e atividade
de agua de 0,91 e 0,85. Apenas o pH do polen coletado pelas duas espécies de abelhas e o
percentual de proteina do pdlen coletado por M. interrupta estava em desacordo com o
Regulamento Técnico Brasileiro de Fixacdo de Identidade e Qualidade de polen apicola. Nas
analises por cromatografia em camada delgada comparativa foi possivel observar manchas
caracteristicas de substincias fendlicas, principalmente no poélen de M. seminigra, o qual
apresentou atividade antioxidante. Por espectroscopia de RMN de 'H foi possivel identificar
sinais caracteristicos das substancias o e B-glicose, alanina, etanol e acido acético, indicando
que o polen pode passar por fermentagdao do tipo acética. As analises dos dados de RMN de
'H por quimiometria permitiram constatar que as abelhas sem ferrdo amazénicas estdo
coletando podlen de diferentes origens florais e, portanto, com diferentes composi¢des
quimicas, tanto na mesma estagao climatica, quanto em estagdes climaticas diferentes. O
polen coletado pelas abelhas amazonicas parece ser um complemento alimentar muito valioso
do ponto de vista nutricional, pois além de conter diversos nutrientes importantes para a
manutencdo da saude, apresenta também atividade antioxidante, que pode ajudar na
prevencao de diversas doencas.



ABSTRACT

Bee pollen is produced by bees through the assemblage of pollen mixed with nectar from
flowers and their salivary substances. There are times has been used as a food supplement in
human nutrition, and represent an important source of nutrients and antioxidants that help
prevent many degenerative and cardiovascular diseases. Pollen most studied worldwide is
collected by honeybee Apis mellifera, and little is known about the chemical makeup of pollen
collected by stingless bees. Besides the conventional methods of analysis of food
composition, a method that can be used in the analysis of pollen is the Nuclear Magnetic
Resonance Spectroscopy (NMR), with chemometric methods to determine similarities or
differences in chemical composition of samples. Therefore, the objective was to determine the
chemical composition, physical-chemical and antioxidant potential of pollen collected by
Amazon stingless bees Melipona seminigra and M. interrupta, from Meliponary Bee
Research Group of National Institute of Amazonian Research in Manaus - AM. The results of
chemical analysis and physical-chemical properties of pollen collected by M. seminigra and
M. interrupta were respectively 53.39% and 37.12% moisture content in fresh pollen, 12.55%
and 8.85% moisture in lyophilized pollen, 11.34% and 6.86% protein, 10.8% and 6.47 % Fat,
4.03% and 2.74% ash, 9.3% and 13.65% fiber, 51.94% and 61.4% carbohydrate, caloric value
of 311.3kcal% and 310.7kcal%, total solids of 46.60% and 62.87%, pH 3.70 and 3.34 and
water activity of 0.91 and 0.85. Only the pH of the pollen collected by the two bee species and
the protein percentage of pollen collected by M. interrupta was at odds with the Technical
Regulations Brazilian Fixing the Identity and Quality of pollen. In the analysis by
comparative thin layer chromatography was possible to observe characteristic spots of
phenolic substances, mainly in the pollen of M. seminigra, which showed antioxidant activity.
By "H NMR spectroscopy was possible to identify characteristic signals of substances o and
B-glucose, alanine, ethanol and acetic acid, indicating that pollen is the kind acetic
fermentation. The analysis of 'H NMR data by chemometric revealed that Amazonian
stingless bees are collecting pollen from different botanical sources and therefore with
different chemical compositions, in both the season, as in seasons same. The pollen collected
by bees from Amazon, seems to be a very valuable food supplement nutritional standpoint, as
well as contain several important nutrients for maintaining health, also has antioxidant
activity, which can help prevent several diseases.
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1 INTRODUCAO

O polen apicola (ou pao de pdlen) é produzido pelas abelhas mediante a aglutinacao
do pdlen das flores misturado ao néctar e as substancias produzidas pelas glandulas salivares
das abelhas (BRASIL, 2001), como as enzimas a ¢ B-glucosidase (SERRA-BONVEHI e al.,
2001). Estas buscam o poélen, para se alimentar, em um conjunto de plantas que ¢ diferente
para cada espécie de abelha (KERR et al., 2001). O pdlen, por ser de origem floral, pode ter
sua composi¢do nutricional variavel (HERBERT & SHIMANUKI, 1978; STANDIFER,

1967) conforme a regido ou estagdo do ano (MODRO et al., 2007).

O poélen, a exemplo do mel, ha tempos vem sendo utilizado na nutricdo humana
(DADANT, 1966), e apresenta em sua composi¢do macronutrientes como proteinas, lipideos
e carboidratos, bem como micronutrientes e substancias bioativas como as vitaminas, 0s
minerais, carotenoides, flavonoides e fitosterois (ALMEIDA-MURADIAN et al., 2005;
SERRA-BONVEHI ef al, 2001), que podem apresentar atividade antioxidante
(VILLARREAL et al., 2009) e ajudar a prevenir diversas doencas degenerativas e

cardiovasculares (CORTOPASSI-LAURINO & GELLI, 1991).

Hé séculos o pdlen coletado pelas abelhas ¢ usado na medicina popular para prevenir
e/ou aliviar constipagcdo, gripe, ulcera, envelhecimento precoce (HANSSEN, 1979;
LYNGHEIM & SCAGNETTI, 1979), rinite alérgica (BOYE, 1990), hepatopatias
(JUZWIAK, 1993) e teratogenia (ZHAO et al., 1989; ZHAO et al., 1990). Estes representam
apenas alguns dos motivos pelos quais o polen vem sendo utilizado como alimento alternativo

e/ou suplemento alimentar (SOMERVILLE et al., 2005; SOMERVILLE et al., 2006).

A abelha Apis mellifera Linnaeus, 1758, é conhecida no Brasil como abelha

africanizada, por ser um polihibrido entre as abelhas exdticas, oriundas da Europa e da Africa
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(GONCALVES, 1974), e que estocam o pdlen em células marginais de qualquer favo de cria.
Ja as abelhas sem ferrdo, conhecidas também como abelhas indigenas ou meliponinios, sao
nativas de florestas tropicais como a floresta Amazonica e estocam o pdlen em potes de

cerume no interior da colénia (NOGUEIRA-NETO, 1997).

As abelhas transportam o pélen, até a colmeia, compactado com néctar nas corbiculas
do seu terceiro par de pernas traseiras (VIT & SANTIAGO, 2008). Apos algum tempo de
estocagem, as abelhas sem ferrdo regurgitam substincias glandulares dentro do pote com

polen para que este fermente e possa ser consumido por elas (KERR et al., 1996).

Além da nutricdo das abelhas, o polen também ¢ consumido tradicionalmente pelos
seres humanos como fortificante ou remédio, adicionado ao mel (alimento conhecido como
saburd), puro desidratado (ALMEIDA-MURADIAN, 2006), ou em capsulas industrializadas,
como um complemento alimentar. No entanto, o pélen mais estudado em todo o mundo ¢ o
coletado pela espécie de abelha 4. mellifera, e pouco se sabe sobre a constituicao quimica do
polen coletado por abelhas sem ferrdo. Neste sentido, ¢ importante conhecer suas
caracteristicas fisico-quimicas e composi¢do quimica, a fim de tipificar o produto obtido de
diferentes regides, climas e espécies de abelhas, para realizar um melhor controle de
qualidade e incentivar a criagdo de abelhas sem ferrdo para extragdo comercial de seus

produtos.

Segundo a Instru¢do Normativa n° 3, de 19 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001), que
trata do Regulamento Técnico para Fixagdo de Identidade e Qualidade de Pélen Apicola, e ¢é
baseada em polen de A. mellifera, para que o mesmo seja comercializado, seu perfil deve ter
as seguintes caracteristicas: umidade maxima de 30%; teor de cinzas maximo de 4%; lipidios,

minimo de 1,8%; proteinas, minimo de 8%,; agucares totais de 14,5 a 55,0%, fibra bruta,
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minimo de 2%, acidez livre maxima de 300 mEq/kg e pH de 4 a 6 (BRASIL, 2001;
MARCHINI et al., 2006), resta saber se as caracteristicas do poélen coletado por abelhas sem

ferrdo estdo de acordo com o exigido por este regulamento.

Tal Regulamento recomenda diferentes métodos convencionais para a analise do poélen
apicola quanto as suas caracteristicas quimicas e fisico-quimicas. No entanto, para facilitar o
controle de qualidade deste produto, além dos métodos convencionais de andlise de alimentos,
um método que pode ser empregado na andlise dos diferentes tipos de polen ¢ a
Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), uma técnica moderna que
permite, em uma Unica medida, a observa¢do das substincias passiveis de serem detectadas
pela técnica e, presentes na amostra, inclusive em misturas complexas. No entanto, frente a
um numero muito grande de espectros, a comparagao visual para a distin¢do entre eles torna-
se bastante trabalhosa devido ao elevado niimero de informagdes neles contidas. Neste
contexto, o uso de programas estatisticos nos permite distinguir, com clareza, as sutilezas
tanto em relacdo a variagao dos constituintes quimicos quanto a sua quantidade (DEFERNEZ

& COLQUHOUN, 2003).

Ferramentas como os métodos quimiométricos sao muito valiosas na avaliagao dos
perfis presentes nos espectros de RMN de 'H, pois permitem analisar similaridades ou
diferengas na composi¢do quimica das amostras e até mesmo, possiveis marcadores quimicos
de origem geografica, espécie-especifica e/ou sazonal. A analise por componentes principais
(PCA) bem como a analise de agrupamentos hierarquicos (HCA), nao s6 apresentam as
relagdes entre amostras e variaveis, como também transformam dados complexos em dados
mais simples e ressaltam as informagdes mais relevantes, por isso estdo sendo muito

empregadas na analise de dados de RMN (MASSART et al., 2001).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a composicdo quimica e as caracteristicas fisico-quimicas do podlen
coletado pelas abelhas sem ferrdo amazonicas Melipona seminigra e Melipona interrupta,
visando um melhor conhecimento dos constituintes desse alimento, principalmente os de

importincia na nutricdo e saude humana.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar o teor de umidade, proteinas, lipidios, cinzas, fibra bruta, carboidratos
metabolizaveis e valor energético de amostras de polen coletadas em colonias das

espécies de M. seminigra e M. interrupta.

e Analisar as caracteristicas fisico-quimicas quanto ao pH, sdlidos totais e atividade de
agua, das amostras de podlen, coletadas de coldnias, das espécies de abelha sem ferrao

M. seminigra e M. interrupta.

e Verificar a presenca de compostos fendlicos por cromatografia de camada delgada
(CCD) e a atividade antioxidante de extratos etandlicos de pdlen, coletado pelas

abelhas nativas M. seminigra e M. interrupta.

e Realizar andlise semiqualitativa da composi¢do quimica de extratos metanolicos
brutos de poélen, coletado de colonias das espécies de abelha M. seminigra e M.

interrupta, por meio da técnica de Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear.

e Analisar amostras de polen coletado pelas abelhas sem ferrdo M. seminigra e M.
interrupta, através da analise de dados de RMN de '"H por Quimiometria nas duas

diferentes estacdes climdticas (periodo seco e chuvoso) de Manaus — AM.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Importancia das abelhas sem ferrao

As abelhas sem ferrdo sdo conhecidas assim por possuirem seu aparelho de ferrdo
atrofiado (KERR et al., 2001), sendo esse um dos fatores que facilita o manejo destas

espécies, comparado ao da espécie A. mellifera, que possui ferrao.

Segundo Kerr (1998) as espécies de meliponineos sdo encontradas, em grande parte,
nas florestas tropicais (mais de 60%), sendo que a floresta Amazdnica, com sua rica
biodiversidade, ¢ conhecida como “o ber¢co natural e mundial das abelhas sem ferrao”

(VIEIRA et al., 2008).

Ha muitas espécies de abelhas sem ferrdo ainda desconhecidas pela Ciéncia. No
entanto, sdo muito conhecidas pelas populacdes tradicionais que sabem ha muito tempo dos

beneficios que elas podem oferecer (FRAZAO & SILVEIRA, 2004).

A importancia das abelhas sem ferrdo para regido Amazodnica ¢ incalculavel, ndo
apenas pelos produtos por elas produzidos (Figura 1): mel, polen, cerume e propolis, mas
também, pela polinizagdo das plantas (KERR et al., 2001), ja que sdo responsaveis por 40 a
90% da polinizacdo da flora nativa, de acordo com o ecossistema (KERR et al., 1996), além
da dispersdo de sementes de espécies de importancia madeireira (BACELAR-LIMA et al.,

2006).
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Figura 1 — Potes com pdlen. A - Polen armazenado em colonia de Melipona seminigra (Foto de
Francini, I. B.); B — Pote aberto com polen em detalhe (Foto de Alves, R. M. O).

O processo de polinizagdo ocorre quando os graos de pdélen de uma flor (gametas
masculinos) passam para o estigma (receptor do aparelho feminino) de outra flor da mesma
espécie, o que ¢ propiciado pelas abelhas quando forrageiam de flor em flor e, deste modo,
auxiliam na fertilizagcdo das plantas resultando na produgdo de frutos e sementes

(IMPERATRIZ-FONSECA, CONTRERA & KLEINERT, 2004).

No entanto, muitos ninhos de meliponineos, de diversas espécies, vém sendo
destruidos por ac¢des humanas, como os desmatamentos e queimadas, que destroem a
vegetagdo do entorno, ja que a maioria das abelhas sem ferrdo nidifica em ocos de arvores de
médio porte (CARVALHO, 2001). Os meleiros também destroem os ninhos para a retirada do
mel e muitas vezes desperdicam os outros produtos que poderiam ser aproveitados, podendo

até eliminar a colonia (FRAZAO & SILVEIRA, 2004).

E necessario dar maior atencdo as abelhas sem ferrdo, pois caso as abelhas sejam
destruidas, as plantas que dependem de fecundacdo por estes insetos, em breve, poderao

desaparecer, uma vez que terdo sua producao de sementes reduzida. Portanto, o declinio das
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populagdes de abelhas pode acarretar queda na produtividade agricola (WITTER et al., 2009)

de diferentes culturas.

3.2 Meliponicultura

A criacdo de abelhas sem ferrdo, atividade economica denominada Meliponicultura,
apresenta aspectos de sustentabilidade bastante atrativos: possui baixo custo com manejo das
colonias (FRAZAO & SILVEIRA, 2004); ndo exige grandes espagos e nem muito trabalho,
comparados aos da rocga, pesca e criacao de gado; e constitui uma atividade rentavel a médio e

longo prazo (VIEIRA et al., 2008).

A Meliponicultura para fins paisagisticos e economicos representa uma alternativa de
sustentabilidade e conservagio (REGO et al., 2008), pois visa aliar a criacdo de abelhas sem
ferrdo e o manejo de seus produtos, a conservacdo do meio ambiente (KERR et al., 1996,
BUSTAMANTE et al., 2008). Além disso, ajuda a gerar renda aos produtores, a manter a

floresta em pé, e seus produtos, como o podlen, podem ser usados na nutricao da humana.

Estes sdo apenas alguns dos motivos pelos quais ¢ importante conhecer e aprender a

manejar as espécies de abelhas sem ferrdo corretamente na Meliponicultura.

3.3 Caracterizacio das espécies utilizadas no estudo

3.3.1 Melipona seminigra

No Estado do Amazonas, a abelha M. seminigra Cockerell, 1919 pode ser encontrada

desde o baixo rio Purus passando pela regido de Manaus e, ao norte ao longo do rio Negro
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(PERALTA et al., 1999). O niimero de abelhas presentes na coldnia ¢ de, aproximadamente,
1.300 individuos adultos que sdo pouco agressivos (CARVALHO-ZILSE, 2006;

PORTUGAL-ARAUJO, 1978).

A entrada caracteristica do ninho em forma de trombeta raiada e curta torna-a
conhecida popularmente como urugu-boca-de-renda ou jandaira (PORTUGAL-ARAUJO,

1978; PERALTA et al., 1999) (Figura 2).

Figura 2 — Abelha Melipona seminigra. A - Entrada caracteristica do ninho (Foto: Rebelo, K. S.); B —
Colonia em caixa de criagdo padronizada (Foto: Paolineli, V.).

Estudos apontam a M. seminigra como potencial polinizadora de véarias espécies

vegetais (MARQUES-SOUZA e al., 2002; PORTUGAL-ARAUJO, 1978).

Por ser uma espécie muito produtiva, ¢ muito procurada por meleiros (extrativistas) e
pode ser eliminada rapidamente de nossa floresta. Segundo Kerr (2002), esta espécie ¢
classificada como presumivelmente ameacada de extingdo, merecendo atengdo

conservacionista, sendo a criacdo em cativeiro uma boa estratégia para sua preservagao.



24

3.3.2 Melipona interrupta

A espécie M. interrupta se destaca por ter sido uma das primeiras a serem criadas para
producdo de mel no Brasil. Esta espécie tem uma ampla distribuicdo geografica, ocorrendo
desde o Panama até o estado do Maranhdao (KERR, 1996). Na Amazodnia, ¢ conhecida
popularmente como jupard ou jandaira preta da Amazonia, podendo ser encontrada desde
Manaus até¢ a Guiana Inglesa (PERALTA et al., 1999) sendo polinizadora de varias espécies

vegetais (MARQUES-SOUZA, 1996; MARQUES-SOUZA et al., 2002).

A colonia dessa espécie € constituida, em média, por 5.000 operarias, 250 machos e
uma rainha (Figura 3). As operarias medem cerca de 1,3 cm e sdo pouco defensivas. A

entrada do ninho desta espécie ¢ feita de resina misturada com barro endurecido de cor

esbranquicada (KERR, 2002).

Figura 3- - Abelha Melipona interrupta. A — Entrada do ninho. (Foto: Vilas, H. C.); B — Coldnia em
caixa padronizada. (Foto: Zilse, N.).
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3.4 Polen como um alimento funcional

Os alimentos que contém compostos bioativos, como as substancias antioxidantes,
podem ser chamados de alimentos funcionais (PENNINGTON, 2002). Substancias como
certas vitaminas, minerais, polifendis, entre outras, apresentam papéis importantes na
promogao da saude, prevenindo doengas associadas a acdo dos radicais livres (SOARES et
al., 2003), como problemas cardiovasculares, muitas formas de cancer e o processo de

envelhecimento (GOH et al., 2003).

O uso de medicamentos, tabagismo, condi¢des nutricionais, consumo de alcool e
poluicao do ar, influenciam a diminui¢do dos niveis de agentes antioxidantes nas células
(ROE, 1992). Todavia, as defesas antioxidantes do organismo podem ser recuperadas por

meio da ingestdo de dietas apropriadas ou suplementos vitaminicos (CARAGAY, 1992).

O papel dos alimentos, que contém substancias antioxidantes, na prevencao de
doencas tem sido cada vez mais refor¢ado com o aparecimento de evidéncias que indicam a
importancia dos radicais livres e outros oxidantes como responsaveis por doengas
degenerativas associadas ao envelhecimento (ATOUI et al, 2005; PEREZ-JIMENEZ &

SAURA-CALIXTO, 2006).

O polen pode ser considerado um alimento funcional devido ao seu alto valor nutritivo
e teor de compostos fenolicos (LEJA et al., 2007, MARGHITAS et al., 2009), que lhe
conferem atividades antioxidantes (ALMARAZ-ABARCA et al., 2007; CARPES et al., 2008;
LEBLANC et al., 2009; VILLARREAL et al., 2009) e sao capazes de reduzir o risco de

doengas cronicas (LUTHRIA, 2006).
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A composi¢ao nutricional do polen apicola consiste de proteinas, lipidios, fibras,
minerais como o potassio, fosforo, calcio, sodio, magnésio, ferro, cobre e zinco (MARCHINI
et al., 2006), vitaminas como a tiamina, riboflavina, nicotinamida, acido pantoténico,
piridoxina, meso-inositol, biotina e 4cido folico (CARPES, 2008), precursores de vitamina A
como o betacaroteno (ALMEIDA-MURADIAN et al, 2005; OLIVEIRA et al, 2009),
aminoacidos livres como a alanina, arginina, cisteina, glicina, histidina, isoleucina, leucina,
lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, entre outros (PARAMAS et al., 2006),
carboidratos como os agucares simples (QIAN et al., 2008) e o amido, além de esterois (DAY

et al., 1990).

A maior parte do pdlen apicola estudado e comercializado ¢ proveniente de colonias
da abelha A. mellifera. Porém, muitas abelhas sociais, como as abelhas sem ferrdo também
coletam e armazenam poélen (SILVA et al., 2006). Apesar do crescente consumo dos produtos
das abelhas brasileiras sem ferrdo, e consequente aumento da sua producdo, pouco se sabe
sobre suas propriedades nutracéuticas (SOUZA et al., 2004) e das caracteristicas dos seus

constituintes.

3.5 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A CCD ¢ a mais simples e a mais economica das técnicas cromatograficas quando se
pretende separacdo rapida e identificagdo visual. E um método fisico-quimico de separagdo
dos componentes de uma mistura, realizada através da distribuicao destes componentes entre
duas fases que estdo em contato. A cromatografia se desenvolve com a fase médvel migrando

através da fase estacionaria por a¢ao da capilaridade, processo denominado corrida (NETO,
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2003). Durante a passagem da fase mdvel sobre a fase estaciondria os componentes da mistura

migram de maneiras diferentes (COLLINS, BRAGA & BONATO, 1990).

Os reveladores, também denominados de agentes cromogénicos, sao agentes fisicos ou
quimicos que reagem com as substancias incolores separadas pela CCD, formando coloragdes
perceptiveis a olho nu. Num screening fitoquimico é conveniente aplicar-se mais de um
revelador para a caracterizacdo das substincias separadas. Alguns reativos sdo especificos
para a caracterizacdo dos grupos quimicos de compostos fendlicos como os flavonoides

(DOMINGUEZ, 1975).

O método fisico que utiliza a luz ultravioleta (UV) como revelador ¢ um dos métodos
mais usados para revelacao de substancias separadas por CCD. Por este procedimento, muitos
compostos podem ser visualizados por se tornarem fluorescentes. Este fendmeno ocorre
devido a existéncia de grupamentos chamados cromoéforos que sdo responsaveis pelo
fenomeno das cores, que ocorre em virtude dos elétrons, ao absorverem a luz ultravioleta,
passarem para um nivel mais excitado (o elétron passa para um orbital de maior energia -
estado instavel) e ao retornarem ao seu nivel fundamental (estado estavel — orbital de menor
energia), emitem um foton, que ¢ visto como fluorescéncia. As lampadas de ultravioleta
emitem energia e assim, os compostos organicos, quando expostos a luz UV na faixa da luz
visivel, absorvem energia eletromagnética o que permite detectar relagdes entre grupos
funcionais, como a conjugacao entre duas ou mais ligagcdes duplas ou triplas carbono-carbono
e carbono—oxigénio; entre ligacdes duplas e anéis aromaticos; e mesmo a presenca de anéis

aromaticos (MORRISON & BOYD, 1996).

O anisaldeido sulfurico quando aplicado a placa de CCD e aquecido a

aproximadamente 100 °C, é capaz de revelar monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos,
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triterpenos e polifendis através da observagdo de manchas arroxeadas, rosadas e
avermelhadas. O anisaldeido sulfurico também ¢ capaz de revelar 6leos essenciais na regiao
do visivel, pois os compostos dos 6leos essenciais demonstram forte colora¢do azul, verde,

vermelho e marrom (COSCIA, 1984).

A solugao de cloreto férrico (FeCls) a 3% em etanol atua como um agente oxidante, e
ajuda a detectar grupos hidroxilas (OH) aromaticos, como os flavonoides e taninos. Os
polifenois sdo oxidados pelo (FeCls) verificando-se o desenvolvimento de coloragdo escura
quase negra para os flavonoides e manchas escuras quase negras, azuladas ou esverdeadas
para os taninos. O cloreto de aluminio (AlICI3) 1% em etanol apresenta fluorescéncia amarela

na luz UV- 365 nm e ¢ capaz de revelar flavonoides e todos os alcaloides (SIMOES,1999).

3.6 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e Quimiometria aplicada a dados de RMN

Viérias técnicas analiticas tém sido aplicadas com sucesso na investigacdo dos
constituintes quimicos dos produtos apicolas (KOSHIO & MURADIAN, 2003; PADOVAN
et al.,2003; PARK, MASAHARU & ALENCAR, 2000). A RMN tem sido utilizada com este
objetivo, pois ¢ uma técnica ndo destrutiva, que dispensa processos demorados de preparo e
purificacao de amostras, sendo um procedimento rapido e que ainda apresenta a vantagem de
mostrar em um unico espectro todas as possiveis classes de substancias presentes na amostra e

que estejam em quantidades detectaveis (GIL et al., 2003; LOLLI et al., 2008).

O principio da RMN se baseia nas medidas da absor¢ao de ondas de radio por nucleos

imersos em um campo magnético. Com o retorno do nucleo excitado ao estado inicial ocorre
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a emissao de energia no dominio temporal (em fun¢ao do tempo), € que, apds a Transformada

de Fourier, passamos para o dominio de frequéncias, obtendo-se assim os espectros de RMN.

Os espectros de RMN, obtidos de material vegetal, geralmente apresentam uma grande
quantidade de informagdes, muitas vezes com sinais sobrepostos e¢ com alto grau de
semelhanca entre diferentes amostras, o que pode dificultar a interpretacdo dos dados quando
¢ analisado um grande niimero de amostras (LEAO, 2010). No entanto, para auxiliar a analise
dos dados de RMN, uma ferramenta muito 1til ¢ a Quimiometria, que facilita a avaliagao das
similaridades e diferengcas na composicdo quimica das amostras (BELTON et al., 1998).
Segundo Lido ef al. (2010), uma forma de aperfeicoar as analises quimiométricas ¢ selecionar

as variaveis mais importantes para a discriminag@o entre os grupos ou classes de amostras.

A definicdo do conceito de quimiometria pode ser entendida como a disciplina
quimica que emprega métodos matematicos e estatisticos para planejar e selecionar condi¢des
otimas de medidas, a fim de potencializar o entendimento das informag¢des de um conjunto de

dados quimicos, apresentando-os de forma mais simplificada (BEEBE, 1998).

A RMN aliada a quimiometria tem sido empregada com sucesso na andlise de
alimentos. Vérios trabalhos ja foram publicados, dentre eles: a caracterizagdo das variedades
de macas utilizadas em sucos de frutas (BELTON et al., 1998), o controle de qualidade de
cerveja (DUARTE et al., 2002), de 6leos de oliva (MANNINA et al., 2003) e outros dleos
vegetais (PRESTES et al., 2007), o estudo da origem geografica de vinhos (BRESCIA et al.,
2002; KOSIR et al., 2001), a detec¢do de adulteracdo em sucos de laranja (VOGELS ef al.,
1996), a discriminagdo entre tomates convencionais e geneticamente modificados (LE GALL

et al., 2003) e entre cafés do tipo ardbica e robusta (TAVARES et al., 2005).
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Consonni e Gatti (2004) aplicaram o método quimiométrico PCA aos espectros de
RMN de 'H de vinagres balsimicos e verificaram diferencas entre os que passaram por
diferentes periodos de envelhecimento, que podem estar relacionadas a concentracao de acido

acético, HMF (5-hidréximetil-2-furfural), acido malico e glicose.

Trabalhos realizados com mel de 4. mellifera tém mostrado resultados excelentes,
onde foi possivel discriminar, utilizando as técnicas de RMN de 'H e SNIF-NMR em
conjunto, amostras de diferentes méis (silvestre, de eucalipto, de laranjeira, de assa-peixe e de

cana-de-agucar) coletadas no estado de Sao Paulo (BOFFO et al., 2007).

3.6.1 Analises Exploratorias

A andlise exploratéria dos dados ¢ utilizada para agrupar amostras que possuam
caracteristicas comuns a um grupo, e distingui-las daquelas com caracteristicas diferentes
(BOFFO, 2009; LEAO, 2010). Ela também auxilia na identificagdo de amostras nio usuais ou
outliers, que ndo seguem o padrdo das demais (FERREIRA et al., 1999). Além disso, as
correlagdes entre as variaveis sao analisadas simultaneamente, permitindo a extragdo de uma
quantidade maior de informagdes, muitas vezes impossivel de se obter quando as varidveis

sao analisadas individualmente (BEEBE et al., 1998).

Para a obtencdo dessas informagdes ¢ construida uma matriz de dados, cujas linhas se
referem aos espectros de RMN de H' obtidos das amostras, e as variaveis que correspondem
aos parametros dos experimentos (deslocamentos quimicos, intensidades e multiplicidades
dos sinais em nimero de pontos) referem-se as colunas (ALCANTARA, 2007; BOFFO,

2009). Esta matriz ¢ submetida a algumas operagdes matematicas prévias, com o objetivo de
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remover variacoes indesejaveis. As operagdes aplicadas as variaveis sdo denominadas de pré-
processamento, ja as aplicadas as amostras s3o chamadas de transformagdes (SANTOS,

2009).

Dentre os métodos exploratérios destacam-se a analise de componentes principais
(PCA) e analise de agrupamentos hierarquicos (HCA) (TAVARES, 2007). A PCA consiste na
manipula¢do de uma matriz de dados com o objetivo de projetar dados n-dimensionais em um
espaco com menos dimensdes. Em uma PCA ¢ possivel realizar a verificagdo do agrupamento
das amostras que sdo semelhantes entre si ¢ a discriminagao em classes daquelas diferentes
(LEAO, 2010). Neste método, os dados originais da matriz passam a ser representados por
novas variaveis chamadas de PCs, que sdo ortogonais entre si e construidas de forma que as
informagdes mais relevantes pertengam as primeiras PCs, e as de menor importancia,
pertengcam as ultimas (ALCANTARA, 2007; BOFFO, 2009). A primeira PC ¢ a combinagao
das variaveis que explicam a maior quantidade de variagdo dos dados. A segunda PC contém
0o maximo da quantidade de variagdo ndo explicada pela primeira e ¢ independente dela

(MASSART et al., 2001; WINNING et al., 2008).

Dois tipos de graficos podem ser gerados na analise por PCA, os graficos de scores e
os de loadings, cujos eixos sdo as PCs nas quais os dados sdo projetados. Em um grafico de
scores cada ponto corresponde a uma amostra. J4 no grafico de loadings cada ponto
corresponde a uma variavel, e evidencia as similaridades e as correlagdes entre as mesmas.
Além disto, este grafico evidencia quais variaveis sdo responsaveis pelas posicdes relativas
das amostras no grafico de scores (JALALI-HERAVI et al., 2004). Portanto, com auxilio

destes graficos ¢ possivel examinar as relacdes entre as amostras e as variaveis, além de
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estimar a influéncia de cada variavel em cada amostra e verificar quais sdo as informagoes de

maior ou menor importancia (BEEBE et al., 1998).

A Analise por Agrupamentos Hierarquicos - HCA ¢ uma ferramenta excelente para a
analise preliminar dos dados (BEEBE et al., 1998), sendo til para determinar a semelhanga
entre as amostras. Este método revela o agrupamento natural das amostras e o pardmetro
usado neste processo ¢ a medida de distdncia entre as amostras. Estas distancias, quando
visualizadas através de graficos denominados de dendrogramas indicam as amostras mais
semelhantes entre si, ou seja, quanto menor a distdncia entre os pontos, maior sera a
semelhanca entre as mesmas (BECKONERT et al., 2003; MASSART et al., 2001). Isto ¢
melhor observado através do indice de similaridade, que varia de 0,0 a 1,0, de maneira que 0,0

corresponde as amostras sem similaridades e 1,0 s amostras idénticas (LEAO, 2010).

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta das amostras

Todas as amostras de polen foram coletadas do Meliponario do Grupo de Pesquisas
em Abelhas (GPA) que se encontra no Campus Sede do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazoénia (INPA), e conta com uma area verde (mata secundaria) de 255ha situada na area
urbana de Manaus-AM e contigua ao fragmento florestal do Campus da Universidade Federal
do Amazonas - UFAM (~750ha) que apresenta areas de mata primdria e secundaria. As

abelhas utilizam ambas as areas para forrageio.

Para as andlises da composi¢do nutricional, perfil fisico-quimico, compostos fenolicos

e capacidade antioxidante, foram coletados aproximadamente 200 g de pdlen de colonias de
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cada espécie de abelhas sem ferrdo, M. seminigra ¢ M. interrupta, em margo de 2010. Os
potes de cerume, contendo pdlen em seu interior, foram retirados diretamente da melgueira
das caixas de criagdo racional das espécies selecionadas e transportados até o Laboratério do
GPA para que fossem desoperculados. As amostras foram homogeneizadas, liofilizadas por
oito horas, em liofilizador Terroni (LS-3000), maceradas ¢ armazenadas em frascos com

tampa, mantidos sob refrigeracao até o momento das analises.

Para a identificacdo das substincias quimicas, contidas no pélen, através da técnica de
RMN, as amostras de polen foram coletadas de duas diferentes colonias, de cada espécie de
abelha (M. seminigra e M. interrupta), nos meses de mar¢o/2010 e outubro/2010 formando,
portanto, oito amostras coletadas em dois diferentes periodos do ano. Estas amostras foram
misturadas, formando duas amostras, uma com o pélen de M. seminigra (mistura do polen
coletado em dois diferentes periodos do ano) e outra com o pdlen de M. interrupta (mistura
do pdlen também coletado em dois diferentes periodos do ano), com o intuito de utilizar

amostras mais representativas.

O periodo em que ocorrem chuvas na cidade de Manaus - AM costumar ser de
dezembro a maio, com o pico nos meses de fevereiro, marco e abril. O periodo de junho a
novembro ¢ considerado seco, quando a precipitacdo é escassa. No ano de 2010 ocorreu a
maior seca ja registrada no estado do Amazonas. No entanto, apesar da redugdo das chuvas no
referido ano, as amostras utilizadas nas analises de RMN e quimiometria foram coletadas no
inicio do més subsequente ao mais chuvoso (2/2010) e ao menos chuvoso (9/2010), que
correspondem aos meses de margo e outubro/2010, respectivamente, conforme dados do

INMET (Instituto Nacional de Meteorologia) (Figura 4).
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Instituto Nacional de Meteorologia - INMET

Chuva Acumulada Mensal X Chuva (Normal Climatolégica 61-90)
MANAUS (AM) - Para o Ano: 2010

Figura 4 — Grafico de chuva acumulada nos meses de janeiro a dezembro de 2010 em Manaus — AM.

FONTE: Retirado de <http://www.inmet.gov.br/sim/gera_graficos.php> Acesso em: 08 fev 2011.

Para a andlise quimiométrica em dados de RMN, foram coletadas 16 amostras de
polen (aproximadamente 2 g cada), sendo quatro amostras provenientes de quatro diferentes
colonias de M. seminigra no periodo chuvoso (inicio do més de marco), e mais quatro
amostras no periodo seco (inicio do més de outubro), destas mesmas quatro colonias. De

modo semelhante, foram coletadas as amostras de polen das colonias de M. interrupta.

4.2 Locais de analises

As analises do teor de umidade, fibra bruta, cinzas e a liofilizagao das amostras foram
realizadas no Laboratério de Tecnologia do Pescado I e II/UFAM. As anélises do teor de
proteinas, lipidios, do pH e da atividade de agua foram realizadas no Laboratério da Central

Analitica/UFAM. A andlise do perfil quimico por CCD e da atividade antioxidante de extratos
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etanolicos de polen foram realizadas no Laboratério de Bioprospeccao/INPA. Ja as analises
de RMN e de Quimiometria foram realizadas no Laboratéorio de RMN da Universidade

Federal de Sao Carlos (UFSCar), SP.

4.3 Determinacio da composicio quimica centesimal e analises fisico-quimicas

Para a determinagdo da composi¢do centesimal e caracteristicas fisico-quimicas, todas
as analises foram realizadas em triplicata. Amostras de polen fresco foram utilizadas nas
analises de atividade de agua, pH, sélidos totais e umidade, sendo que as outras analises

foram realizadas em base seca.

O teor de umidade foi avaliado (logo ap6s a coleta das amostras € novamente apds a
desidratacdo das mesmas) através de dessecagdo em estufa com circulagao de ar, a 70°C, até
peso constante (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008). Para isso, foram pesados, em balanga
analitica, dois gramas de polen, em cadinhos de aluminio previamente tarados. A cada trés
horas os cadinhos foram retirados da estufa, resfriados em dessecador, com silica gel, e
pesados em balanga analitica. A formula utilizada para o calculo foi a seguinte:

U - (AU — AS) x 100
N AU

Onde:

AU= amostra imida

AS= amostra seca
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O percentual de proteina foi analisado pelo método Micro Kjeldhal (AOAC, 1995),
aonde se determina o contetido de nitrogénio orgénico total da amostra, que nos alimentos
representa a maior parte do nitrogénio das proteinas. Foi realizada a digestdo de 0,1g de cada
amostra com acido sulftrico até que o carbono e o hidrogénio fossem oxidados, restando o
nitrogénio da proteina. As amostras foram diluidas com agua destilada, transferindo-as para
um baldo de 100 mL e completando o volume do baldo. Em seguida, retirou-se uma aliquota
de 10mL da amostra diluida e adicionou-se 10 mL de NaOH a 50% para a liberagdo do
nitrogénio (na forma de amdnia) que por destilagdo foi recolhido em uma solugdo de acido
borico. Através de titulagao com acido cloridrico (HCI) 0,02N padronizado, determinou-se a
quantidade de nitrogénio presente na amostra. Como catalisador, foi utilizada uma mistura
catalitica (1g) a base de sulfato de sddio, selenito de sédio e sulfato de cobre. O fator 5,6 foi
usado para a conversdo do teor de nitrogénio em proteinas. Para os calculos foram utilizadas
as seguintes formulas:

(VA—VB) x 0,02 x FC x 0,014 x 100

0 =
N% PAS

P% =N Xx5,6
Onde:

VA = volume da amostra

PAS = peso da amostra seca
VB = volume do branco

P = proteinas

FC = fator de corre¢ao do HCI
N = nitrogénio

Amostra diluida = PAS +10
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A determinagao de lipidios foi realizada através do método de Bligh-Dyer (BLIGH &
DYER, 1959), que consiste na extracdo dos lipidios com uma mistura de solventes
(cloroférmio, metanol e agua), a frio. As amostras foram misturadas com cloroférmio,
metanol e agua, numa propor¢cdo que formou uma s6 fase com a amostra (1:2:0,8). Em
seguida, foram adicionados mais cloroférmio (10 mL) e sulfato de soédio 1,5% (10 mL) de
maneira a formar duas fases distintas: uma de cloroférmio, contendo os lipidios, e outra de
metanol mais agua, contendo as substancias ndo lipidicas. A fase contendo o cloroférmio e os
lipidios foi isolada através de filtragem dos s6lidos (amostra) e descarte da fase metandlica e,
apods a evaporagdo do cloroformio em estufa a 100°C, foi obtida a quantidade de gordura por
pesagem. A quantificagdo foi realizada com as seguintes formulas:

PL x4 x 100

LT =
% PA

Onde:

LT = lipidios totais
PL = peso dos lipidios

PA = peso da amostra

O contetido de cinzas foi determinado por meio de incineragdo em mufla a 550°C
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008). Foram pesados cinco gramas das amostras em
capsulas de porcelana previamente taradas. As amostras foram carbonizadas para eliminar os
gases e dessa maneira evitar que incendiassem no interior do forno mufla, impedindo que
houvesse perdas desta maneira. Quando as amostras tornaram-se brancas, foram retiradas do
forno mufla, esfriadas em dessecador e pesadas. O célculo do percentual de cinzas foi

realizado utilizando-se a seguinte formula.
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CO/_PC><100
°T T pA

Onde:

C = cinzas
PC = peso das cinzas

PA = peso da amostra

Para a determinacdo do percentual de fibra bruta, foram pesados dois gramas de cada
amostra (secada e desengordurada) para a realizacdo de uma digestdo acida, com solucao de
acido sulfurico 1,25% por 30 minutos. Em seguida foi realizada a filtragem do &cido e
lavagem da amostra com agua para a realizagdo de uma digestao alcalina, com hidréxido de
sodio 1,25%, por mais 30 minutos. Apds a secagem das amostras em estufa, com posterior
pesagem, as mesmas foram incineradas em mufla a 550 °C, seguida de esfriamento e pesagem

dos cadinhos para a quantificagdo (AOAC, 1997).

FO/_RAX100
T pA

Onde:

F = fibra
RA = massa (g) do residuo da amostra no papel (dessecado)

PA = massa em grama da amostra inicial

O teor de carboidratos metabolizaveis foi calculado pela diferenca entre 100 e a soma

das porcentagens de 4gua, proteina, lipidios, fibras e cinzas (AOAC, 1997).

O valor energético foi calculado a partir dos teores de proteinas, carboidratos

metabolizaveis e lipideos, de acordo com os fatores de Atwater (4-4-9 kcal/g), aonde 1g de
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proteinas e carboidratos fornece 4 calorias, enquanto 1g de lipidios fornece 9 calorias

(MERRILL & WATT, 1973).

Para a determinagdo do pH por potenciometria, segundo as Normas Analiticas do
Instituto Adolfo Lutz (2008), foram misturados dez gramas da amostra triturada em 100
mililitros de agua destilada. O pH foi determinado utilizando-se um pHmetro digital,

previamente calibrado, modelo pHS-3B da Labmeter”, com eletrodo combinado.

A quantificacdo de solidos totais foi determinada por gravimetria, através da diferenca

entre o peso total da amostra fresca e o seu conteudo de umidade (CECCHI, 2003).

A atividade de agua, que consiste no teor de agua disponivel para o crescimento de
microrganismos, ¢ pode ser descrita como a relacdo entre a pressdo de vapor da solugdo ¢ a
pressdo de vapor do solvente puro (CORREIA-OLIVEIRA et al., 2008), foi analisada de
amostras de polen frescas, em aparelho determinador especifico de atividade de dgua, Pawkit

(Decagon®), & temperatura média de 25,2°C.

4.4 Elaboracio dos extratos etandlicos de polen (EPEs) para analise de compostos

fenolicos por CCD e atividade antioxidante

Os extratos etandlicos de polen (EPEs) foram preparados com 2 g de amostras
previamente liofilizadas, homogeneizadas e trituradas, diluindo-as em 15 mL de etanol (70%),
em banho-maria a 50 °C, sob agitacdo por 30 minutos. Em seguida, as amostras foram
filtradas, em papel de filtro Watman n° 5, e armazenadas em tubos de ensaio com tampa de
rosca a 5 °C (ALENCAR, 2002; CARPES et al., 2008; KROYER & HEGEDUS, 2001;

NEVES et al., 2009; PARK et al., 1998).
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4.5 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Para a realizagdo das analises do perfil quimico por CCD, os EPEs foram concentrados
em banho maria por 10 minutos. Foram realizados testes com diversos solventes como fase
movel (AcOET 100%, acetona 100%, acetona e AcOET 1:1), sendo que o sistema acetona:
diclorometano (1:1, v/v) apresentou a maior eficiéncia para separacdo dos constituintes

quimicos. Foram usadas cromatofolhas de aluminio com silica gel como fase estacionaria.

Os EPEs foram aplicados no ponto de origem acerca de um centimetro da base da
placa, e apds a evaporacdo do solvente, a placa foi colocada em contato com a fase movel
contida em uma cuba cromatografica. Em seguida as cromatoplacas foram secadas e reveladas

com diversos agentes fisicos e quimicos.

As cromatoplacas foram visualizadas sob a luz ultravioleta, nos comprimentos de onda
de 254 e 365 nm. Os reveladores quimicos colorimétricos utilizados para a visualizagdao das
substancias separadas pela CCD foram o sulfato cérico (CeSO4) e anisaldeido sulfurico,
seguido de aquecimento, cloreto de aluminio (AICl;) com visualizagdo a 365 nm, cloreto
férrico (FeCl;) e DPPHe. Estas solugdes reveladoras foram borrifadas sobre as placas
cromatograficas, para tornarem visiveis as substancias incolores, presentes na amostra e,

separadas pela CCD.

4.6 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos extratos de polen foi determinada por meio de métodos
que utilizam o DPPHe (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) (BRAND-WILLIAMS, CUVELIER &

BERSET, 1995) e 0 Fe’" como agentes oxidantes.
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O DPPHe ¢ um radical livre que aceita um elétron, ou um radical de hidrogénio, para
tornar-se uma molécula diamagnética estavel e, desta forma ¢ reduzido na presenga de um
antioxidante, perdendo sua coloragdo purpura. Na forma de radical, o DPPHe possui uma
absorc¢do caracteristica a 517 nm, que desaparece apds a reducgdo pelo hidrogénio retirado de

um composto antioxidante (NEVES et al., 2009).

Para a realizacdo do teste de atividade antioxidante com o DPPHe foi preparada uma
solugdo de acido ascorbico em agua deionizada (44mg:50mL), resultando nas seguintes
concentragdes de acido ascorbico: 0, 100, 200, 400, 600 e 800 pg/mL. Uma curva foi
construida adicionando-se 990 uL de uma solu¢do de DPPHe (2,8mg de DPPHe : 1 mL de
DCM e avolumado até¢ 100 mL de MeOH) em seis micro-tubos ¢ completou-se com 10 pL
das solucdes de acido ascorbico diluidas. Apos 30 minutos realizou-se a leitura da

absorbancia em espectrofotometro no comprimento de 517 nm.

Apoés estes procedimentos, uma aliquota de 10 pL das solu¢des dos EPEs foi
transferida para um microtubo. Em seguida, adicionou-se 990 uL da solugdo de DPPHe e apos
30 minutos mediu-se a absorbancia em um espectrofotometro UV-VIS (AquaMate) no
comprimento de onda de 517 nm. O controle foi preparado de modo semelhante, substituindo

a amostra por agua deionizada.

No método que utiliza o Fe*" como agente oxidante ¢ quantificada a formagio do Fe*"
pela existéncia de substancias redutoras presentes nos extratos e que permitem a redugdo do
Fe’". Para isso 0, 2, 4, 6, 8 e 10 pL de uma solugdo de Fe’™ 1000png/mL (8,6341 g de sulfato
férrico amoniacal em 1L HCI 1%) foi misturada a 160 pL de hidroxilamina a 10% (1g de

cloreto de hidroxilamdnio em 10mL de agua deionizada), ¢ 800 puL de fenantrolina a 0,25%
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(0,25 g de 1,10-fenantrolina : solugdo tampao de acetato de sddio até completar o volume de

1000mL)

Uma curva foi construida adicionando-se 10 pL das solugdes diluidas de ferro III,
seguido de 980 uL da solucdo de fenantrolina e completou-se com 10 pL da solug¢do de acido
ascorbico. Apés 60 minutos realizou-se a leitura da absorbancia em espectrofotometro no

comprimento de 515 nm.

Para averiguacdo da atividade antioxidante dos EPEs, uma aliquota de 10 puL da
solucdo padrio de Fe*" com concentragdo de 1000pg/mL foi transferida para um microtubo,
adicionando-se, em seguida, 10 pL. dos EPEs. Adicionou-se ainda 980 uL de uma solucdo de
1,10-fenantrolina 0,25% e homogeneizou-se a mistura. O branco foi preparado de modo
semelhante, substituindo-se a amostra por agua deionizada. Apds 1 hora, mediu-se a

absorbancia em espectrofotdmetro a um comprimento de onda de 515 nm (NOVAES, 2007).

Todas as determinagdes foram realizadas em triplicata e as solugdes contendo DPPHe
e Fe’" foram protegidas da exposicdo direta a luz. Os resultados foram expressos em
equivaléncia média e desvio-padrdo. As equivaléncias dos extratos foram comparadas com o
acido ascorbico para a avaliacdo quantitativa do potencial antioxidante. O valor da
equivaléncia representa quantos gramas da amostra equivale a mesma atividade de 1 g de
acido ascorbico. Deste modo, quanto mais proximo o valor da equivaléncia for de 1, maior ¢ a

atividade antioxidante da amostra.
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4.7 Espectroscopia de Ressonincia Magnética Nuclear (RMN)

As andlises consistiram nas medidas de RMN de hidrogénio (‘H) e experimentos
bidimensionais (2 D) de correlagdo homonuclear (H/H) gCOSY (Correlated Spectroscopy) e
correlagao heteronuclear (C/H) gHSQC (gradient Hetero Single Quantum Coherence) a curta
distancia. Para isso, foi utilizado um espectrometro de RMN da marca Bruker, modelo
DRX400 de 9.4 Tesla (400 MHz para frequéncia do hidrogénio), equipado com uma sonda de
5 mm com detecc¢do inversa (BBI) a temperatura de 298 K, que esta localizado no Laboratorio

de RMN do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos — SP.

Para a obtencdo dos espectros de 'H e 2 D, foram dissolvidos 2 mg de cada amostra de
polen em 1 mL de metanol-d4 (metanol deuterado), em um microtubo de 2 mL. Em seguida,
as amostras foram agitadas em aparelho tipo vortex (Biomixer, QL 901) até que estivessem
aparentemente homogeneizadas. Apds estes procedimentos, a amostra foi colocada em banho
de ultrassom (Ultrasonic Cleaner Unique, 1400A) por 30 minutos e posteriormente
centrifugada por 10 minutos a 12000 RPM. Uma aliquota de 0,6 mL da solugdo com a
amostra foi transferida para um tubo de RMN de 5 mm, e adicionou-se tetrametilsilano (TMS)

como referéncia interna.

Para obtencdo dos espectros de RMN de 'H foram realizadas 32 acumulac¢des (NS)
com tempo de espera (d1) de 2 s antes de cada aquisicao, largura espectral (SWH) de 5.241
Hz e tempo de aquisicio (AQ) de 6 s. Foi utilizada a sequéncia de pulsos zgcppr
(nomenclatura Bruker) e ondas continuas (wc) para a supressao dos sinais dos hidrogénios da
agua e aplicou-se 64 K de pontos (TD) no dominio temporal para o processamento antes da

transformada de Fourier.
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Na realiza¢ao dos experimentos de RMN bidimensionais, os parametros utilizados na
aquisi¢do e processamento dos espectros foram diferentes. Na técnica de correlagao
homonuclear gCOSY foram realizadas 16 acumulagdes (NS) com tempo de espera (d1) de 1 s
antes de cada aquisicao, janela espectral de 5.241 Hz e tempo para a aquisi¢ao (AQ) de 0,39 s.
Foi usada a sequéncia de pulsos cosygpprqf (nomenclatura Bruker) e ondas continuas (wc)
para a supressao dos sinais dos hidrogénios da agua, além de 4 K de pontos (TD) no dominio

temporal (antes da transformada de Fourier).

Para a obteng¢do dos espectros bidimensionais de correlagdo heteronuclear, pela técnica
de gHSQC, foram realizadas 128 acumulagdes (NS) com tempo de espera (d1) de 1 s antes de
cada aquisi¢do, janela espectral de 4.789 Hz (SWH) e tempo de aquisi¢ao de 0,42 s (AQ). A
sequéncia de pulsos utilizada foi a Asqcetgp (nomenclatura Bruker) para a supressdo dos
sinais dos hidrogénios da agua, com 4 K de pontos no dominio temporal (antes da

transformada de Fourier).

A elucidacdo das estruturas das substancias quimicas presentes no pélen foi realizada
com base em dados de estruturas previamente elucidadas, em trabalhos publicados
anteriormente e bancos de dados disponiveis. Para isso, foi realizado um levantamento de
dados sobre as substancias ja identificadas em polen apicola, bem como dados sobre o
deslocamento quimico, multiplicidade e constantes de acoplamentos dessas substancias, além

do tipo de solvente utilizado nas analises.

Para a analise dos espectros de RMN foi utilizado o programa Topspin® (v. 3.0,

Bruker, BioSpin, 2010).
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4.8 Analises Quimiométricas

Os dados de RMN foram analisados através dos métodos exploratorios PCA e HCA.
As amostras foram preparadas de modo semelhante ao descrito anteriormente, € os espectros
de RMN das 16 amostras foram obtidos, em triplicata, no mesmo espectrometro de RMN

descrito no item 4.7.

Os espectros de RMN foram previamente tratados (correcao de fase e linha de base e
calibracao da escala de acordo com o deslocamento quimico do TMS) sendo que o numero de
pontos utilizados para a transformada de Fourier foi de 64 K. Estes procedimentos foram
realizados com o auxilio do programa Topspin® (versao 2.1, Bruker), em seguida, os
arquivos foram convertidos para a extensdo “.dx”, salvos no formato ASCII (American
Standard Code for Information Interchange) e importados para o programa Origin® (versao
6.0, Microcal), onde formaram uma matriz de dados que foi calibrada utilizando-se como
referéncia o sinal do TMS. Apo6s a exclusdo das linhas de comentérios, das colunas e linhas

em branco, obteve-se uma matriz quadrada.

Em seguida, esta matriz de dados foi inserida no programa de analise quimiométrica
Pirouette® (versao 3.11, Infometrix) para que fossem feitas as transformagdes ¢ o pré-
processamento dos dados. Algumas regides espectrais foram excluidas para que ndo
interferissem nas andlises exploratorias. Estas regides referem-se a regido espectral do residuo
do sinal da 4gua, aos sinais referentes ao solvente metanol-d4, ao TMS, e a todas as regides
que ndo apresentavam sinais. A matriz de dados foi composta por 6.195 varidveis e 48

espectros (dispostos nas linhas).
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Para realizar as analises exploratorias dos dados por PCA e HCA, o pré-
processamento utilizado foi o autoescalonamento, que ¢ util quando os constituintes
minoritarios sdo de interesse, pois permite que 0s sinais menos intensos, € quem tém
consequentemente baixa intensidade, tenham a mesma importidncia que os mais intensos
(LEAO, 2010). Em seguida, os dados de RMN foram transformados aplicando-se os
algoritmos de normalizagcdo e correcdo de linha de base, resultando na minimizacdo dos
efeitos da diferenca de concentragdo das amostras e ruidos (SILVA, 2010). A distancia
métrica utilizada no HCA foi a Euclidiana e o método de conex@o foi o incremental, o qual

utiliza a média ponderada no calculo da distancia entre os grupos (LEAO, 2010).

O grafico de scores foi comparado com o grafico de loadings, e as variaveis dos
extremos superior, inferior e lateral esquerda e direita da nuvem de dados do grafico de
loadings foram identificadas no grafico de linhas, com o auxilio do programa Pirouette®, que
indicou as regides correspondentes aos deslocamentos quimicos dos sinais encontrados, no
programa Topspin®, para que fossem identificadas substancias, ou classes de substancias,

relacionadas com a discriminag¢do das amostras.

4.9 Analises estatisticas dos dados da composicio quimica centesimal e caracteristicas
fisico-quimicas

Os resultados das analises da composi¢do quimica centesimal e caracteristicas fisico-
quimicas das amostras de poélen das diferentes espécies de abelha foram avaliados
estatisticamente através da determinagdo da média de trés repeti¢des, desvios padrdes e
analise de varidncia (ANOVA) no programa estatistico livre Smith's Statistical Package (SSP)

sendo que p < 0,05 indicou diferenca significativa.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

A composicdo centesimal e caracteristicas fisico-quimicas do poélen foram

estatisticamente variaveis entre as espécies (Tabela 1).

Tabela 1 - Andlises realizadas com o pdlen de Melipona seminigra e Melipona interrupta coletado em
marco de 2010 no Meliponario GPA/INPA, Manaus — AM

Analises M. seminigra (Média) D.P. M. interrupta (Média)  D.P.
Umidade da amostra fresca% 53,39 +0,50 37,12°  +0,60
Umidade da amostra liofilizada% 12,55 +0,08 8,85% 0,11
Proteinas% 11,34 +0,56 6,86 b +0,00
Lipideos% 10,80 +0,92 6,47° +0,15
Cinzas% 4,03*  +0,45 2,74°  +0,02
Fibras% 9,30 +0,37 13,65° +1,57
Carboidratos% 51,94? +2,21 61,4° +1,56
Valor energético kcal % 311,34 ° +5,30 310,73% 5,75
Sélidos totais% 46,60* 0,50 62,87° 0,60
pH 3,70 0,01 3,34° 40,02
Atividade de dgua 091* 0,01 0,85° +0,00

As diferentes letras no sentido horizontal diferem em nivel de 95% (P = 0,05) de probabilidade pelo
teste ANOVA

5.1 Composicao centesimal das amostras de polen

5.1.1 Umidade

O percentual médio de umidade encontrado nas amostras de polen fresco, coletadas de
coldnias de abelhas M. seminigra (PS) (53,39%+0,50) e na amostra de polen de M. interrupta
(P) (37,12%+0,60) nao esta de acordo com o recomendado no Regulamento Técnico
Brasileiro vigente (BRASIL, 2001), que estabelece um limite maximo de 30% para polen
apicola. Percebeu-se também visivelmente, que o PS continha mais agua que o PI, chegando a
formar uma pasta viscosa. No entanto, o contetido de umidade das amostras utilizadas para as
analises dos nutrientes, em base seca, apds a liofilizagdo foi de 12,55% e 8,85% no poélen em

PS e PI respectivamente.



48

Souza et al. (2004) encontraram média de umidade semelhante ao encontrado no pélen
coletado por M. interrupta no presente trabalho (36,9%), com variacao de 22,3 a 49,2%, em
amostras de polen de abelhas sem ferrdo do género Melipona, também no estado do
Amazonas, coletadas entre os meses de novembro e dezembro/2002. Vit e Santiago (2008),
estudando a composicdo de polen fresco coletado nos Andes Venezuelanos constaram
umidade média variando de 13,24 a 17,93% em amostras com diferentes tonalidades. Ja
Bastos et al. (2003) analisando a composi¢ao e a qualidade do pdlen apicola, comercializado
em algumas cidades nos estados de Sdo Paulo e Minas Gerais, verificaram o percentual de
19,3% de umidade através do método de Karl Fischer. Modro et al. (2007) estudando pdlen
apicola no estado de Minas Gerais encontraram valores de umidade variando entre 25,57 e
40,44%. Marchini et al. (2006) investigaram o polen coletado por abelhas A. mellifera, na
regido de Piracicaba-SP, e constataram média de 33,2%, em janeiro/2000, periodo em que
ocorreu mais chuvas na regido do estudo. Estes autores afirmam que o pdélen é um material
extremamente higroscopico, podendo ser afetado pelas condi¢des ambientais. E provavel que
por esse motivo, as amostras usadas no presente trabalho apresentaram alto conteudo de

umidade, ja que foram coletadas num periodo onde a precipitagdo atmosférica ¢ intensa.

Campos et al. (2008), discutem em seu trabalho sobre a composi¢do do polen e a
padronizagdo dos métodos analiticos para determinagdo das caracteristicas fisico-quimicas
deste produto. Estes autores afirmam que a determinacdo do conteudo de agua do pdlen tem
sido realizada através de secagem até peso constante em estufa (método utilizado neste e na
maioria dos trabalhos referenciados) ou pelo método de Karl Fischer, utilizado no estudo de
Modro et al. (2007) . No entanto, Campos et al. (2008) ndo chegam a recomendar qual destes

métodos deve ser utilizado.
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5.1.2 Proteina

O polen normalmente apresenta alta concentragdo de proteinas (MODRO et al., 2007).
No entanto, neste trabalho, o pélen coletado de colonias da espécie de abelha M. interrupta
apresentou um percentual de proteinas abaixo do exigido pelo Regulamento Técnico

Brasileiro (BRASIL, 2001) aplicado a polen apicola, que recomenda o minimo de 8%.

Em um estudo sobre a composicdo e a qualidade da proteina do polen apicola foi
comprovado que o mesmo, apesar de geralmente apresentar um alto teor deste nutriente,
apresenta baixa digestibilidade, quando comparado a proteina caseina, devido a sua resistente

parede celular que € constituida por celulose (Bell et al., 1983).

Um aspecto a ser considerado em relacdo as andlises de proteinas de polen pelo
método de Micro Kjeldahl, ¢ a falta de padronizagao dos fatores utilizados para conversao do
conteudo de nitrogénio em proteina, que nao ¢ definido pelo Regulamento atual (BRASIL,
2001). Autores como Souza et al. (2004), Modro et al. (2009), Vit e Santiago (2008)
utilizaram o fator 6,25 e obtiveram respectivamente o percentual médio de 19,5%, 26,2% e
24,17 a 52,56% de proteinas em amostras de polen coletado por abelhas. Por outro lado,
autores como Bell et al. (1983) sugerem que o fator 6,25 pode superestimar o conteudo de
proteina, e recomendam a utilizagdo do fator 5,6 para o calculo do percentual proteico, devido
estes autores terem constatado que cerca de 30% do nitrogénio determinado em polen pode
ser de origem ndo proteica, sendo grande parte proveniente de aminoacidos livres. No entanto,
em estudos realizados por McCaughey et al. (1980) e Loper & Cohen (1987) foi destacado
que a qualidade nutricional de polens ricos em proteinas ¢ reduzida caso existam baixas

quantidades de aminoacidos essenciais, necessarios para o crescimento. Esses estudos
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sugerem que o valor nutricional do polen pode ser definido com mais precisdao pela

composi¢ao de aminoacidos do que através do teor de proteina.

Bastos et al. (2003) utilizando o fator 5,6 encontraram valores entre 16 ¢ 27,5% de
proteinas em amostras de pdlen apicola comercializadas nos estados de Minas Gerais e Sao
Paulo. No presente trabalho, quando utilizado o fator 6,25, obtiveram-se médias de 12,34 e
7,66% para PS e PI, respectivamente. Ja4 quando utilizado o fator 5,6, obtiveram-se as médias
apresentadas na tabela 1, que ndo sdo muito diferentes das médias encontradas quando

utilizado o fator 6,25.

5.1.3 Lipidios

O conteudo de lipidios, encontrado nas amostras de pdlen analisadas neste trabalho,
estd de acordo com o recomendado pelo Regulamento Técnico Brasileiro (BRASIL, 2001),
que estabelece o percentual minimo de 1,8%, mas nenhum limite méximo para lipidios de

p6len apicola.

Os valores aqui encontrados diferiram significativamente entre o pdlen coletado de
coldnias da espécie de abelha M. seminigra (10,8%) e M. interrupta (6,47%). Estes valores
sao relativamente altos, quando comparados com os resultados de Souza et al. (2004), que
analisaram o conteudo de lipidios do pdlen coletado por estas mesmas abelhas, obtendo média
de 4,0%, e de Marchini et al. (2006) que analisaram o polen de abelhas do género Apis
(3,6%), ambos os autores utilizaram o método Soxhlet. Ja Bastos ef al. (2003) utilizando

método de Bligh-Dyer, mesmo método utilizado neste trabalho, encontraram teores de lipidios
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variando de 6,1 a 14,0% em pdlen apicola, valores estes mais proximos aos encontrados na

presente pesquisa.

Segundo Kates (1972) o método de Soxhlet favorece as reacdes de peroxidagdo e de
hidrolise, sendo o método de Bligh & Dyer um dos procedimentos de extragdo mais versateis
e efetivos, que supera as dificuldades encontradas no método de Soxhlet (BLIGH & DYER,
1959). Diversos estudos mostraram que a escolha do método de extragdo influencia
significantemente no resultado final (KATES, 1972; SMEDES, 1999). Brum et al. (2009)
afirmam que o bom rendimento de lipidios totais, obtido em analises pelo método de Bligh e
Dyer pode ser explicado pela ampla faixa de polaridade apresentada pela mistura de solventes
utilizada (cloroférmio, metanol e agua), que sdo mais polares que os utilizados normalmente
no método de Soxhlet, e que dessa forma ha uma extragdo eficiente de lipidios polares e

apolares.

Campos et al. (2008) citam que resultados de analises por cromatografia gasosa
revelaram que os lipidios extraidos de polen consistiam basicamente de acidos graxos, como o
linolénico, palmitico, linoleico e acido oleico, sendo que &cidos graxos insaturados constituem
cerca de 70% do total de lipidios do polen (SERRA-BONVEHI & ESCOLA-JORDA, 1997;
SZCSZENA & RYBAK-CHMIELEWSKA, 1998). Além disso, quando se observa alguns
graos de pdélen em um microscopio, ¢ possivel observar gotas oleosas que recobrem a exina

(SAWYER, 1988; BARTH, 1989).

Ha também uma teoria que as abelhas coletam pdlen com elevados niveis de acidos
graxos insaturados porque sdo os mais adequados para seu metabolismo (SERRA-BONVEHI

& ESCOLA-JORDA, 1997).
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5.1.4 Cinzas

O Regulamento Técnico Brasileiro (BRASIL, 2001) preconiza o maximo de 4% de
cinzas, para pdlen apicola, portanto o pélen analisado neste trabalho atende a esta legislacdo, e
possui um teor de cinzas significativamente diferente quando sdo comparadas as amostras
coletadas por M. seminigra (4,03%) e M. interrupta (2,74%). Souza et al. (2004) encontraram
a média de 2,1% em polen de meliponinios no Amazonas. Carpes et al. (2009) encontraram
um percentual médio de 2,9% em podlen de 4. mellifera na regiao sul do Brasil. J4 Modro et
al. (2009), encontraram o percentual de 2,1% de cinzas, no pdlen coletado também por A.

mellifera em uma regido de Mata Atlantica no estado de Minas Gerais.

5.1.5 Fibra bruta

O percentual de fibra bruta do polen coletado tanto por M. seminigra (9,30%) quanto
por M. interrupta (13,65%) foi relativamente alto e significativamente diferentes quando
comparados. Estes valores estdo de acordo com o atual Regulamento Técnico Brasileiro
(BRASIL, 2001), que estabelece o minimo de 2% para polen apicola, mas ndo estabelece

limite maximo.

Bell ef al. (1983) encontraram médias de 6,9 a 15,6% de fibra bruta em polen apicola,
enquanto que Carpes et al. (2009) encontraram valores variando de 2,2 a 4,9%, com média de

3,4% em polen de A. mellifera da regido sul do Brasil.

E importante destacar que atualmente o conceito de fibra sofreu uma reformulagio. A
fibra de importancia na nutricdo humana passou a ser chamada de fibra alimentar, e engloba

polissacarideos e ligninas resistentes a agdo enzimatica de mamiferos. No entanto, a
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Legislagdo para pélen apicola ainda determina utilizar a analise de fibra bruta que consiste
basicamente na determina¢do de celulose com pequenas quantidades de lignina e
hemicelulose, e que atualmente ¢ mais utilizado para analise de racdes animais. Este método
pode ser justificado pelo fato da origem da fibra encontrada no podlen ser proveniente
principalmente da celulose, que forma a parede celular (exina) dos graos de polen, e protege o

mesmo contra estresses ambientais.

5.1.6 Carboidratos metabolizaveis

O teor de carboidratos metabolizéveis foi maior no polen de M. interrupta (61,4%) do
que de M. seminigra (51,94%), sendo o macronutriente encontrado em maior quantidade nas
amostras. Souza et al. (2004) encontraram percentual médio de 37,5% de carboidratos em
polen de meliponineos. O Regulamento Técnico Brasileiro (BRASIL, 2001) estabelece

apenas o conteudo de agtcares totais, que deve ser de no maximo 55%.

5.1.7 Valor energético

O célculo simplificado do valor energético de um alimento depende do percentual de
macronutrientes que este apresenta. Os carboidratos e as proteinas fornecem quatro
calorias/grama, enquanto os lipidios fornecem nove calorias/grama. O valor calorico médio
encontrado nas amostras de poélen coletado por M. seminigra (311,3 kcal) e M. interrupta
(310,7 kcal) ndo foi significativamente diferente. Souza et al. (2004) encontraram valores

diferentes em amostras de polen coletado por abelhas sem ferrdo do mesmo género das
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abelhas aqui estudadas, também no estado do Amazonas, que apresentaram média de 264,4

kcal por 100 g de pélen.

Alimentos como o leite condensado, maionese e o mel de abelhas sdo equivalentes em
termos caloricos ao polen estudado. No entanto, o pélen além de calorias também contém
outros nutrientes importantes para a manutencdo da satde que alimentos como o leite
condensado e a maionese nao contém. Além disso, as pessoas costuma consumir trés colheres
de cha de pdlen por dia, sendo que cada colher apresenta em torno de 8 g de polen,

totalizando 24 g por dia, o que equivale a 74 calorias.

5.2 Caracteristicas fisico-quimicas das amostras de polen

5.2.1 pH

Os valores de pH do polen, coletado das colonias das abelhas em estudo, foram
inferiores (3,7 e 3,34 para PS e PI, respectivamente) ao estabelecido pelo Regulamento
Técnico para Fixacao de Identidade e Qualidade de Pélen Apicola, que ¢ baseado no poélen da
espécie A. mellifera e estabelece que o pH do pdlen deva variar de 4 a 6. Marchini et al.
(2006) estudando podlen de 4. mellifera obtiveram média de 5,1, com valor minimo de 4,8 e
maximo de 5,3, entre os meses de mar¢o/99 a mar¢o/00. J& Bastos ef al. (2003) constataram
valores de pH mais préximos ao encontrado no presente trabalho, variando entre 3,7 e 5,5. Os
baixos valores de pH podem também ser um fator positivo, pois ajudam a conservar este

alimento dificultando o desenvolvimento de certos microrganismos.
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5.2.2 Solidos totais

O percentual de solidos totais encontrado no pdlen de M. seminigra (46,60%) foi
menor do que o encontrado no polen de M. interrupta (62,87%), uma vez que a umidade de
PS foi maior. Costa ef al. (2000), Marchini et al. (2006) e Modro et al. (2007) encontraram

72,5%, 76,3% e 72% respectivamente, em polen de Apis mellifera.

5.2.3 Atividade de agua (Aw)

A maioria dos microrganismos que causam deterioragdo em alimentos, como
leveduras e fungos, possui dificuldade de se desenvolver em produtos com Aw inferiores a
0,90 (CORREIA-OLIVEIRA ef al., 2008). A atividade de agua determinada nas amostras de
polen analisadas neste trabalho apresentaram valores altos e foram significativamente
diferentes devido também a diferenca do conteudo de umidade. Ainda assim, a atividade de
agua encontrada no polen de M. interrupta (0,85) esta abaixo de 0,90, o que pode representar
maior dificuldade para o desenvolvimento de microrganismos do que no pdlen de M.

seminigra.

Portanto, ¢ importante enfatizar a necessidade da desidratacdo do poélen com vistas a
comercializacdo deste produto, uma vez que alimentos com baixa atividade de agua sao

melhores conservados.

O maior valor de atividade de 4gua encontrado por Bastos et al. (2003) foi 0,6 em

polen apicola comercializado em algumas cidades nos estados de Sdo Paulo e Minas Gerais.
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5.3 Analises por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Na revelacdo da placa cromatografica do EPE de M. semimigra com cloreto de
aluminio (AICls) (Figura 5 — A) a 1% em etanol observou-se a intensificacdo de manchas
amarelas fluorescentes na luz UV- 365 nm, que sdo caracteristicas de flavonoides. No entanto,

estas manchas nao foram observadas no EPE de M. interrupia.

Figura 5 - Extratos etandlicos brutos do pélen (eluicdo em acetona/DCM 1:1) coletado pelas abelhas
sem ferrdo Melipona seminigra (S) e M. interrupta (1) por CCD. A — Cloreto de aluminio (AICl;); B —
Cloreto férrico (FeCl;) ; C — DPPHe; D — Anisaldeido.
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Pela revelagdo quimica com cloreto férrico (FeCls) percebe-se que o EPE de M.
seminigra parece possuir mais metabdlitos do grupo dos fenolicos, pois este apresentou
manchas cromatograficas de coloragdo escura, caracteristicas deste grupo (Figura 5 —B). Ja o
EPE de M. interrupta parece possuir uma baixa quantidade desse grupo de metabolitos, pois
se constatou a auséncia da separacdo de manchas cromatograficas caracteristicas. Outra
explicagdo plausivel é a possibilidade dos metabdlitos do EPE de M. interrupta terem ficado
retidos na origem, por serem glicosilados. No estudo de Campos et al., (2003), as amostras de
poélen analisadas continham flavonoides glicosilados, como kaempferol, quercetina,

herbacetin e derivados de isoramnetina.

O potencial antioxidante qualitativo foi detectado através da revelagdo das placas
cromatograficas com o DPPHe (Figura 5 — C) nos dois EPEs analisados, pois foi observada a
presenga de manchas amareladas. Esta atividade pode ser proveniente da presenga dos
compostos fendlicos como os flavonoides, que foram detectados na CCD com os demais

reveladores.

Também foi notada diferenca entre os extratos do polen de M. seminigra e M.
interrupta nas placas que foram reveladas com o anisaldeido (Figura 5 — D), que é um

revelador universal capaz de revelar varios tipos de substancias.

Gomez-Caravaca et al., (2006) analisaram dados de estudos que envolveram o perfil
de fendlicos em produtos apicolas e constataram que estudos analisando este perfil em pdlen
apicola eram praticamente inexistentes. No entanto, atualmente o interesse pelo perfil de
compostos fenodlicos € crescente na comunidade cientifica, uma vez que, além de possuirem
atividade bioldgica de interesse para saude humana, estes achados podem facilitar a

identificacao da origem geografica e especifica do pdlen, devido a estas substancias poder ser
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utilizadas como marcadores quimicos. Campos et al., (2003), apontam que os perfis de
flavonoides/fenolicos, tanto qualitativamente quanto quantitativamente, parecem ser espécie-

especificos.

Compostos fenolicos também foram encontrados por Campos et al., (2003), em
amostras de pdlen coletadas em Durango no México, como derivados de apigenina, luteolina,
quercetina, genisteina, isorametina, calcona e derivados de 4cido cindmico. Ja no estudo de
Silva et al., (2009), que analisaram o polen da abelha sem ferrdo Melipona rufiventris, foram
isolados os compostos fendlicos: acido p-hidroxicinamico, dihidroquercetina, isoramnetina, 3-
O0-(6"’-0-E-p-coumaroil)-B-D-glicopiranosideo-isoramnetina, luteolina e quercetina. Estes
autores sugerem que o comportamento de forrageamento exibido por esta abelha é bastante
especifico, mesmo em um ambiente rico em diversidade vegetal como o nordeste do Brasil,

local estudado.

Também  foram encontrados os fendlicos: narigerina, 4,5-dihidroxi-7-
metoxiflavonona, 2,6-dihidroxi-6-metilbenzaldeido, 2-formiloxil-fenilatonona, carnegina e
¢éster metilico de &cido linoleico no estudo de LeBlanc ef al. (2009), que analisaram pdlen
apicola do deserto dos Estados Unidos, e enfatizam que a narigerina possui capacidade de
inibir a replicacdo do virus da hepatite C, in vitro, e o antioxidante 4,5-dihidroxi-7-

metoxiflavonona tem mostrado atividade contra células de cancer de mama humano.

No poélen coletado pela abelha sem ferrdo Melipona subnitida no nordeste brasileiro, o
perfil de flavonoides encontrado compreendeu selagin, naringenina, tricetina, isorhametina e

8-methoxiherbacetin (SILVA et al., 2006).
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Analises de perfis quimicos de polen por HPLC, realizadas com amostras da Nova
Zelandia e Portugal revelou que o perfil de fenolicos € especifico da espécie vegetal utilizada
pelas abelhas. Este perfil inclui flavonoides e 4acidos hidroxicindmicos e podem ser utilizados
com confianga para determinar a fonte floral quando comparado com as fontes de polen de
plantas conhecidas. Portanto, a origem floral pode ser facilmente determinada se uma

biblioteca de perfis quimicos de pélen for montada (CAMPOS et al., 1997).

5.4 Atividade antioxidante

Na tabela 2 s3o apresentados os resultados das médias das absorbancias e das

equivaléncias referentes a atividade antioxidante pelos métodos que utilizam DPPHe e Fe'"

como agentes oxidantes.

Tabela 2 - Resultados dos testes de atividade antioxidante dos extratos etandlicos de pdlen coletado
pelas abelhas Melipona seminigra (PS) e M. interrupta (PI) em Manaus - AM

Extrato DPPH- Fe''

testado [AAleq MédiatDP  Equiv. MédiatDP | [AAJeq MédiatDP  Equiv. Média+DP
PS1 1,96 2,6 1,98 2,5

PS2 1,93  2,026+0,141 2,6 2,540,166 1,97  2,034+0,104 2,5 2,540,123
PS3 2,19 2,3 2,15 2,3

PI1 0,76 6,6 1,03 4,9

PI2 1,93  0,696+0,059 2,6 7,240,590 1,97  1,037+0,021 2,5 4,8+0,098
PI3 2,19 2,3 2,15 2,3

Constatou-se que tanto no método que utiliza DPPHe quanto no método que utiliza

Fe’, o extrato etandlico da amostra de polen coletado pela abelha M. seminigra apresentou
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potencial antioxidante, enquanto que na amostra coletada pela abelha M. interrupta nao foi

observado este potencial.

A maior atividade do extrato de polen coletado por M. seminigra pode ser justificada
pela maior concentragdo de substancias fenolicas nos extratos etandlicos, jA que as andlises
em CCD reveladas com AICl; e FeCl; indicaram a presenca desse grupo de substincias

(Figura 5 - A e B).

Viérios estudos analisaram a atividade antioxidante proveniente de polens coletados
por diversas espécies de abelhas em diferentes locais do planeta. Num estudo preliminar com
amostras de polen coletado por M. seminigra, em Manaus-AM (uma das espécies de abelhas
estudadas neste trabalho), pelo método de DPPHe, Villareal, Nunomura e Carvalho-Zilse

(2009) constataram que este demonstrou atividade antioxidante.

A capacidade antioxidante de extratos de pdlen monoflorais coletados por abelhas
meliferas no estado de Durango, México, foram estudados por Almaraz-Abarca et al. (2006)
que constataram, através de testes em camundongos in vivo € in vitro, que o extrato de pélen
pode ser considerado como fonte de antioxidantes naturais devido ao seu alto teor de

flavonoides.

Leja et al. (2007) analisaram o poélen coletado pela abelha Apis mellifera na Polonia e
correlacionaram a atividade antioxidante com a presenca de substancias fendlicas como
fenilpropanoides, flavonoides e antocianinas em amostras provenientes de varias origens
botanicas. A atividade antioxidante frente aos radicais livres apresentou diferencas

consideraveis entre as amostras estudadas, o que pode estar relacionado ao conteudo de
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substancias fenolicas, que também diferiu bastante entre o polen das diferentes origens
botanicas.

Carpes et al. (2007, 2008, 2009); Kroyer e Hegedus (2001); Marghitas et al. (2009);
Neves et al. (2009); Oliveira et al. (2009); Silva et al. (2006, 2009) também constataram
consideraveis capacidades antioxidantes em polen apicola coletados nos estados do Parana e
Alagoas, Regido sul do Brasil; Austria; Roménia; Minas Gerais, Bahia, Sergipe ¢ Alagoas;

Sao Paulo, Paraiba e Ceara, respectivamente.

5.5 Elucidagdes estruturais das substancias encontradas no pélen coletadas pelas abelhas

sem ferrao utilizando Espectroscopia de RMN

A anilise visual dos espectros de RMN de 'H do pélen coletado pelas abelhas sem
ferrdo M. seminigra (PS) e M. interrupta (P1) (Figura 6), permitiu constatar que a composi¢ao
quimica dos dois tipos de polen ¢ muito semelhante, apresentando variagdes apenas na regiao
de 8 2,1 a 2,2 e na regido de o 6,5 a 6,7. Além disso, foram observadas variagdes também na
intensidade dos sinais, aonde o espectro de PI apresentou sinais menos intensos que o
espectro de PS, corroborando com os resultados encontrados na andlise quantitativa da
composi¢ao quimica, pelos métodos tradicionais, aonde se percebe que PI apresenta menores
quantidades dos nutrientes analisados do que PS, com exce¢do dos carboidratos. Grande parte
dos sinais estava nas regides caracteristicas dos aminoacidos, agticares e compostos fendlicos,

entre as regides de 6 0,70 a 9,22.

A atribuicao dos deslocamentos quimicos das substancias identificadas foi possivel a

partir dos experimentos de RMN de 'H, gHSQC, e gCOSY (quando possivel) e com o auxilio
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da literatura. Muitos sinais ndo foram identificados devido a alta sobreposi¢cdo dos mesmos,

fato que impossibilitou analisar as correlagdes nos experimentos bidimensionais.

Figura 6 — Espectros de RMN de 'H de extratos metandlicos de amostras de polen coletado pelas
abelhas sem ferrdo Melipona seminigra (a) e Melipona interrupta (b) em Manaus-AM, destacando as
pequenas variagdes entre as amostras.

Nas tabelas 3 e 4 s3o mostradas as atribui¢des dos deslocamentos quimicos das

substancias encontradas no polen coletado por M. seminigra e M. interrupta, respectivamente.
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Tabela 3. Dados de RMN de 'H e correlagdes 'H — 'H (COSY) e 'H — *C (HSQC) dos constituintes
quimicos do polen coletado pela abelha sem ferrdo Melipona seminigra.

Posicio 6 'H (mult., J em Hz) oC COSY HSQC
a-glicose
1 5,16 (d, 3,64) 93,7 - C1
B-glicose
1 4,54 (d, 1,72) 97,9 - C1
Alanina
3 1,5 (d, 7,07) 17,3 - C3
Etanol
1 3,68 -m 64,8 H2 Cl
2 1,19 (¢, 7,03) 18,3 Hl C2
Acido acético
2 2,03 (s) 21,2 # C2

- ndo determinado; # ndo detectado.

Tabela 4. Dados de RMN de 'H e correlagdes 'H — 'H (COSY) e 'H — C (HSQC) constituintes
quimicos encontrados no polen coletado pela abelha sem ferrdo Melipona interrupta.

6 'H (mult., J em

Posicao Hz) oC COSY HSQC
a-glicose
1 5,15 (d, 3,40) 93,9 - Cl
B-glicose
1 4,52 (d, 7,49) 98,2 - Cl
Alanina
3 1,49 (d, 7,01) 17,4 - C3
Etanol
1 3,65-m 64,75 H2 Cl
2 1,18 (¢, 7,07) * H1 C2
Acido acético
2 2,02 (s) 21,1 # C2

*Sobreposto pelos sinais de outras substancias; - ndo determinado; # ndo detectado.

5.5.1 Elucidacio dos carboidratos

Os sinais da regido dos carboidratos apresentaram uma grande sobreposi¢do na regido
de interesse (4,00 — 3,00 ppm) (Figura 7). Em consequéncia disto ndo foi possivel visualizar
todas as correlacdes e identificaram-se apenas a presenca de sinais caracteristicos dos
hidrogénios anoméricos dos agucares simples, como a a-glicose que apresentou um dupleto
em 0 5,16 e da f-glicose que apresentou um dupleto em o 4,54 na amostra de poélen coletado

por M. seminigra. O sinal do hidrogénio anomérico da a-glicose identificada nesta amostra
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apresentou J = 3,64 Hz, enquanto que o da S-glicose apresentou J = 7,72 Hz. J4 na amostra de
M. interrupta, foram encontrados dupletos com & 5,15 e 4,52 ¢ J = 3,40 e 7,49 Hz para a-

glicose e f-glicose, respectivamente (Figura 8).
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Figura 7 — Ampliagdo da regido espectroscopica de RMN de 'H dos carboidratos presentes nas
amostras de polen coletado por Melipona seminigra (a) e Melipona interrupta (b), revelando a alta
sobreposi¢cdo dos sinais.
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Figura 8 — Ampliacio da regido do espectro de RMN de 'H que apresenta sinais dos carbonos
anoméricos da a - glicose e B - glicose no polen de Melipona seminigra (a) e Melipona interrupta (b).

Nos experimentos de gHSQC (Figura 9) puderam ser observadas as correlagdes para
os hidrogénios e carbonos anoméricos da a-glicose e B-glicose. Os sinais em 6 5,16 e 4,54
estavam correlacionados respectivamente com os carbonos em & 93,7 e 97,9 destes acucares
no PS. Ja no PI, os sinais dos hidrogénios em 6 5,15 e 4,52 estavam correlacionados com os

carbonos em 6 93,9 e 6 98,2.
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Figura 9 — Correlagdes 'H — "°C observadas no experimento de gHSQC referente aos sinais dos
carbonos anoméricos da o-glicose e B-glicose do polen de Melipona seminigra (a) e Melipona

interrupta (b).
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5.5.2 Elucidac¢iao de aminoacido

Foram encontrados diversos sinais caracteristicos de aminoacidos no polen coletado
pelas abelhas estudadas. No entanto, s6 foi possivel identificar a alanina (Figura 10), que no
polen de M. seminigra, apresentou um dupleto em o 1,5 com J = 7,07 Hz referente
provavelmente aos hidrogénios da metila (C — 3, 8 17,3) deste aminoacido, que acoplam com
os hidrogénios metinicos do C 3 em 6 3,8. Este mesmo aminodcido também foi encontrado
no polen de M. interrupta, que apresentou um dupleto em 6 1,49 e J = 7,01 Hz, acoplando

com o carbono 3 em 6 17,4 (Figura 11).

HsC
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1.5 1.4 1.3 ppm 1.5 1.4 1.3 ppm

Figura 10 — Ampliacio da regido do espectro de RMN de 'H destacando o dupleto em & 1,50 e 1,49 no
polen de Melipona seminigra (a) e Melipona interrupta (b), respectivamente.
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Figura 11 — Correlagdes '"H — °C observadas no experimento de gHSQC referente aos sinais do

carbono 3 da alanina no pdlen de Melipona seminigra (a) e Melipona interrupta (b).
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5.5.3 Elucidacdo de outros compostos presentes no podlen coletado pelas abelhas sem
ferrao amazonicas

As amostras de pdlen apresentaram sinais de RMN de H caracteristicos do éacido

acético e do etanol, confirmados pelos experimentos bidimensionais.

O etanol foi identificado no polen de M. seminigra através da presenca de um tripleto
(Figura 12) em & 1,19 (J = 7,03 Hz) no espectro de RMN de 'H, e em & 1,18 (/= 7,07 Hz) no

polen de M. interrupta.
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Figura 12 — Amplia¢do dos espectros de RMN de 'H com sinais do etanol em & 1,19 ¢ 1,18 no polen
de Melipona seminigra (a) e Melipona interrupta (b), respectivamente.
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Na amplia¢ao da regido de 6 1,00 a 4,00 do experimento de gCOSY (Figura 13)

verificou-se a correlacdo entre os hidrogénios H2 e H1 do etanol, tanto em PS quanto em PIL.
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Figura 13 — Correlagdes 'H-"H do etanol obtidas através do experimento de gCOSY no poélen de
Melipona seminigra (a) € Melipona interrupta (b).
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Na figura 14, ¢ possivel visualizar as correlagdes entre o hidrogénio e o carbono 2 do
etanol, no experimento de HSQC, que em PS apresenta correlacdo em 6 18,3 enquanto que

ndo foi possivel observar correlagdo em PI.
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Figura 14 — Correlagdes 'H-"C, obtidas através do experimento de gHSQC do etanol encontrado no
polen de Melipona seminigra (a) e Melipona interrupta (b).
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Ja o 4cido acético apresentou um simpleto em 6 2,03 no pdlen de M. seminigra e 6

2,02 no pélen de M. interrupta (Figura 15).

1

TN

HaC OH
32

Acido acético

Figura 15 — Espectros de RMN de 'H evidenciando os simpletos caracteristicos do 4cido acético em
polen de Melipona seminigra (a) € Melipona interrupta (b).

No experimento de gHSQC (Figura 16), o hidrogénio 2 do 4cido acético

correlacionou-se com o carbono 2 em 6 21,2 € 6 21,1 no PS e PI, respectivamente.
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H-"C, obtidas através do experimento de gHSQC do 4cido acético

encontrado no polen de Melipona seminigra (a) e Melipona interrupta (b).
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A identificacdo de etanol e &cido acético no polen das abelhas sem ferrdo permite
sugerir que este pdélen realmente passa por processos de fermentacdo, tanto alcoolica quanto
acética. O acido acético € produzido a partir de carboidratos fermentaveis, como a a-glicose,
detectada nas amostras de polen aqui estudadas e, que pode ser produto da agdo de enzimas
formadas nas glandulas hipofaringeanas das abelhas, como a a-amilase que tem a fungdo de
digerir a molécula de amido, que pode estar envolvida na digestdo do pdlen (PAMPLONA,
1989), e a enzima invertase que ¢ responsavel pela transformagdo da sacarose em glicose e
frutose (MENEZES et al., 2007).

Este processo pode acontecer em dois estagios: No primeiro estagio a glicose ¢
convertida em etanol por acdo de leveduras como as da espécie Saccharomyces cerevisiae,
que ja foi identificada em méis portugueses (CARVALHO et al., 2005), assim como outros
microrganismos fermentadores. No segundo estagio, bactérias dos géneros Acetobacter ou
Gluconobacter convertem o etanol em acido acético (BELLINI, 2006), que foi a substancia
que apresentou o sinal de maior intensidade nos espectros, indicando que este ¢ o acido
organico que prevalece no pélen coletado pelas abelhas estudadas. No entanto, ndo foram
encontrados relatos na literatura que indiquem a presenga de bactérias acéticas em podlen
apicola.

Muitas pessoas, ao provarem pela primeira vez o polen, relatam que o mesmo possui
sabor acido, o que foi confirmado com as analises do pH, que revelaram valores muito baixos,
inclusive abaixo do Regulamento Técnico para comercializagdo de pdlen (BRASIL, 2001).
No entanto, esta substincia pode contribuir para a preservacdo do polen contra
microrganismos deterioradores, uma vez que ¢ considerada conservante de alimentos

(FUKAYA, 1992).
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5.6 Analises Quimiométricas dos dados de RMN de 'H do pélen coletado pelas abelhas
sem ferrdo amazonicas

Na figura 17 ¢ apresentado o grafico de linhas com a sobreposi¢ao de todos os
espectros empregados nas analises quimiométricas, e indicacao das regides que foram

excluidas da analise.

20

Response (E +07)

10

b il ae “JL

SMP4000. Smp8o0o Smp12000 Smp16000
Variable

Figura 17 — Grafico de linhas dos dados de RMN de 'H das amostras de polen com indicagdo das
regides que foram excluidas.

Ap6s a exclusdo dos sinais que ndo interessavam na analise quimiométrica dos dados

de RMN (descritos no item 4.6) obteve-se a figura 18.
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Figura 18 — Grafico de linhas dos dados de RMN de 'H das amostras de polen apds as exclusdes

necessarias.
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Na andlise de PCA obteve-se 85,86% da informacao dos dados originais, que foram
descritos por oito componentes principais. O grafico de scores de PC1 x PC2 de todas as
amostras esta apresentado na figura 19. Em PC1 ¢ descrito 48,46% da variancia do conjunto

de dados, ja PC2 descreve 12,72%, enquanto que as duas descrevem juntas, 61,19%.

mistura entre M. seminigra
e M. interrupta

>~
e
O

M. seminigra
M. interrupta

PC212,72%
indice de sazonalidade

Diferenciagao|entre espécies

PC1 48,46%

Figura 19 — Gréfico de scores de PCA dos dados de RMN de 'H das amostras de pélen coletadas de
colonias das abelhas sem ferrdo Melipona seminigra e Melipona interrupta, em duas diferentes

estagdes climaticas na cidade de Manaus — AM.

Através da analise do grafico de scores, percebe-se que sao formados trés diferentes
grupos. O grupo da direita envolve somente amostras de M. interrupta coletadas no periodo
seco (I1S, 128, 13S); na regido central do grafico ¢ formado outro conjunto de amostras com a
mistura do pdlen coletado por M. seminigra e M. interrupta, em ambas as estagdes climaticas
estudadas (S3C, S2C, 12C 13C, 14S, 14C, 11C); a esquerda é formado outro grupo, com

amostras de pdlen coletadas por M. seminigra no periodo seco e uma parte no periodo
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chuvoso (S18S, S2S, S3S, S4S, S1C, S4C). Além disso, pdde-se observar ainda que em PC1 €
possivel diferenciar o poélen coletado pelas duas espécies de abelhas estudadas. Ja em PC2 ¢

possivel discriminar o pélen coletado nas diferentes condigdes climaticas.

Através da analise do grafico de /loadings gerado na PCA se conheceram as variaveis
responsaveis por tal agrupamento, porém nao foi possivel relaciona-las a todos os compostos
presentes, uma vez que, diversas varidveis ndo pertenciam aos compostos anteriormente
identificados, portanto optou-se por discutir as classes referentes aos sinais dos hidrogénios
encontrados nos espectros, que segundo LE GALL et al. (2001) costumam apresentar regioes
caracteristicas das seguintes classes de substancias: a regido de hidrogénios aromaticos (6,0 a
9,0 ppm), a regido de hidrogénios carbinolicos (3,0 a 6,0 ppm) ¢ a regido de hidrogénios

carbindlicos, alilicos e de residuos alquilicos, dentre outros (1,0 a 3,0 ppm).

5.6.1 Estudo interespecifico do forrageio de abelhas sem ferrao com base na composiciao
quimica das amostras do polen coletado pelas diferentes espécies de abelhas M.
seminigra e M. interrupta (PC1)

No grafico de scores (Figura 19) ¢ possivel observar a diferenciagdo espacial entre as
amostras de polen coletado pela abelha M. seminigra (PS) e pela abelha M. interrupta (PI),
onde grande parte do PS encontra-se em valores negativos, enquanto que a maioria do PI
encontra-se em valores positivos de PC1. No entanto, as amostras coletadas por M. interrupta
no periodo chuvoso (IC) 14C e I1C encontram-se em valores negativos de PC1 e as amostras
coletadas por M. seminigra também no periodo chuvoso (SC) S2C e S3C, encontram-se em

valores positivos, contrariando a disposi¢ao das demais amostras no grafico de scores.
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Ainda assim, em PCI verifica-se uma tendéncia de discriminagdo entre as espécies,
baseada na separagdo espacial entre os grupos da esquerda (valores negativos) e direita
(valores positivos) do grafico de scores, que estd intimamente relacionada a composi¢ao
quimica das amostras, ja que foram identificadas regides com sinais diferentes nos espectros
de RMN de 'H das amostras de pélen coletadas pelas diferentes espécies nas mesmas estagdes

climaticas.

Na avaliacdo do grafico de variaveis (loadings) destaca-se a regido de 1,5 a 5,5 ppm

como responsavel pela localizagdo das amostras em scores positivos e negativos de PC1.

As amostras do podlen coletado pela espécie M. seminigra no periodo seco (SS)
possuem caracteristicas quimicas semelhantes entre si, mas diferentes das amostras coletadas
das coldnias da espécie M. interrupta no periodo seco (IS), o que indica que as diferentes
espécies de abelhas coletam poélen de diferentes fontes florais diante do mesmo pasto apicola.
As principais diferencas notadas entre PS e PI neste periodo, em PCI, ¢ a presenca de sinais

caracteristicos de substancias pertencentes a classe dos carboidratos (Figura 20).
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Figura 20 — Ampliagio dos espectros de RMN de 'H dos sinais referentes a regido dos carboidratos
em amostras de polen de Melipona seminigra e Melipona interrupta de Manaus — AM.

A regido de 8 5,10 a 5,15 (Figura 21) apresenta variagdo na intensidade dos sinais dos
hidrogénios da a-glicose, que sdo notados claramente no pdlen coletado por M. interrupta,

mas apresentam intensidade muito baixa no pélen coletado por M. seminigra.

Figura 21 — Ampliacio dos espectros de RMN de 'H dos hidrogénios anoméricos da a-glicose em
amostras de polen de Melipona seminigra e Melipona interrupta coletadas em Manaus — AM.
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O dupleto em 6 4,50 ¢ caracteristico da B-glicose e estd presente no espectro do polen
coletado por M. interrupta, mas nao no espectro do poélen coletado por M. seminigra (Figura

22).
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Figura 22 — Amplia¢io dos espectros de RMN de 'H dos hidrogénios anoméricos da B-glicose em
amostras de polen de Melipona seminigra e Melipona interrupta coletadas em Manaus — AM.

O mesmo também ¢ valido quando estudado o comportamento interespecifico das
abelhas sem ferrrdo na outra estagdo climdtica (periodo chuvoso) através da composi¢dao
quimica das amostras de pdlen, que confirmou novamente que estas abelhas coletam poélen
diferentes quando as mesmas fontes florais estdo disponiveis. As amostras de PS (S4C e S1C)
em valores negativos de PC1 se distinguem das amostras de PI (I3C e 12C), que estdo em
valores positivos de PC1, devido a diferenca na presenca e intensidade de sinais em 6 3,6 a
3,8 (Figura 23). Esta regido pode apresentar sinais de metoxilas e de hidrogénios o

carboxilicos de aminoacidos e de carboidratos.
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Figura 23 — Ampliagdo dos espectros de RMN de 'H de sinais referentes a regido de aminoécidos e de
carboidratos em amostras de polen de Melipona seminigra e Melipona interrupta coletadas em
Manaus — AM.

Quando analisamos somente as diferencas na composicdo quimica das amostras
coletadas pelas diferentes espécies de abelhas, percebe-se que a regido entre 6 1,12 ¢ 1,16 teve
maior impacto na disposi¢do das amostras no grafico de scores (Figura 19). Esta regido
apresenta sinais diferentes, e pode ser atribuida aos acidos organicos e alcoois (BERREGI et
al., 2003), bem como a residuos alquilicos de aminodacidos livres. Pode-se verificar ainda, que
estas variagdes sdo independentes da estacdo climatica do ano, ou seja, IS e IC sdo parecidas
entre si, assim como SS e SC, mas diferentes quando comparamos IS e SS e IC e SC.
Portanto, esta regido pode ser considerada importante na discriminagdo das amostras de pélen

coletado pelas diferentes espécies de abelhas sem ferrdo estudadas.
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Figura 24 — Ampliacdo dos espectros de RMN de H de sinais referentes a regido dos acidos
organicos, alcodis e aminoacidos, responsaveis por diferenciar as amostras de poélen coletado por
Melipona seminigra e Melipona interrupta de Manaus — AM.

5.6.2 Estudo da influéncia da sazonalidade sobre o comportamento de coleta de polen

intraespecifico das abelhas M. seminigra e M. interrupta (PC2)

O estudo da influéncia da sazonalidade sobre o comportamento de coleta de podlen
entre as mesmas espécies de abelhas sem ferrdo amazonicas foi realizado para verificar
possiveis variacdes nas composi¢des quimicas das amostras em estacdes climaticas

(provavelmente floradas) diferentes.

Observou-se no grafico de scores (Figura 19) que as amostras do grupo localizado na

regido de scores negativos de PC2 sdao referentes aquelas coletadas no periodo seco, e
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diferenciam-se das amostras em scores positivos, que foram coletadas no periodo chuvoso.

Portanto, em PC2 h4 uma tendéncia para o estabelecimento de um indice de sazonalidade.

Analisando-se as variaveis no grafico de loadings, puderam-se identificar as regides
espectroscopicas de maior peso na discriminacdo das amostras coletadas no periodo seco e
chuvoso, bem como seus perfis espectroscopicos. Constatou-se que ambas as abelhas
estudadas coletaram pdlen com composi¢des quimicas diferentes, uma vez que os espectros
de RMN das amostras apresentaram diversas regides diferentes. Isto permite sugerir que as
abelhas coletaram polen de fontes vegetais diferentes nos diferentes periodos do ano, ja que as
arvores que florescem em um periodo sdo diferentes das que florescem no outro periodo do

ano.

Segundo Lido ef al. (2010), aminoacidos alifaticos podem ser encontrados nas regioes
que variam de o 2,2 a 2,5 ¢ 0 3,0 a 3,2, hidrogénios carbinolicos que sdo caracteristicos de
carboidratos podem ser encontrados nas regioes de 6 3,5 a 4,0, hidrogénios nas faixas 6 5,7 a
6,5 ¢ 0 8,0 a 9,3 sdo relativos aos compostos aromaticos como os flavonoides, e hidrogénios
de aminoacidos aromaticos podem ser encontrados na regido entre & 7,0 e 7,5. Todas essas
regides apresentaram sinais responsaveis por diferenciar o polen coletado no periodo seco do

polen coletado no periodo chuvoso.

Quanto a composicdo quimica do poélen das mesmas espécies de abelhas
(intraespecifica) nas diferentes estagdes do ano, percebeu-se que M. interrupta coletou pdlen
de fontes vegetais diferentes nas duas estagdes climaticas, ou seja, as fontes vegetais
utilizadas no periodo seco provavelmente nido foram as mesmas utilizadas no periodo

chuvoso. Isto pode ser notado claramente no grafico de PC2 (Figura 19).
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No gréfico de loadings observou-se que os sinais responsaveis pela diferenciagao das
amostras coletadas por M. interrupta no periodo seco e chuvoso sao referentes a compostos
aromaticos como os flavonoides, que possuem atividade antioxidante. Verificou-se variagdes
nas regides de 6 6,63 e 7,84 a 7,88 (Figura 25), onde alguns sinais desaparecem nas amostras

coletadas no periodo chuvoso.

LeBlanc et al. (2009), analisando a atividade antioxidante de amostras de polen
apicola do deserto de Sonoran - EUA expostas a altos niveis de radia¢do ultravioleta devido
aos raios solares, constataram uma boa correla¢do entre o conteiido de fendlicos e atividade
antioxidante. Estes autores afirmam que o pdlen coletado no verdo apresenta maior atividade
antioxidante do que o pélen coletado em outras estagdes, pois os raios UV sdo mais intensos
no verao, e, portanto as plantas utilizariam estes antioxidantes para proteger o DNA do polen,
e consequentemente, de animais que se alimentam deste poélen, como as abelhas e os seres
humanos. Isto pode justificar também o resultado da andlise da atividade antioxidante do
presente trabalho, aonde o extrato de PI ndo apresentou atividade, uma vez que o pdlen
utilizado nesta analise foi coletado em um periodo em que a precipitacdo ¢ mais intensa no

local de coleta.
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Figura 25 — Ampliagio dos espectros de RMN de 'H de sinais referentes a regido dos compostos
aromaticos em amostras de polen Melipona interrupta coletadas em Manaus — AM.
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As abelhas das colonias n° 2 e 3 de M. seminigra também parecem coletar pélen de
fontes vegetais diferentes durante as estagoes climaticas do ano, devido a composi¢do quimica
das amostras serem diferentes nessas estacoes (S2C e S2S; S3C e S3S). Como anteriormente,
estas diferencas podem ser observadas na regido de compostos flavonoidicos (Figura 26),
onde se verifica uma reducao na intensidade dos sinais nas amostras coletadas no periodo em

que ocorre mais chuvas na regiao.
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Figura 26 — Ampliagdo dos espectros de RMN de 'H referente a regido dos compostos aromaticos em
amostras de polen de M. seminigra coletadas no periodo seco e chuvoso de Manaus — AM.

A composi¢do quimica do pélen coletado pelas abelhas M. seminigra da colonia n° 1
nas duas estacdes (S1C e S1S) parece ser muito semelhante, pois estas amostras se encontram
préximas no grafico de scores (Figura 19), o que permite sugerir que as abelhas desta colonia

continuem a coletar pdlen da mesma fonte vegetal. O mesmo acontece com a coldnia n° 4
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(S4C e S4S). Além disso, pode-se sugerir que as abelhas da espécie M. seminigra coletam
polen de fontes florais diferentes no periodo chuvoso, ja que S1C e S4C estdo distantes de
S2C e S3C no grafico de scores (Figuras 27, 28 e 29). As amostras coletadas no periodo seco
pela colonia n® 2 e 3 de M. seminigra parecem ser provenientes da mesma fonte utilizada
pelas colonias n° 1 e 4 dessa mesma abelha no periodo chuvoso, mas diferente da fonte
utilizada pelas colonias n° 2 e 3 de M. seminigra no periodo chuvoso (Figuras 27, 28 ¢ 29), ou
seja, metade das colonias de M. seminigra analisadas coletou polen de diferentes fontes
vegetais nas diferentes estacdes climaticas, e a outra metade coletou polen da mesma fonte
vegetal nessas diferentes estagdes. Isto justifica a diferenca espacial entre estas amostras no
grafico de scores (Figura 19), onde S2C e S3C se agrupam em scores positivos de PC2,

enquanto que S1C e S4C agrupam-se em scores negativos.

As diferengas e similaridades entre estas amostras devem-se a presencga de sinais na
regidio dos carboidratos. Observou-se nos espectros de RMN de 'H, uma variagdo
consideravel na intensidade dos sinais dos hidrogénios anoméricos da a-glicose (Figura 27) e
B-glicose (Figura 28), assim como sinais de outros carboidratos (Figura 29), nas diferentes
estagdes climaticas. O contetido de agucares no polen pode ser justificado pela presenca de
mel ou néctar (STANLEY & LINSKENS, 1974). QIAN et al. (2008) identificaram frutose,

glicose e sacarose no polen de A. mellifera proveniente da Espanha, Israel, China ¢ Roménia.
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Figura 27 — Ampliagdo dos espectros de RMN de 'H de sinais referentes a regido da a-glicose em
amostras de pélen coletadas por abelhas sem ferrdo no periodo seco e chuvoso de Manaus - AM.

Figura 28 — Ampliagdo dos espectros de RMN de 'H de sinais referentes a regidio dos carboidratos em

amostras de polen coletadas por abelhas sem ferrdo no periodo seco e chuvoso de Manaus — AM.

Figura 29 — Ampliagio dos espectros de RMN de 'H de sinais referentes a regido dos carboidratos em

amostras de poélen de Melipona seminigra no periodo seco e chuvoso de Manaus - AM.
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Quando analisamos somente as diferencas na composicdo quimica das amostras de
acordo com as estacdes climaticas, sem levar em consideracdo o comportamento de coleta
intraespecifico de polen, percebe-se que as varidveis que tiveram maior impacto na disposi¢ao

das amostras no grafico de scores sao as apresentadas e discutidas a seguir.

A regido de o 7,7 a 7,9 (Figura 30) parece ser responsavel uma das responsaveis pela
diferenciagdo das amostras nas diferentes estacdes climdticas, uma vez que apresentam

diferengas como os sinais que desaparecem no periodo chuvoso.

Figura 30 — Ampliagdo dos espectros de RMN de 'H de sinais referentes a regido dos compostos
aromaticos em amostras de pélen de Melipona seminigra e Melipona interrupta coletadas diferentes
estagOes climaticas (periodo seco e chuvoso) em Manaus — AM.

Outra regido apontada pela andlise quimiométrica das variaveis ¢ a de 6 2,42 e 2,48
(Figura 31), que também desaparece no periodo chuvoso e ¢ caracteristica de aminoacidos.
Segundo Cook et al. (2003) as abelhas demonstram preferéncia por fontes de polens ricos em
aminoacidos essenciais. Kitaoka e Nieh (2009) variaram a concentragdo de proteina do pdlen
entre 17% e 33% e mostraram que as abelhas do género Bumble regulam sua atividade de

forrageamento de acordo com a qualidade nutricional do p6len.
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Figura 31 — Ampliagdo dos espectros de RMN de 'H de sinais referentes a regido dos aminoacidos em

amostras de polen de Melipona seminigra e Melipona interrupta coletadas diferentes estagdes
climaticas (periodo seco e chuvoso) em Manaus — AM.

Além destas, a regido espectral das amostras de polen entre 6 3,0 e 3,3, que ¢ propria

de carboidratos, também apresenta diferencas nas estacdes climaticas (Figura 32).
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Figura 32 — Ampliagdo dos espectros de RMN de 'H de sinais referentes a regido dos carboidratos em

amostras de polen de Melipona seminigra e Melipona interrupta coletadas diferentes estagdes
climaticas (periodo seco e chuvoso) em Manaus — AM.
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5.6.3 Analise de agrupamentos hierarquicos - HCA
Uma discriminag¢do semelhante a observada na PCA foi obtida na andlise por HCA
(Figura 33), que foi realizada com os mesmos parametros da PCA, e um indice de

similaridade igual a 0,38 discriminou as amostras em trés grupos.
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Figura 33 — Dendrograma dos dados de RMN de 'H das amostras de polen coletado pelas abelhas
Melipona seminigra (PS) e Melipona interrupta (PI) nos periodos seco e chuvoso da cidade de
Manaus — AM.

O primeiro grupo reune amostras de polen coletado por M. interrupta no periodo seco,
que possuem caracteristicas quimicas parecidas, em seguida, nota-se um grupo de transicao,
no qual ocorre a mistura entre amostras de pdlen coletado por M. interrupta e M. seminigra
em ambas as estagdes climaticas, e por ultimo, um grupo que retine apenas amostras coletadas

por M. seminigra nas duas estacdes climdticas. Portanto, a separacdo (que demonstra a
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diferenca) do pdlen coletado pelas diferentes espécies de abelhas ¢ bem clara. No entanto, a

divisdo das amostras conforme a estagao climatica nao é observada da mesma maneira.

A diferenca observada nas amostras de polen coletadas por diferentes espécies de
abelhas pode ser explicada pelo diferente comportamento de coleta de poélen destas espécies.
As abelhas sem ferrdo amazonicas ainda sdo pouco conhecidas e ndo existem estudos
conclusivos sobre o que determina o comportamento de coleta de alimento pelas espécies aqui
estudadas. Recentemente, foram publicados os primeiros trabalhos envolvendo o estudo da
genética destas espécies, que revelaram que estas apresentam genes que sdo expressos de
maneira diferente do modelo conhecido em outras espécies de abelhas, o que permite sugerir
que outros aspectos como seu comportamento de coleta de alimentos e a composi¢do quimica
de seus produtos também sejam diferentes. No entanto, levantaram-se algumas hipdteses
relacionadas ao forrageamento por outras espécies de abelhas, que podem nortear o
entendimento do comportamento de coleta das abelhas sem ferrdo, bem como a variagdo na

composi¢ao quimica do pdlen por elas coletado.

Segundo Bawa (1983), uma florada pode ser capaz de atrair abelhas devido a
abundancia das flores, a quantidade de pdlen por elas produzido, o nimero de insetos

competidores, a distancia entre a florada e o ninho, e a preferéncia inata da espécie.

Questdes interessantes sobre o habito alimentar das abelhas foram propostas por
naturalistas que notaram que algumas espécies utilizam um ou poucos tipos de flores
(monoéleticas), enquanto outras obtém alimento em varios tipos de flores (polieléticas ou
generalistas) (PIRANI & CORTOPASSI-LAURINO, 1993). CAMPOS et al., (1997) afirmam
que geralmente o polen apicola ¢ composto de um ou dois tipos polinicos principais,

misturados com menores quantidades de pelotas de polen de diversas outras fontes de polen.
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As abelhas do género Bombus sao capazes de determinar a necessidade da colonia por
polen, e também podem discriminar se este polen ¢ de alta qualidade, alto valor nutritivo, ou
de baixa qualidade (DOBSON et al., 1999). Forrageiras de Bombus impatiens podem ser
capazes de detectar de forma direta (por gosto) ou indiretamente (pelo odor) diferentes
concentragdes de proteinas (MAPALAD et al., 2008) no polen. Outras abelhas ainda optam
por polens com alto contetdo de lipidios insaturados, certos compostos fendlicos e

aminoacidos mais adequados ao seu metabolismo.
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6 CONCLUSOES

As analises do perfil quimico e fisico-quimico pelos métodos tradicionais revelaram
variagoes significativamente diferentes nas quantidade de nutrientes entre o polen coletado
pelo mesmo género de abelhas sem ferrdo amazodnicas. O alto contetido de lipidios encontrado
nas amostras pode ser um fator positivo, ja que, geralmente, alimentos de origem vegetal
apresentam 4acidos graxos insaturados, importantes na protecdo contra doengas
cardiovasculares. Destaca-se ainda o alto contetido de fibra encontrado nas amostras que,
dependendo do tipo, pode contribuir para o bom funcionamento do intestino, além de ajudar
no controle de doengas como hipercolesterolemia e¢ diabetes. E importante que sejam
realizados outros estudos que identifiquem quais as classes de lipidios e que tipos de fibras

compdem o pdlen coletado por essas abelhas.

O conteudo de proteinas da amostra de polen coletado pela abelha M. interrupta e o
pH e a umidade das amostras coletadas por ambas as abelhas estudadas, nao atenderam ao
recomendado pelo Regulamento Técnico brasileiro que fixa valores de qualidade e identidade
para a comercializacdo de polen apicola. Portanto, recomenda-se que sejam realizadas mais
analises, principalmente em relacao ao pH do podlen coletado por abelhas sem ferrao, a fim de
melhor caracterizar este produto para futura comercializagdao. Além disso, enfatiza-se a falta
de padronizagdo em relagdo aos métodos analiticos utilizados nos trabalhos cientificos, para a
analise de polen apicola. Embora a legislagao brasileira estabeleca alguns métodos de analise,
ainda permanecem varias lacunas em relagdo a algumas particularidades de cada método, o

que dificulta a comparagao de resultados e padronizagao das analises.
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A aplicagdo conjunta da espectroscopia de RMN de 'H e dos métodos quimiométricos
possibilitou discriminar o polen coletado por M. seminigra do polen de M. interrupta em
diferentes estagdes climaticas, o que evidencia que estas abelhas possuem comportamento de
forrageamento diferente diante de um mesmo pasto apicola e, portanto o poélen apresenta
composi¢ao varidvel de acordo com a estacdo climatica e com as espécies de abelhas que o
coletam. No entanto, quando utilizados somente experimentos uni ¢ bidimensionais de curta
distdincia, a RMN apresentou eficiéncia para a identificagdo de algumas substincias
responsaveis pelas discriminagdes, € ajudou a observar todas as classes de substancias
presentes, além de reforcar os resultados obtidos nos outros métodos de andlise da
composi¢ao de alimentos utilizados neste trabalho. Outro fato importante foi a identificacao
do acido acético como a substancia que apresentou o sinal de maior intensidade nos espectros,
indicando que este ¢ o acido organico predominante, ¢ que além da fermentagdo alcodlica ja
conhecida, o pdlen pode passar por fermentagdo acética.

Os estudos com abelhas sem ferrdo e com os produtos por elas produzidos estdo ainda
no inicio. Varios testes precisam ser realizados para que sejam conhecidos mais beneficios a
saude humana e assegurar o consumo de um produto adequado de varios pontos de vista
(microbiolégico, quimico, biodisponibilidade de nutrientes, toxicidade, etc.). No entanto, pelo
que tudo indica até o presente momento, o pdlen coletado pelas abelhas amazonicas, parece
ser um complemento alimentar muito valioso do ponto de vista nutricional, pois além de
conter diversos nutrientes importantes para a manutencao da saude, ainda contém substancias
antioxidantes, capazes de prevenir doengas, € que tornam o polen das abelhas amazonicas um

potencial alimento funcional.
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