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RESUMO

DE-MELO, A. A. M. Perfil quimico e microbioldgico, cor, analise polinica e
propriedades biolégicas do pdlen apicola desidratado. 2015. 341f. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo,
Séo Paulo, 2015.

O objetivo deste estudo foi levantar informacfes a respeito do processo de
producdo, determinar caracteristicas fisico-quimicas, qualidade microbioldgica,
propriedades biolégicas e origem botanica do pdlen apicola desidratado, além de
avaliar a influéncia de duas condicbes de desidratacdo sobre estes mesmos
parametros. Para esta pesquisa foram adquiridas 69 amostras produzidas e
beneficiadas em nove Estados brasileiros. Foram levantados dados referentes a
coleta e processamento dos produtos e realizada a analise polinica para determinar
a origem botanica das amostras. Foram determinados os teores de umidade,
proteinas, lipideos, cinzas, minerais, fendlicos totais e flavonoides totais por
espectrofotometria, compostos fendlicos por cromatografia liquida de alta eficiéncia e
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas, capacidade
antioxidante [método DPPH (a partir de trés extratos) e método ORAC], capacidade
antimicrobiana e parametros instrumentais de cor, além de um diagnostico da
qgualidade microbiol6gica das amostras. A analise multivariada foi utilizada para
estudar a estrutura de dados e procurar por padrdes e, ainda, classificar as amostras
em grupos. Foram observadas ndo conformidades em relagdo a temperatura de
desidratacdo e em 91% das amostras o teor de umidade estava acima do limite de
4% estabelecido na legislagdo brasileira. Foram identificados 39 tipos polinicos. O
teor de proteinas variou de 7,9 a 33,9 g/100 g, lipideos de 3,1 a 13,5 g/100 g e
cinzas de 1,9 a 3,8 g/100 g. A analise de minerais indicou que o potassio foi o
composto em maior quantidade e que algumas amostras poderiam ser consideradas
fontes ou com alto conteudo de ferro, manganés, zinco e cobre. O teor de fendlicos
totais variou de 5,6 a 29,7 mg EAG/g e flavonoides totais de 0,3 a 19,0 mg EQ/g. A
capacidade antioxidante (CA), pelo método DPPH, variou de 9,4 a 199,3 umol ET/g,
com influéncia do procedimento de extracado sobre o resultado. Pelo método ORAC,
a CA das amostras variou de 133,1 a 563,0 umol ET/g. Quanto a capacidade

antimicrobiana, observou-se que todas as amostras apresentaram alguma acéo,



estando a concentragdo minima inibitéria relacionada com o micro-organismo em
teste. A qualidade microbiologica das amostras estava de acordo com dados
encontrados na literatura e bactérias potencialmente patogénicas nao foram
observadas. A analise instrumental de cor indicou variagdo nos parametros L* (42,75
a 72,35), a* (1,03 a 12,98), b* (31,51 a 63,18) e Chroma (31,53 a 64,26) e correlacéo
entre estes parametros e a composicdo quimica e as propriedades bioldgicas. A
identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos indicou predominancia de
flavonoides nas amostras, principalmente de compostos glicosilados. Por fim, as
amostras desidratadas por liofilizagdo apresentaram maior valor nutricional e
potencial biolégico em relacgdo as amostras desidratadas em estufa com
aguecimento e circulacdo forcada de ar. Em concluséo, torna-se necessario que os
produtores facam ajustes no processo de beneficiamento do pélen apicola para que
ndo haja empecilhos a sua comercializacdo. A composicdo do pélen das flores
forrageadas pelas abelhas influenciou na composicao do polen apicola desidratado,
portanto, pode-se pensar no direcionamento dos apiarios para fontes botanicas que

resultem em um produto com maior valor nutricional ou biolégico.

Palavras-chave: pdlen apicola; valor nutricional; compostos bioativos; qualidade
microbiolégica; condicdes de processamento.



ABSTRACT

DE-MELO, A. A. M. Chemical and microbiological profile, color, palynological
analysis and biological properties of dehydrated bee-pollen. 2015. 341f. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo,
Séo Paulo, 2015.

The aim of this study was to obtain information about the production process, to
determine physicochemical characteristics, microbiological quality, biological
properties and botanical origin of dehydrated bee-pollen, and also to evaluate the
influence of two dehydration conditions on these parameters. Sixty-nine samples
were acquired from nine Brazilian states. Data were collected regarding the collection
and processing of the products and the pollen analysis was performed to determine
the botanical origin of the samples. Moisture, proteins, lipids, ashes, minerals, total
phenolic compounds and flavonoids by spectrophotometry, phenolic compounds by
high-performance liquid chromatography and liquid chromatography coupled to mass
spectrometry, antioxidant capacity [DPPH method (from three extracts) and ORAC
method], antimicrobial capacity and instrumental color parameters were determined,
in addition to a diagnosis of the microbiological quality of the samples. Multivariate
analysis was used to study the structure of data and to look for patterns and also to
classify the samples into groups. Non-conformities were observed in relation to
dehydration temperature and in 91% of samples the moisture content was above the
4% limit established by Brazilian legislation. Thirty-nine pollen types were identified.
The protein content varied from 7.9 to 33.9 g/100 g, the lipid content from 3.1 to 13.5
g/100 g and the ash content varied from 1.9 to 3.8 g/100 g. The mineral analysis
indicated that potassium was the compound with a higher content in the samples,
and that some samples could be considered “source” or “high content” of iron,
manganese, zinc and copper. The total phenolic content varied from 5.6 to 29.7 mg
GAE/ g and total flavonoids from 0.3 to 19.0 mg QE/g. The antioxidant capacity (AC)
by DPPH method ranged from 9.4 to 199.3 umol TE/g and the extraction procedure
influenced the results. The AC by ORAC method ranged from 133.1 to 563.0 umol
TE/g. All samples showed some antimicrobial capacity; however, the minimal
inhibitory concentration was related to the microorganism. The microbiological quality

of the samples was consistent with results found in the literature and potentially



pathogenic bacteria were not detected. The instrumental color analysis indicated
variation in the parameters L* (42.75 to 72.35), a* (1.03 to 12.98), b* (31.51 to 63.18)
and Chroma (31.53 to 64.26), and correlation between these parameters and the
chemical and biological properties. The identification and quantification of the
phenolic compounds showed flavonoids predominantly in samples, particularly
glycosylated compounds. Finally, the samples dehydrated by lyophilization showed
higher nutritional and biological value compared to samples dehydrated in an electric
oven with forced air circulation. In conclusion, it is necessary that producers make
adjustments to the dehydrated bee-pollen processing to prevent impediments to the
marketing. The composition of the pollen collected by bees influenced the
composition of dehydrated bee-pollen; therefore, it would be possible to direct the
apiaries to botanical sources that result in a product with higher nutritional or

biological value.

Keywords: bee-pollen; nutritional value; bioactive compounds; microbiological

quality; processing conditions.
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1 INTRODUCAO GERAL

A apicultura caracteriza-se pela criacdo econémica e racional de abelhas da
espécie Apis mellifera, sendo uma das poucas atividades agropecuarias que
atendem ao tripé da sustentabilidade (ALMEIDA; CARVALHO, 2009). Entre os
produtos da apicultura esta o pélen apicola, um alimento elaborado pelas abelhas a
partir do pélen das flores e que contém aminoécidos essenciais, quantidades
variaveis de proteinas, vitaminas, minerais, acidos graxos, fibras e compostos
bioativos. A composi¢cédo do pdlen apicola tem despertado o interesse da populacéo
para o consumo como suplemento alimentar e em razdo de possiveis beneficios a
saude (CAMPOS et al. 2008).

A qualidade do pdlen apicola esta relacionada as suas caracteristicas fisico-
guimicas, microbiologicas e bioldgicas que, por sua vez, variam de acordo com a
origem botéanica, condi¢des climaticas e de solo da regido onde é produzido, e das
praticas empregadas durante a coleta e beneficiamento do produto (CAMPOS et al.,
2008; BARTH et al., 2010; SILVEIRA, 2012). Legislacdes nacionais e internacionais
estabelecem padrbes de identidade e qualidade do pdlen apicola, porém, néo
determinam os métodos de analises. Além disso, ndo ha paradmetros para
compostos bioativos, principais responsaveis pelo interesse da populagcédo por este
produto (CAMPOS et al., 2008; ALMEIDA-MURADIAN, 2009).

O Brasil tem um grande potencial produtivo para dominar uma parcela
significativa do mercado mundial de pélen apicola. A extenséao territorial, vegetacdo
diversificada e variabilidade climatica sdo favoraveis a atividade apicola no pais,
possibilitando a exploracéo de produtos durante todo o ano e com as mais variadas
composi¢coes (MARCHINI; SOUZA, 2006; SILVA, 2007; BARTH et al., 2010).

Embora estudos tenham sido conduzidos, por se tratar de um alimento de
composicdo tdo variavel, h4d amostras cujo perfil e potencial bioldégico sé&o
desconhecidos. Ao mesmo tempo, certas questdes estdo pendentes, como a relagéo
entre compostos fendlicos e acdo antioxidante e antimicrobiana neste alimento. Até
o momento, ndo ha informacdes que indiguem as regides brasileiras de maior
potencial para producdo de polen apicola de elevado valor nutricional e bioldgico.
Também é preciso assegurar a qualidade do produto para o consumo, certificando
gue nao ha perigos biologicos para o consumidor. Por fim, é importante para o setor

apicola que dados sejam gerados no sentido de despertar o interesse de um numero
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maior de consumidores, tanto no mercado interno quanto externo. Conhecendo o
produto e as particularidades de cada regido seria possivel aos produtores pleitear
certificacbes como a Indicacdo Geogréfica, o que agregaria valor ao podlen apicola,
aumentando a renda nas propriedades rurais (SEBRAE, 2009; INPI, 2011).

Diante da variedade de compostos presentes no polen apicola e do fato da
concentracdo destes compostos estar relacionada a origem botanica e geografica
dos gréos, torna-se importante caracterizar o maior nimero de amostras possivel,
identificando as variantes nutricionais e biolégicas e correlacionando-as com a

regido onde foram coletadas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar o perfil quimico e microbiologico, parametros instrumentais de
cor, propriedades biologicas e origem boténica do poélen apicola desidratado,
produzido por abelhas da espécie Apis mellifera no Brasil.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Levantar informacdes a respeito do processo de producéo e verificar se houve
adequacao, com base na Instru¢cdo Normativa n°® 3 de 19 de janeiro de 2001 do
MAPA, das préticas adotadas durante o beneficiamento das amostras;

e Realizar a andlise polinica e determinar a origem botanica;

e Determinar a composicao centesimal e o valor energético;

e Determinar o conteiddo dos minerais: sodio, potassio, ferro, cobre, calcio,
magnésio, zinco e manganés;

e Determinar o teor de fendlicos totais e flavondides totais por espectrofotometria;

e Identificar e quantificar compostos fendlicos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia e espectrometria de massas;

e Avaliar trés metodologias para extracdo de compostos antioxidantes;

e Determinar e comparar a capacidade antioxidante por dois métodos;

e Determinar a capacidade antimicrobiana frente a bactérias Gram positivas,
bactérias Gram negativas e leveduras;

e Determinar parametros instrumentais de cor;

e Realizar a contagem de Staphylococcus coagulase positiva, aerébios mesofilos,
psicrotroficos e bolores e leveduras, determinar o nimero mais provavel de
coliformes totais e Escherichia coli e realizar a pesquisa de esporos de
clostrideos sulfito redutores e de Salmonella sp.;

¢ |dentificar espécies de leveduras;

e Avaliar a influéncia de duas condicbes de desidratacdo sobre os parametros

instrumentais de cor, teor de proteinas, lipideos, minerais, glicose, frutose,
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vitaminas do complexo B e vitamina E, teor de fendlicos totais, capacidade
antioxidante, capacidade antimicrobiana, capacidade anti-inflamatéria e
gualidade microbiologica,;

Verificar a adequacao dos resultados quanto aos parametros estabelecidos na
Legislagao Brasileira;

Disponibilizar os resultados para serem inseridos na Tabela Brasileira de
Composicdo de Alimentos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de Sao Paulo (TBCA-FCF-USP);

Apresentar resultados em eventos cientificos e publicar em periddicos indexados

da area.
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3 CONSIDERACOES GERAIS

Este estudo propés uma analise ampla de um numero significativo de
amostras. Além da caracterizacdo fisico-quimica, de propriedades biologicas e
qualidade microbioldgica, também foram realizados estudos de comparagcdo de
métodos de extracdo de compostos antioxidantes e de condicdes de
processamento. Assim, optou-se pela apresentacdo da tese em capitulos para uma
melhor discussédo dos resultados e publicacdo em revistas indexadas. Os capitulos

foram assim organizados:

Capitulo 1: Consideracfes sobre apicultura e polen apicola: revisao de literatura.

Capitulo 2: Avaliacédo palinologica de pélen apicola desidratado produzido em nove

estados brasileiros.

Capitulo 3: Teor de umidade, producdo e beneficiamento de pdlen apicola

desidratado.

Capitulo 4: Caracteristicas fisico-quimicas e propriedades biolégicas de pélen

apicola desidratado monofloral e heterofloral, produzido no Brasil.

Capitulo 5: Capacidade antioxidante de diferentes extratos e parametros
instrumentais de cor do pélen apicola desidratado e comparagdes por andlise

estatistica multivariada.

Capitulo 6: Diagnéstico da qualidade microbiolégica do pdlen apicola desidratado
produzido no Brasil (resultados submetidos, artigo publicado no periédico Letters in
Applied Microbiology - DOI: 10.1111/lam.12480).

Capitulo 7: Efeito das condigcbes de desidratacdo sobre caracteristicas fisico-
guimicas, propriedades biolégicas e qualidade microbiolégica do pdlen apicola
(resultados submetidos, artigo publicado no periddico LWT - Food Science and
Technology - DOI: 10.1016/.lwt.2015.09.014).


http://dx.doi.org/10.1016/j.lwt.2015.09.014

CAPITULO 1
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CONSIDERACOES SOBRE APICULTURA E POLEN APICOLA: REVISAO DE
LITERATURA

RESUMO

A apicultura € uma das poucas atividades agropecuarias que se enquadram no tripé
da sustentabilidade. Mel, prépolis e pdélen apicola sdo alguns dos produtos da
apicultura. O pélen apicola é produzido pelas abelhas, a partir do pélen das flores,
para ser a principal fonte de proteinas na colmeia. Sua composi¢éo varia de acordo
com a regido onde é produzido e sua qualidade influenciada pelas condicGes de
coleta e processamento. E considerado por muitos pesquisadores como um alimento

de elevado valor nutricional e bioldgico.

Palavras-chave: apicultura, polen apicola; propriedades biologicas; caracteristicas

fisico-quimicas; qualidade microbiologica.

ABSTRACT

Beekeeping is one of the few agricultural activities serving the triple-bottom-line of
sustainability. Honey, propolis and bee-pollen are some of the beekeeping products.
The bee pollen is produced by bees from the flower pollen to be the main source of
protein in the hive. Its composition varies according to the region where it is produced
and its quality is influenced by the collection and processing conditions. It is

considered by many researchers as a nutritional and biological high value food.

Keywords: beekeeping; bee-pollen; biological properties, physicochemical
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1 INTRODUCAO

O setor agropecuario tem contribuido para o crescimento econémico global
nos ultimos anos, ndo tanto como gerador de riqueza, mas como fornecedor de

matéria-prima para a industria de transformacdo. Em 2014, o setor foi responsavel
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por 5,6% do Produto Interno Bruto (PIB) brasileiro (IBGE, 2015) e, em 2013, o pais
ocupou o primeiro lugar no mundo em producado de café, cana-de-agucar e laranja,
segundo lugar na producdo de soja e terceiro lugar na producédo de carne de aves
(FAOSTAT, 2015a).

Apesar das atividades agropecuarias impactarem positivamente na
economia do pais e no desenvolvimento regional, h& impactos negativos
decorrentes que comprometem a sustentabilidade dos ecossistemas agricolas a
médio e longo prazo, como o0 desmatamento, perda da biodiversidade,
contaminacdo de aquiferos e reservatorios de agua por defensivos agricolas e a
degradacéo dos solos, este ultimo considerado um dos mais importantes problemas
ambientais causados pelas atividades agropecuarias (IBGE, 2010; ADMIN, 2011).

O desafio € manter o crescimento do setor primario, mas de forma
sustentavel. Para tal, estratégias de planejamento rural consciente, assim como o
estimulo a atividades lucrativas e ambientalmente responsaveis, devem ser
propostos. Neste contexto, a apicultura ganha destaque por ser uma das poucas
atividades agropecuarias que atende ao triple bottom line, ou tripé da
sustentabilidade, por ser economicamente viavel, ambientalmente favoravel e
socialmente justa (ALMEIDA; CARVALHO, 2009).

O mel é o produto apicola mais conhecido e com boas possibilidades de
comercializacdo (ARRUDA; BOTELHO; CARVALHO, 2011), porém, € grande o
interesse dos apicultores por outros produtos da colmeia, como o pélen apicola, cuja
coleta tem aumentado a rentabilidade das unidades de producdo. Produtores de
Canavieiras/Bahia conseguiram elevar a renda de R$ 400,00 por colmeia/ano para
R$ 1,8 mil por colmeia/ano ao deixarem de coletar mel e iniciarem a coleta de pdélen
apicola (SEAGRI, 2010).

O podlen apicola é composto por, aproximadamente, 250 substancias
(KOMOSINSKA-VASSEV et al.,, 2015). O teor de proteinas varia entre amostras,
mas pode chegar a 45% (MODRO et al., 2009), o que faz deste produto uma
alternativa para complementar a dieta, inclusive de vegetarianos. Vitaminas e
minerais também estdo presentes. Além disso, ha relatos de bons resultados no
tratamento, e auxilio na prevencédo, de algumas doencgas. O pdélen apicola enquadra-
se no grupo dos apiterapéuticos, ou seja, € um produto da apicultura que contém
compostos de comprovada atividade terapéutica (ABDELLA; TOHAMY; AHMAD,
2009; KOMOSINSKA-VASSEV et al., 2015).
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O objetivo desta reviséo foi levantar informacdes a respeito do que é e como
teve inicio a apicultura no Brasil, como é regulamentada e como é feita a producéo,
beneficiamento e comercializacdo do pdlen apicola, bem como o que se sabe
guanto as caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas deste produto, com foco

em compostos que podem estar relacionados as suas propriedades biologicas.

2 APICULTURA NO BRASIL

A apicultura caracteriza-se pela criagdo econdmica e racional de abelhas da
espécie Apis mellifera. No Brasil, a atividade desenvolveu-se a partir de 1839 com a
introducéo da espécie por imigrantes europeus. As primeiras subespécies criadas no
pais foram A. mellifera mellifera, A. mellifera carnica, A. mellifera caucasica e A.
mellifera ligustica. As abelhas europeias, embora doéceis e de facil manejo,
apresentavam baixa produtividade e menor resisténcia a doencas e pragas quando
comparadas a outras subespécies, como a A. mellifera scutellata, uma abelha
africana bastante produtiva, rdstica e de comportamento agressivo.

Em 1956, abelhas africanas foram trazidas para cruzamento com as abelhas
europeias. Algumas destas abelhas africanas escaparam do apiario experimental e
rapidamente disseminaram-se pelo pais, 0 que promoveu o0 processo chamado de
“africanizacdo”, caracterizado pelo cruzamento entre as subespécies e que resultou
em abelhas com maior produtividade e resisténcia, porém mais agressivas. Em
razdo desse episddio, é possivel dizer que no Brasil ja ndo ha linhagens puras das
subespécies europeias de A. mellifera, predominando hibridos africanizados
(BARRETO et al., 2006; PEREIRA; LOPES, 2011).

Para o desenvolvimento da apicultura é essencial oferta de agua e alimento
em quantidade suficiente para a sobrevivéncia das abelhas e suas crias (PEREIRA
et al., 2003). Estes insetos utilizam mel, melato, pdlen apicola e geleia real para a
manutencdo da colénia. O mel, produzido a partir do néctar das flores; e o melato,
produzido a partir de secrecbes das partes vivas das plantas ou de excrecdes de
insetos sugadores de plantas; sdo as fontes principais de energia das abelhas. O
polen apicola é produzido a partir do pélen das flores e é a principal fonte de
proteinas, lipideos, vitaminas e minerais (MORETI, 2006; ARRUDA, 2009). A geleia

real é produzida para a alimentacdo dos ovos, das larvas (até o terceiro dia de vida,
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apos este periodo recebem mel e pdlen apicola), e da rainha (por toda vida)
(ALVES, 2013a; KOMOSINSKA-VASSEYV et al., 2015).

O Brasil tem grande potencial para a apicultura, pois a extensao territorial,
vegetacao diversificada e variabilidade climatica sdo favoraveis a atividade no pais,
possibilitando a exploragdo durante todo o ano em diversas regides. As areas de
preservagao permanente e/ou de reserva legal séo ideais para a apicultura em razao
da diversidade e quantidade de flores, resultando em maior produtividade
(FRANZESE, 2005; MARCHINI; SOUZA, 2006; SILVA, 2007; ARRUDA, 2009).

As abelhas sdo criadas em apiarios e cada apiario € um conjunto de
colmeias. Cada colmeia abriga uma col6nia (familia, enxame) e cada colénia é
formada por uma rainha, cinco mil a 100 mil operérias, até 400 zangdes e pelos
favos utilizados para postura e armazenamento do alimento (SEBRAE, 2009b). As
colmeias possuem compartimentos especificos para a postura e desenvolvimento
das crias e para o armazenamento de mel ou polen apicola. Recomenda-se 0 uso
de colmeias do tipo Langstroth (Figura 1), cuja estrutura em madeira é padronizada
e adotada em todo mundo, facilitando a comercializacdo de colmeias, suportes e
favos (PEREIRA et al., 2003). A norma NBR 15713:2009, da Associacdo Brasileira
de Normas Técnicas (ABNT), trata exclusivamente deste modelo de colmeia,
especificando requisitos para sua fabricagdo (ABNT, 2009).

Figura 1. Colmeia Langstroth vista de frente (1) e partes da estrutura: tampa (A),
melgueira (B), ninho (C) e fundo (D) (2).
Fonte: Pereira et al., 2003

De acordo com o ultimo Censo Agropecuario, 104.937 estabelecimentos
rurais desenvolvem alguma atividade apicola (IBGE, 2007). Segundo a
Confederacéo Brasileira de Apicultura (CBA), entidade sem fins lucrativos criada
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para representar e orientar as federagoes de cada Estado, a cadeia produtiva no
pais gera cerca de 450 mil ocupac¢des no campo e 16 mil empregos diretos no setor
industrial (CBA, 2013). Apicultores com até 150 colmeias sao considerados
pequenos produtores, de 150 a 1500 colmeias sédo considerados médios, enquanto
grandes produtores sdo aqueles que manejam acima de 1500 colmeias em suas
propriedades (FBB, 2010).

O mel é o produto mais facil de ser explorado e com maiores possibilidades
de comercializacdo, embora ndo seja 0 mais rentavel ao apicultor. A criacdo
comercial visa, também, a producdo de poélen apicola, prépolis, cera de abelha,
geleia real, apitoxina, rainhas, enxames e crias, além de servicos de polinizacao
(PEREIRA et al.,, 2003). O manejo de colmeias em areas de plantios agricolas
resulta em “melhoria da qualidade dos frutos e promove amadurecimento mais
uniforme, maior vigor das plantas que germinam, aumento no nidmero de sementes
produzidas e no teor de Gleos e outras substancias extraidas de algumas espécies
vegetais” (DRUMOND, 2013, p.25). O manejo de colbnias teve resultados positivos
em culturas como acerola, maracuja (DRUMOND, 2013) e girassol (TOLEDO et al.,
2011).

A apicultura tem especial importancia na agricultura familiar, mas é comum a
atividade ter um carater secundario nos estabelecimentos rurais. Muitos apicultores
usam a atividade como complemento a agricultura ou pecuéria e fonte alternativa de
renda, sem prejuizos ao desenvolvimento das atividades principais (ARRUDA;
BOTELHO; CARVALHO, 2011). Embora a apicultura seja desenvolvida em milhares
de estabelecimentos rurais, estima-se que apenas um terco (1/3) destes
estabelecimentos pratique uma producdo racional e tecnificada, de modo que ha
potencial para aumento de produtividade e, consequentemente, de renda para o
apicultor (SILVA; PEIXE, 2008).

3 POLEN APICOLA

Héa indicios de que o pdlen apicola seja consumido ha séculos. No Egito
Antigo era chamado de “o pd que da a vida”. Hipdcrates e Pitagoras indicavam o
consumo deste alimento para seus pacientes porque acreditavam em seu potencial

terapéutico (CAMPOS et al., 2008). Na América do Norte, h& registros de consumo



33

intencional entre os anos de 1.400 e 200 a.C. por indigenas (REINHARD;
HAMILTON; HEVLY, 1991; LINSKENS; JORDE, 1997). Nos Ultimos anos, o
consumo foi impulsionado pela demanda dos consumidores por produtos naturais,
complementares a dieta ou com efeitos terapéuticos (BARRETO; FUNARI; ORSI,
2005a).

O polen apicola é o resultado da aglutinacdo de diferentes grdos de podlen
colhidos das flores pelas abelhas, que adicionam secrecdes salivares e pequenas
propor¢des de néctar e/ou mel (BRASIL, 2001a; CAMPOS et al., 2008). Os graos de
pélen das flores, por sua vez, sdo estruturas microscépicas (2,5 a 250 um) cuja
forma, tamanho, peso e cor variam entre as espécies de plantas (KOMOSINSKA-
VASSEV et al., 2015).

O grédo de pdlen contém o gametodfito masculino das plantas superiores.
Cada grdo é protegido por uma parede interna (chamada intina), formada por
celulose, pectina e calose, e uma parede externa (de nome exina), composta em
grande parte por esporopolenina, composto de forte resisténcia a fatores fisico-
quimicos (BOGDANOV, 2012b; KOMOSINSKA-VASSEV et al., 2015). O grdo é
produzido e armazenado no interior das anteras das flores que, por sua vez, estao
localizadas na parte terminal dos estames. E uma estrutura rica em nutrientes que
sdo essenciais para a germinacdo (BOGDANQV, 2012a). Na Figura 2 é apresentado

um esquema simples de um grao de pélen.
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Figura 2. Esquema simplificado de um gréo de pélen.
Fonte: Biologados, 2015

Ao realizar a coleta do pdlen, as abelhas atuam como importantes agentes
polinizadores, pois transferem os graos das anteras para o estigma das flores (parte
receptiva do 6rgdo feminino), ocorrendo, entdo, a fecundacéo (Figura 3). A coleta do
polen pelas abelhas tem, portanto, grande importancia para a sobrevivéncia de uma
variedade de espécies vegetais (BOGDANOQV, 2012a).
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Figura 3. Sistema reprodutivo de uma planta mondica (as flores possuem tanto
0 6rgéo reprodutor feminino quanto masculino).
Fonte: Oliveira, 2008.

Para produzir uma Unica bolota (também chamada de granulo ou carga) de
polen apicola, as abelhas visitam cerca de 200 flores. De maneira geral, cada bolota
contém grdos de uma Unica espécie vegetal (BOGDANOV, 2012a; KOMOSINSKA-
VASSEV et al., 2015), mas, se necessario, as abelhas visitam mais de uma espécie,
a fim de obter um produto que atenda suas exigéncias nutricionais. Embora exista
uma variedade de plantas floriferas, nem todas s@o consideradas fonte polinifera
para as abelhas. Certos grdos parecem ser mais atrativos e estes insetos sao
capazes de identificar fontes de pdlen com maior valor nutritivo (BARTH, 2004;
ARRUDA, 2009; MODRO et al.,, 2011). Fatores como a quantidade de recurso
disponivel, presenca de competidores e a distancia entre a fonte vegetal e o ninho,
também, influenciam na coleta pelas abelhas (LUZ et al., 2010; SILVEIRA, 2012).

Assim que formadas as bolotas, as abelhas transportam-nas até a colmeia.
Cada inseto transporta duas cargas aderidas ao corpo, mais especificamente em
cavidades na superficie externa das patas posteriores, denominadas corbiculas
(PEREIRA et al., 2003). Quando ndo ha coleta pelo apicultor, as abelhas entram,
armazenam as bolotas em alvéolos e o produto € mantido para posterior consumo
pela colénia (Figura 4). Durante o0 armazenamento, ocorre um processo de
fermentacao latica e, consequentemente, reducéo no pH, o que confere maior tempo
de conservacdo ao produto. As abelhas consomem o polen apicola fermentado, que
€ chamado de “pao das abelhas” (PEREIRA et al., 2003; BARTH, 2004).
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Figura 4. Abelha Apis mellifera realizando a coleta de pélen na flor (A);
duas bolotas aderidas as corbiculas de uma abelha (B); armazenamento
das bolotas no alvéolo, dentro da colmeia (C).

Fonte: Beekeeping Photography (2012).

3.1 COLETA

O apicultor realiza a coleta do poélen apicola fixando, na colmeia, estruturas
nas quais as cargas ficam retidas no momento em que as abelhas as atravessam.
Estas estruturas sdo chamadas de “coletor de pdlen”, “armadilhas de pdlen” ou
“caca-podlen”. Ha mais de um tipo de coletor disponivel no mercado e ndo ha um
consenso sobre qual estrutura € a mais adequada (ALVES, 2013b). De maneira
geral, os coletores tém perfuragfes de, aproximadamente, 4,5 mm de diametro para
permitir a passagem das abelhas, mas nédo de todas as bolotas de poélen apicola,
gque caem em recipientes coletores e, posteriormente, sdo recolhidas pelos
apicultores (Figura 5) (CAMARGO, 2002; MAGALHAES, 2005).

O manejo do caca-pdlen varia entre as unidades de producgdo, porém, €
comum que sejam fixados pela manha e recolhidos no final da tarde. Recomendam-
se periodos com e sem a estrutura para que as abelhas ndo se adaptem ao coletor e
a produtividade das colmeias seja mantida (ALVES, 2013b). Pereira et al. (2006)
citam que o consumo diario de pdlen apicola da col6nia varia de 1,5 a 10,7 g, sendo
a meédia de 3,6 g/dia. As abelhas ndo conseguem manter a criacdo saudavel sem

esse alimento e Alves (2013b) recomenda que, durante a fase de coleta, as colmeias
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recebam suplementacao energética e proteica. Camargo et al. (2013) recomendam
que nos periodos de pouca disponibilidade de floradas ndo haja coleta. Em dias
chuvosos ou com umidade relativa do ar muito elevada, a coleta também deve ser
evitada, pois estes sdo fatores que favorecem o crescimento microbiano durante o
periodo em que o produto permanece nos recipientes coletores (CAMARGO et al.,
2003; GONZALES et al., 2005).

Figura 5. Coletor de péblen apicola instalado na colmeia (A); abelhas
atravessando o coletor de pdélen (B); as bolotas no recipiente coletor (C);
apicultor recolhendo o produto ao final de um periodo (D).

Fonte: A: Camargo et al. (2003); Demais imagens: Rede... (2010).

3.2 BENEFICIAMENTO

Nas unidades de processamento, o polen apicola passa por etapas de pré-
limpeza, congelamento, descongelamento, desidratacdo, aeragdo, limpeza final,
envase e armazenamento. Durante a pré-limpeza sao retiradas abelhas mortas,
folhas ou qualquer outra sujidade visivel. A etapa de congelamento é util para
destruir acaros e, também, ovos e larvas de traca ou de outros insetos, além de
controlar o crescimento de fungos e bactérias. Além disso, em uma producdo em

escala industrial, é necessario congelar o produto porque o apicultor ndo tem
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condicdes de desidratar grandes volumes de maneira imediata. Geralmente, o
produto é mantido congelado por, pelo menos, dois dias. O descongelamento deve
ser feito sob refrigeracdo para evitar dano celular e consequente perda de agua e
nutrientes (CAMARGO et al., 2003; BARRETO; FUNARI; ORSI, 2005b; LOPES et
al., 2011; BOGDANOV, 2012a).

Uma vez descongelado, o produto é desidratado. Barreto, Funari e Orsi
(2005b) observaram que o processo de desidratacdo era realizado em todas as
unidades de producdo pesquisadas. Esta etapa, além de aumentar a vida de
prateleira do produto, também permite que seja armazenado e comercializado a
temperatura ambiente, ou seja, sem a necessidade de gastos com estrutura e
manutencdo de resfriamento ou congelamento. As condicdes de desidratacdo
variam entre as unidades de producdo, mas é comum o uso de estufas com
aguecimento das mais simples e improvisadas, as que sado fabricadas
especificamente para esta atividade. De acordo com a legislacao brasileira, deve-se
respeitar uma temperatura maxima de 42°C e tempo suficiente para um teor de
umidade final inferior a 4% (BRASIL, 2001a; BARRETO; FUNARI; ORSI, 2005b).
Uma vez submetido a desidratacdo, o produto passa a ser designado pélen apicola
desidratado (BRASIL, 2001a).

E importante que o produto desidratado seja envasado o mais rapido
possivel. O pdélen apicola desidratado € um alimento altamente higroscoépico, de
modo que, se o beneficiamento ndo ocorrer em ambiente com umidade relativa do ar
controlada, pode haver reabsorcdo de agua, principalmente em periodos chuvosos
(MARCHINI, REIS, MORETI, 2006). Recomenda-se o uso de desumidificador nas
salas onde ha contato do produto desidratado com o ambiente (ALMEIDA-
MURADIAN; ARRUDA; BARRETO, 2012).

Apé6s a desidratacdo, o produto é novamente submetido a etapas de
limpeza. Para retirar pequenas sujidades, algumas unidades realizam a aeragao,
processo que consiste em aplicar jatos de ar seco para que contaminantes, como
poeira e fragmentos de abelhas, sejam removidos. Durante a limpeza final sao
retiradas impurezas maiores, como gréos de propolis e cera, por meio de catacao
manual com auxilio de pincas. Por fim, faz-se o envase em embalagens fracionadas,
armazenamento e comercializacdo (CAMARGO et al., 2003). Segundo Barreto et al.
(2006), sob temperatura ambiente, a vida de prateleira do polen apicola desidratado

pode ser de até 8 meses, chegando a 12 meses se mantido a -12°C.
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3.3 MERCADO

De acordo com a Food and Agriculture Organization of the United Nations
(FAOSTAT), em 2013, o Brasil foi o décimo maior produtor mundial de cera de
abelha e décimo primeiro maior produtor de mel com, respectivamente, 1,6 mil e
35,4 mil toneladas (FAOSTAT, 2015b). Para os demais produtos da colmeia, como o
pélen apicola, a FAOSTAT nao dispde de informacdes. O Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE) também néo dispbe de dados a respeito da producdo
de polen apicola no pais, sendo que o ultimo Censo Agropecuario é sucinto e
contempla, apenas, informacbes gerais. Ao que consta, em 2006, 5.700
estabelecimentos rurais estavam envolvidos na producéo de pdlen apicola, geleia
real, propolis ou demais produtos da apicultura (exceto mel e cera) e o total dessa
producao foi de 5,7 mil toneladas (IBGE, 2007).

Héa, também, poucos estudos cientificos sobre a producdo de pdélen apicola
no Brasil. O mais completo foi publicado por Barreto, Funari e Orsi (2005b) e, por
esta razao, ainda é bastante citado. Os pesquisadores enviaram questionarios aos
apicultores e aos representantes de entidades apicolas de todos os Estados
Brasileiros e da CBA. Ao final, reuniram informa¢des como: nimero de colmeias em
producédo, periodo de ano em que a coleta era realizada, vegetacao utilizada pelas
abelhas, producdo mensal, tipo de coletor utilizado, condi¢cdes de processamento e
comercializagdo. Alvarelli et al. (2011) observaram que a producdo de pdlen apicola
no Brasil concentra-se nos Estados de Santa Catarina, Bahia e Sergipe, mas nao
informam a quantidade produzida em cada um destes ou as condi¢cdes de producao.
Alves (2013a) estimou que a produgcdo brasileira seja em torno de 200
toneladas/ano.

A producgéo por colmeia é variavel e esta relacionada a disponibilidade de
agua e vegetacdo para as abelhas, condi¢cdes climaticas, estado sanitario e
nutricional da col6nia, qualidade da rainha (idade, saude, postura) e ao nivel de
tecnificacdo dos produtores. Barreto, Funari e Orsi (2005b) relataram produgéo
mensal variando de 900 g a 48 kg, mas, segundo Alves (2013a), amédiaé de5a7
kg. Em alguns Estados, o periodo de producéo é restrito a determinados meses,
como no Rio Grande do Sul onde a safra, normalmente, ocorre de setembro a abril.
Na Bahia, h& apiarios que permanecem produtivos durante todo o ano, embora com
variacbes na quantidade produzida (BARRETO; FUNARI; ORSI, 2005b). O preco
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médio pago ao produtor é de R$ 50,00/kg (ALVES, 2013a), chegando até R$
200,00/kg (SEAGRI, 2010).

Segundo o Servigco Brasileiro de Apoio as Micro e Pequenas Empresas
(SEBRAE), a producao nacional pode ser insuficiente para atender a demanda
potencial de mercado (SEBRAE, 2007). Embora este estudo tenha sido realizado em
2007, profissionais que atuam na &rea acreditam que este panorama ainda
permanece em razao do crescente interesse da populacdo por produtos naturais

e/ou com efeitos benéficos a saude.

3.4 LEGISLACAO INTERNACIONAL E NACIONAL

Poucos paises contam com legislacdo especifica para produtos apicolas e,
destes, ha os que estabelecem parametros de identidade e qualidade apenas para
mel e/ou propolis, conforme consta em levantamento realizado por Almeida-
Muradian (2009) (Tabela 1). No Brasil, a fiscalizacdo das etapas de producéo e
beneficiamento do pdlen apicola é de responsabilidade do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e a fiscalizacdo das etapas de armazenamento e
distribuicdo, bem como de comercializacdo e do produto exposto a venda, ficam a
cargo do Ministério da Saude (MS).

O Decreto 30.691, que aprovou o0 Regulamento da Inspecdo Industrial e
Sanitaria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA), importante conjunto de normas
que vigoram em todo territorio brasileiro, trata apenas de mel e cera de abelhas e,
ainda assim, sao apenas 14 artigos relacionados a estes produtos (BRASIL, 1952).
O Regulamento estd em processo de revisdo e espera-se a inclusdao dos demais
produtos apicolas e respectivos criterios de inspecdo, bem como ajustes na
denominacgéo, tipo e obrigacdes dos estabelecimentos envolvidos em toda a cadeia
apicola (MAPA, 2015). Quanto as condic¢des higiénico-sanitarias e de Boas Préticas
de Fabricacdo, nas etapas de producdo e beneficiamento dos produtos apicolas,
deve-se seguir a Portaria n° 368 do MAPA, que estabelece requisitos para
estabelecimentos elaboradores e/ou industrializadores de alimentos de origem
animal (BRASIL, 1997).

Em 2001, foi aprovada a Instrucdo Normativa (IN) n°® 3 do MAPA, legislacéo

especifica para fixacao de identidade e qualidade de produtos das abelhas. O anexo
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V trata exclusivamente do poélen apicola e contempla limites de umidade para o
produto in natura (méximo 30%) e desidratado (maximo 4%), além de teores
minimos de 8% de proteinas, 1,8% de lipideos e 2% de fibra bruta, teor maximo de
4% de cinzas e acgUcares totais entre 14,5% e 55%, todos na base seca. Também
foram estabelecidos valores de acidez livre de, no méaximo, 300 mEqg.kg™* e pH de 4
a 6. Com relacdo as caracteristicas sensoriais, € dito apenas que aroma e cor

devem ser caracteristicos de acordo com a origem boténica (BRASIL, 2001a).

Tabela 1. Paises que dispdem de regulamentacdo para controle de
gualidade de produtos apicolas.

Pais Mel Prépolis Geleia Real Pdélen apicola
Alemanha Sim? Nao Nao Nao
Argentina Sim Nao Sim Sim
Arménia Sim Sim Sim Sim
Bélgica Sim? N&o Néao Néao
Bulgaria Sim Sim Sim Sim
Brasil Sim Sim Sim Sim
Canada Nao Nao Nao Nao
China Sim Sim Sim Sim
Colébmbia EA Nao Nao Nao
Cuba Sim Sim Nao Sim
El Salvador Sim Nao Nao Nao
Eslovaquia Sim? N&ao Néao Nao
EUA Nao Nao Nao Nao
Finlandia Sim? Nao Nao Nao
Franca Sim? N&o N&o N&o
Grécia Sim? Nao Nao Nao
Guatemala EA Nao Nao Nao
Holanda Sim? Nao Nao Nao
Inglaterra Sim? N&o N&o N&o
Italia Sim? Nao Nao Nao
Japéo Sim Sim Sim Sim
México Sim NI NI NI
Nepal Sim Néao N&ao Néao
Nicaragua Sim NI NI NI
Polénia Sim Sim Sim Sim
Portugal Sim? N&o N&o N&o
Republica Tcheca Sim Nao Nao Nao
Romania Sim Nao Nao Nao
Russia Sim Sim Sim Sim
Suica Sim N&o Sim Sim
Turquia Sim Sim Sim Sim
Uruguai Sim N&o Sim Sim
Venezuela Sim Nao Nao Nao

NI = ndo informado; EA = em aprovacéo; ! Adota a legislacdo da Unido Europeia.
Fonte: Almeida-Muradian (2009).

Quanto a critérios microbiologicos, consta na IN n° 3 que “aplica-se o
Regulamento Especifico” (BRASIL, 2001a), mas em nenhuma outra legislacao
brasileira, seja ela do MAPA ou do MS, é estabelecido qualquer padréo

microbioldgico especifico para o polen apicola, seja ele in natura ou desidratado. No
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Regulamento Técnico sobre Padrdes Microbiolégicos para Alimentos da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), cujo objetivo € estabelecer padrdes
microbiolégicos sanitarios para alimentos destinados ao consumo humano, consta
que “no caso de analise de produtos nao caracterizados nas tabelas especificadas
constantes no anexo da resolucdo, considera-se a similaridade da natureza e do
processamento do produto, como base para seu enquadramento nos padrdes
estabelecidos para um produto similar” (BRASIL, 2001b). Barreto, Funari e Orsi
(2005a) enquadraram o pélen apicola desidratado no grupo “produtos a base de
amidos, farinhas, féculas e fubd, semielaborados, estaveis a temperatura ambiente”,
no qual ha limite para coliformes termotolerantes (até 5,0x10> UFC/g) e para
Salmonella sp. (auséncia em 25gq).

Embora estabeleca limites para os parametros fisico-quimicos, a IN n°® 3 ndo
estipula quais protocolos devem ser adotados para estas determinagcdes, de modo
qgue € possivel chegar a diferentes resultados de acordo com o método de analise.
Melo e Almeida-Muradian (2011) compararam seis condi¢cdes para determinar o teor
de umidade em amostras de pdlen apicola desidratado, baseadas no seguinte:
estufa convencional a 100°C, estufa a vacuo a 70°C, dessecador com acido
sulfarico, secagem por radiacdo infravermelha, liofilizacao e titulacdo Karl Fisher. As
pesquisadoras observaram variagbes de acordo com o0 protocolo empregado e
concluiram que o uso de secagem por radiacdo infravermelha e de liofilizac&do
mostraram-se as melhores condi¢cdes para determinar o teor de umidade neste
produto.

A ndo indicagdo de procedimentos e a buscia por um padréo internacional
para os produtos apicolas despertou o interesse de pesquisadores e motivou a
manutencdo da International Honey Commission (IHC). A IHC & uma comissao
internacional que tem como objetivo a pesquisa em relacdo a qualidade dos
produtos apicolas, aprimorando seus métodos de analise e propondo novos critérios
de qualidade. Os membros da comissdo, também, buscam propor um padréo
internacional de identidade e qualidade para cada produto das abelhas (ALMEIDA-
MURADIAN, 2009). A proposta vai de encontro a necessidade de regulamentacao e
normatizacao das atividades apicolas, de modo a garantir a qualidade e agregando
valor aos produtos.

Os estudos realizados por membros da IHC e seus parceiros e

colaboradores serdo utilizados pela comisséo para aprimorar e sugerir métodos de
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analise, propor critérios de qualidade e, espera-se, criar um padréo internacional de
identidade e qualidade de podlen apicola que englobe, inclusive, parametros para
atividade biolégica (IHC, 2013). Em 2008, membros da IHC publicaram o estudo
“‘Pollen composition and standardisation of analytical methods”, uma revisdo que
contempla os atuais critérios de qualidade para comercializa¢do do pdlen apicola em
alguns paises e os diferentes protocolos utilizados para a andlise deste produto.
Neste estudo, os pesquisadores propdem métodos e critérios de qualidade e
mencionam a necessidade de validar estes métodos e aplica-los em amostras
coletadas em diferentes paises para que seja possivel estabelecer uma legislacéo
internacional (CAMPOS et al., 2008).

A ABNT criou a Comissdao de Estudo Especial da Cadeia Apicola
(ABNT/CEE-87) com objetivo de elaborar normativas para o setor apicola nacional.
Para a cadeia produtiva de mel, ha normas especificas para as etapas de producao
e beneficiamento, rastreabilidade, preparo de amostras para analises fisico-quimicas
e determinacdo de umidade, cinzas e sélidos insoltveis, além de requisitos de boas
praticas higiénico-sanitarias e controles operacionais essenciais. Para a cadeia
produtiva de propolis, existe uma norma que especifica requisitos para instalacdo do
apiario, manejo das colmeias, coleta, acondicionamento, transporte e
armazenamento do produto. Em maio de 2013, teve inicio o estudo que deve
resultar em normas para a cadeia produtiva de pdélen apicola, sugerindo requisitos
técnicos, métodos de ensaios (botanicos, fisico-quimicos e microbiolégicos), sistema
de rastreabilidade e terminologia (ABNT, 2015).

3.5 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS E MICROBIOLOGICAS,
PROPRIEDADES BIOLOGICAS E ANALISE POLINICA DO POLEN APICOLA
DESIDRATADO

3.5.1 Anélise polinica

A andlise morfolégica e estrutural dos graos de poélen é o método mais
utilizado para determinar a origem botanica do polen apicola, sendo possivel
identificar, até mesmo, a origem geografica dos graos (BARTH, 1989; MARTIN,
2002; BASTOS; SILVEIRA; SOARES, 2003; SODRE et al., 2007). Os gréos de polen
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séo visualizados em microscopio foténico (Figura 6). Caracteristicas como tamanho
e forma dos gréos de polen, numero de aberturas e ornamentacao da superficie sédo

observadas e os taxons determinados por comparacdo com dados de literatura e de

palinotecas.
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Figura 6. Exemplos de tipos polinicos encontrados em amostras de pdélen
apicola desidratado produzidas em diferentes Estados brasileiros.
Fonte: arquivo pessoal de Dra Ortrud Monika Barth.

Com a anadlise polinica, busca-se sempre identificar a espécie vegetal,
embora em algumas situacdes seja possivel determinar, apenas, o género ou familia

(CAMPOS et al.,, 2008). Em alguns casos, o poélen observado ainda né&o foi
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catalogado, o que dificulta a identificacdo (ALVES et al., 1999). Além da
determinacdo dos taxons, faz-se a contagem de, pelo menos, 500 grdos de pélen
por amostra para identificar a frequéncia de cada tipo polinico e, consequentemente,
classificd-la como monofloral ou heterofloral. O pdélen apicola é classificado como
monofloral quando apresenta mais de 90% de um tipo polinico ou quando apresenta
60% ou mais de um tipo polinico sem a ocorréncia do pélen acessoério (BARTH et al.,
2010). Entende-se por polen acessorio o pdlen que ocorre numa frequéncia de 15 a
45% do total dos grédos contados (BARTH, 2004).

No Brasil, um pais com seis biomas e uma enorme diversidade climatica e
vegetal (IBGE, 2004) é produzido polen apicola de composi¢do variada. Cada
produto tem caracteristicas proprias relaciodas a fonte vegetal visitada pelas abelhas
e a regido que circunda o apiario. Amostras monoflorais de Eucalyptus (eucalipto),
Cocos nucifera (coqueiro), Mimosa scabrella (bracatinga), Mimosa caesalpiniaefolia
(sabid), Baccharis e Antigonon leptopus (cipé-coral, rosalia, lagrima-de-noiva, amor-
agarradinho) e com os tipos polinicos Mimosa scabrella (bracatinga), Mimosa
caesalpiniaefolia (sabid) e Baccharis, ja foram estudadas (BARTH et al., 2010). Uma
vez que as caracteristicas do produto estdo fortemente relacionadas com a
composicdo do polen, pode-se esperar que amostras monoflorais com alta
prevaléncia de um mesmo tipo polinico tenham composicdo fisico-quimica
semelhante e, consequentemente, um perfil mais constante (ALMEIDA-MURADIAN
et al., 2005), o que pode ser positivo para usos em dietas e medicina (BOGDANOV,
2012a). Por outro lado, cogita-se que amostras monoflorais tenham menor valor
nutricional do que as amostras heteroflorais (PEREIRA et al., 2006).

E valido considerar que a andlise polinica é importante ndo sé para
pesquisadores em seus estudos de caracterizacdo e comparagcao de amostras, mas
também beneficia de maneira direta os apicultores. A identificacdo dos tipos
polinicos permite determinar a contribuicdo de cada vegetal como fonte polinifera
para as abelhas, o que possibilita ao produtor o plantio e a manutencdo de espécies
de interesse nas proximidades do apiario, além de auxiliar na escolha do local para
instalacao de novas colmeias (MODRO et al., 2011). Ademais, um trabalho conjunto
entre pesquisadores e produtores poderia direcionar a producdo para fontes
poliniferas com maior teor de compostos de interesse, como vitaminas e substancias
bioativas, resultando em um produto de maior valor nutricional e biologico
(OLIVEIRA et al., 2009).
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A andlise polinica combinada a andlises fisico-quimicas e de propriedades
biologicas permitiria a identificacdo de caracteristicas especificas do pélen apicola
de uma determinada regido, o que possibilitaria aos produtores pleitear certificacdes
como o selo de Indicacdo Geogréfica (IG), uma garantia registrada no Instituto
Nacional da Propriedade Industrial quanto a origem de um produto e/ou suas
qualidades e caracteristicas regionais, a ser utilizado unicamente pelos produtores
estabelecidos no local (INPI, 2011). A posse de uma IG agregaria valor e
credibilidade ao polen apicola, abrindo novos mercados e aumentando a renda nas
propriedades rurais, como ja acontece com o vinho do Vale dos Vinhedos (Rio
Grande do Sul), o café do Cerrado Mineiro (Minas Gerais), a cachaca de Paraty (Rio
de Janeiro), dentro outros (SEBRAE, 2009a). Se, além disso, o apicultor for capaz
de atender certificacbes organicas, pode-se pleitear o selo de Produto Orgénico (IBD
CERTIFICACOES, 2013), o que é possivel nesta atividade porque ndo ha impactos
negativos sobre o0 solo e demais recursos naturais, cabendo ao produtor observar,
principalmente, a qualidade da &4gua e o ndo uso de agroquimicos nas floradas

visitadas pelas abelhas.

3.5.2 Caracteristicas quimicas

A composicdo quimica do pdlen apicola varia, basicamente, em fungéo de
sua origem botanica e geografica. Também sofre influéncia das condi¢cdes
edafocliméaticas (como clima, tipo de solo, precipitacdo, vento), idade e estado
nutricional da planta durante o desenvolvimento de grdo. Em uma mesma espécie
vegetal pode haver variagcbes na composicdo do pélen de acordo com o local,
estacdo do ano e em entre os anos (FUNARI et al., 2003; ALMEIDA-MURADIAN et
al., 2005; MELO et al. 2009; SILVEIRA, 2012).

O polen apicola desidratado € composto por 28 a 66% de acUcares totais,
3 a 62% de proteinas, 1 a 13% de lipideos, 0,3 a 20% de fibra bruta e 0,5 a 6% de
cinzas (FUNARI et al., 2003; ALMEIDA-MURADIAN et al.,, 2005; BARRETO;
FUNARI; ORSI, 2005a; MARCHINI; REIS, MORETI, 2006; SZCZESNA, 2006a;
SZCZESNA, 2006b; MODRO et al., 2007; QIAN et al., 2008; VIT; SANTIAGO, 2008;
MELO et al., 2009; MODRO et al., 2009; CARPES et al., 2009; MARTINS, 2010;
BOGDANOV, 2012a; CHANTARUDEE et al.,, 2012; NOGUEIRA, 2012; PINTO;
CAMPOS; BARRETO, 2012; ARRUDA et al., 2013; FUENMAYOR et al., 2014,
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KOSTIC et al., 2015). Vitaminas e compostos fenolicos também estdo presentes
(CAMPOS et al, 2008; CARPES et al, 2008; SATTLER, 2013; SOUZA, 2014).

Sacarose, glicose e frutose sdo os principais carboidratos do polen apicola.
Qian et al. (2008) encontraram valor médio de 17,6% de frutose, 16,8% de sacarose
e 11,3% de glicose. Em uma amostra coletada na Tailandia, foram constatados 7,2%
de frutose, 6,4% de glicose, 0,6% de sacarose e 0,53% de maltose
(CHANTARUDEE et al., 2012). Carpes et al. (2009) determinaram acucares
redutores (média de 48,8%) e acUcares totais (média de 52,1%) em amostras
coletadas na regido Sul do Brasil. Souza (2014) quantificou glicose (média de 6,7%)
e frutose (média de 5,3%), também, em amostras coletadas na regido Sul do pais.

A quantidade de proteinas, embora inferior a de carboidratos, é bastante
significativa. Em algumas amostras, o conteado chega a ser superior ao da carne
bovina (24%) e de leguminosas, como o feijao (20%) e a lentilha (23%) (UNICAMP,
2011). O perfil de aminoacidos da fracdo proteica indica que o pdlen apicola pode
ser um alimento de elevado valor nutricional (HUMAN; NICOLSON, 2006). E comum
observar pouca diferenca qualitativa entre os gréos de pélen quanto a composicéo
de aminoacidos, de modo que a maioria destes graos contém todos os aminoacidos
essenciais ao organismo humano (BOGDANOV, 2012a; NEGRAO, 2014). Assim,
pode-se dizer que, no geral, o pélen apicola contém todos estes compostos, porém,
em quantidades que podem variar entre as amostras.

Human e Nicolson (2006), Paramas et al. (2006) e Szczesna (2006b)
identificaram e quantificaram aminoacidos em amostras coletadas na Africa do Sul,
Espanha e Poldnia, respectivamente. Neste Ultimo estudo, a pesquisadora concluiu
que a concentracdo de aminodcidos essenciais pouco variou entre as amostras e
nao dependeu da origem botanica do polen apicola. Nicolson e Human (2012)
observaram, em pélen apicola in natura, todos os aminoacidos essenciais, dentre os
guais a leucina estava em maior quantidade (6,32 g/100 g de proteinas) e o
triptofano em menor quantidade (0,17 g/100 g de proteinas).

Considerando-se uma ingestédo diaria de 25 g de polen apicola, algumas
amostras podem ser consideradas como fonte de proteinas desde que a composicéo
de aminoacidos atenda a Resolucdo RDC n° 54 do MS. Em 2012, a ANVISA
divulgou esta resolucdo alterando os critérios para uso de certos termos em
alimentos. Um alimento é considerado “fonte de” proteinas se contém, no minimo, 6

g de proteinas por porcdo e as quantidades de aminoacidos essenciais
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estabelecidas na Resolucéo. E considerado “alto contetido” de proteinas se contém,
no minimo, 12 g de proteinas por porcdo e, também, atende as quantidades de
aminoacidos essenciais estabelecidas (BRASIL, 2012).

Acidos graxos estdo presentes na fracao lipidica do pélen apicola. Bastos et
al. (2004) observaram que os compostos insaturados representavam de 14 a 56%
do total de acidos graxos em amostras produzidas em Minas Gerais, sendo que 0
teor de &cido linoléico variou de 9 a 50% e de é&cido linolénico de tracos a 4%. Os
autores concluiram que o perfil de acidos graxos nas amostras foi, basicamente, o
mesmo, variando em quantidade. Szczésna (2006a) observou variacdo no perfil de
acidos graxos ao comparar amostras coletadas na Pol6nia com amostras coletadas
em outros paises, atribuindo esta variacdo a origem botanica do produto. Féas et al.
(2012) identificaram e quantificaram os acidos céprico, palmitico, araquiddnico,
eicosandico, oleico, linoleico e linolénico, e este Ultimo representou de 25,8 a 56,9%
do total de acidos graxos no produto.

O teor de cinzas € indicador da matéria inorganica (contaminantes e
minerais) na amostra. Durante a coleta e beneficiamento dos produtos apicolas,
pode haver contaminacao por terra ou outros residuos inorganicos, o qgue aumenta o
teor de cinzas no produto final (MORGANO et al., 2010; DE-MELO; MATSUDA,
ALMEIDA-MURADIAN, 2012). Tal fato € indesejavel e por esta razdo a legislacéo
brasileira estabelece limite maximo de 4% para este parametro (BRASIL, 2001a). O
conteudo de minerais é de interesse em nutricdo. Célcio, ferro, sédio, potassio,
zinco, fésforo, magnésio, manganés, boro e cobre foram pesquisados em amostras
coletadas em diferentes paises, inclusive no Brasil (FUNARI et al., 2003; CARPES et
al., 2009; BOGDANOQV, 2012a; MORGANO et al., 2012; FUENMAYOR et al., 2014).

Morgano et al. (2012), que analisaram pdélen apicola desidratado coletado
em todas as regifes do pais, observaram que as amostras forneciam, em média,
70% da ingestado diaria recomendada (IDR) para adultos de manganés, 27% da IDR
de cobre e 17% da IDR de zinco (BRASIL, 2005). De acordo com a Resolu¢édo RDC
n° 54, com relagdo aos minerais, um alimento é considerado “alto conteudo” quando
fornece acima de 30% da IDR de referéncia por 100 g de produto e considerado
“fonte” quando fornece pelo menos 15% (BRASIL, 2012).

Quanto ao teor de vitaminas no polen apicola, chama atencdo a quantidade
de vitaminas do complexo B e precursores da vitamina A. Resultados de estudos

sobre o contetdo destes compostos sao apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2. Teores de pro-vitamina A, vitaminas do complexo B, vitamina C e

vitamina E descritos em estudos com amostras de pélen apicola.

Parametro Estudo
A B C D E F G
Pré-vitamina  Carotendides totais  Max. 268,5 1232,9
A Min. 25,3 5,3
(ng/9) a-caroteno Max. 828,4
Min. 3,3
-caroteno Max. 77,9 198,9 15,3 179,2
Min. 3,1 56,3 - 0,5
Vitaminas do  Tiamina (Bz1) Max. 0,20 1,01 1,83
complexo B Min. 0,64 0,46
(Mg/1009)  Ripofiavina (B2) Max. 050 256 1,86
Min. 1,77 0,40
PP, Bs Max. 7,03 14,43 8,69
(acido nicotinico + Min. 7,27 2,67
nicotinamida)
Bs Max. 0,39
Min.
Bs Max. 0,77 7,13
(piridoxamina + Min. 0,33 0,78
piridoxal + piridoxol)
Acido félico (Bo) Max. 0,05
Min.
B12 Max. 1,87
Min.
Vitamina C Acido ascorbico Max. 125,2 340,0 560,3 796,9
(ng/g) Min. 1049 114,0 2739 60,3
Vitamina E a-tocoferol Max. 38,64 62,10 113,89
(ng/g) Min. 16,27 4,65
B-tocoferol Max. 9,65
Min. 0,69
y-tocoferol Max. 11,56
Min. 2,22
O-tocoferol Max. 83,65
Min. 0,81

(A) Szczesna, Rybak-Chimielewska e Bornus (1991), amostras da Pol6nia;

(B) Melo et al. (2009), amostras de Pariquera-Acgu/SP;

(C) Oliveira et al. (2009), amostras de Pindamonhangaba/SP;

(D) Chantarudee et al. (2012), amostra da Tailandia;
(E) Arruda et al., (2013), amostras de Pariquera-Acu/SP;
(F) Sattler (2013), amostras da Regido Sul do Brasil;

(G) Souza (2014), amostras da Regido Sul do Brasil.

Numa porcdo de 25 g de polen apicola desidratado, com os valores

encontrados por Arruda (2009) para as vitaminas Bi, B2 e PP (Bs), algumas

amostras poderiam ser consideradas “fonte” destas vitaminas, de acordo com

critérios estabelecidos em legislacdo (BRASIL, 2012). O conteudo das vitaminas B1

e B2, em podlen apicola desidratado analisado por Souza (2014), permitiria 0 uso das

atribuicoes “fonte” ou até mesmo “alto conteudo”. Conforme estabelecido na

Resolugao RDC n° 54 do MS, um alimento é considerado “fonte” de determinada
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vitamina quando fornece o minimo de 15% da IDR e “alto conteudo” quando fornece,
pelo menos, 30%. Ademais, o teor de vitamina Bs em algumas amostras analisadas
por Sousa (2014) foi alto o suficiente para suprir totalmente a IDR de um individuo
adulto entre 30 e 50 anos (1,3 mg/dia) (BRASIL, 2005).

3.5.3 Caracteristicas fisicas

As caracteristicas fisicas do pdélen apicola estdo relacionadas a origem
botanica dos graos de pélen e, também, as abelhas. Moreti et al., (2011) analisaram
o comportamento de abelhas A. mellifera africanizadas, no que se refere ao tamanho
das bolotas, e observaram que a maior parte das cargas tinham entre 1,7 e 2,0 mm.
Saavedra, Rojas e Delgado (2013), ao avaliarem pdlen apicola coletado em Cayalti,
Perd, observaram que as bolotas tinham entre 1,4 e 4 mm. De maneira geral, as
cargas tem entre 6 a 26 mg de massa (MODRO et al., 2009; FEUERBACHER et al.,
2003). Negrao et al. (2010) sugeriram que, se ha a necessidade de buscar pélen de
fontes vegetais de menor valor nutricional, as abelhas tendem a produzir cargas
maiores de pdlen apicola numa tentativa de suprir a demanda da col6nia, que sera
maior em termos de quantidade.

Com relacdo a cor das cargas de polen apicola, nota-se que também é
variavel. O mais comum sao diferentes tons de amarelo e bege, porém ha cargas
brancas ou em diversos tons de laranja, vermelho, verde, marrom e cinza
(ALMEIDA-MURADIAN et al., 2005; MODRO et al.,, 2009; LOPES et al., 2011,
SAAVEDRA; ROJAS; DELGADO, 2015). A composicdo quimica e origem botéanica
influenciam na cor dos gréos de polen e, consequentemente, na cor das bolotas de
polen apicola, porém, apenas uma aparente homogeneidade na cor das cargas nao
significa que elas tenham a mesma origem botanica (MODRO et al., 2009). O pdlen
de uma mesma espécie pode apresentar cores diferentes, ou espécies diferentes
podem produzir graos de polen da mesma cor (VIT; SANTIAGO, 2008). Na Figura 7
sdo apresentados exemplos de cores das bolotas de podlen apicola e sua
classificacdo apos analise polinica.

Coleta, beneficiamento e armazenamento também sdo fatores que
influenciam na cor do pélen apicola. Se o produto permanece por longos periodos
na colmeia antes de ser recolhido pelo apicultor pode haver oxidacdo e,

consequentemente, alteracdo na cor das bolotas (ALMEIDA-MURADIAN et al.,
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2005). Além disso, graos de pdlen do mesmo tdxon podem apresentar variacdo na
cor, de acordo com as condicbes de desidratacdo, ou mesmo no decorrer do
armazenamento (BARTH et al., 2010).

i ¢ : » S : 2 + ¥ ‘ y
FIGURA 7. Amostra com aparente homogeneidade de cor

classificada como heterofloral (A); amostras com cargas de diversas
cores, porém classificadas como monoflorais (B, C).

Fonte: arquivo pessoal de Adriane A. M. de Melo.

3.5.4 Caracteristicas microbioldgicas

Micro-organismos deteriorantes e até mesmo patogénicos ja foram
encontrados no poélen apicola desidratado (NOGUEIRA, 2012; PUIG-PENA et al.,
2012). Estes micro-organismos podem contaminar o grao de polen, ainda na planta,
pela exposicdo do grdo ao ambiente; a propria abelha pode contaminar o pélen ao
depositar secrecdes salivares, mel e/ou néctar; a contaminagdo pode ocorrer no
apiario e a proliferagdo dos micro-organismos ser favorecida por fatores extrinsecos
(umidade do ar, temperatura ambiente) e pelo tempo de permanéncia do produto
nas bandejas coletoras; ou ser resultante de préaticas inadequadas de manejo a
campo, transporte, processamento e armazenamento do produto (BARRETO;
FUNARI; ORSI, 2005a; HERVATIN, 2009; NOGUEIRA, 2012).

O crescimento de micro-organismos em um alimento depende de condi¢cdes
favoraveis. Além da disponibilidade de nutrientes, fatores intrinsecos, como atividade
de agua (aw), pH e presenca de antimicrobianos naturais, e fatores extrinsecos,
como umidade e temperatura ambiente, influenciam no desenvolvimento da
microbiota (FRANCO; LANDGRAF, 2009). O elevado teor de umidade, quando in
natura, e o valor nutritivo do pdlen apicola favorecem a proliferacdo de uma gama de
micro-organismos, portanto, a criacdo de um ou mais obstaculos, como o uso de
congelamento e desidratacdo, sdo importantes para evitar esta proliferacao.

A desidratacédo de um alimento limita 0 metabolismo dos micro-organismos e
inibe o0 seu desenvolvimento ou reproducao (FRANCO; LANDGRAF, 2009). Durante
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a desidratacado do polen apicola, ha redugdo consideravel no teor de umidade de
cerca de 30% para 4% e na aw de 0,66-0,78 para 0,27-0,60 (BASTOS et al., 2003;
CORREA-OLIVEIRA et al., 2008; HERVATIN, 2009). Do ponto de vista
microbiolégico um alimento pode ser considerado estavel quando a aw € inferior a
0,60 (CORREA-OLIVEIRA et al., 2008).

Embora eficiente para controlar o desenvolvimento microbiano porque
reduzir a aw no produto final, a desidratacdo deste produto € realizada sob
temperatura maxima de 42°C e tempo variando entre 10 a 30 horas, de modo que o
processo ndo é drastico o suficiente para eliminar a populacéo de micro-organismos,
principalmente, esporos de bactérias mesofilas e fungos (HERVATIN, 2009;
FRANCO; LANDGRAF, 2009). Portanto, mesmo apés a desidratacdo, quantidades
variaveis de micro-organismos podem ser encontradas. Além disso, a contaminacéo
pode ocorrer apos o processamento (ESTEVINHO et al., 2012).

Poucos paises dispdem de critérios microbiolégicos para a comercializagao
deste produto, mas pesquisadores da IHC entendem que padrdes devem ser
estabelecidos e, de preferéncia, adotados internacionalmente para garantir o
comércio entre paises (CAMPOS et al., 2008). A falta de uma legislacdo nacional
que estabeleca um padrdo de qualidade microbiolégica para o poélen apicola
desidratado pode estar relacionada a auséncia de diagnésticos que atestem a
necessidade destes padrfes, pois poucos estudos cientificos, seja com amostras in
natura ou desidratadas, foram encontrados (BARRETO, FUNARI; ORSI, 2005a;
HERVATIN, 2009; SANTOS et al., 2010).

A legislacdo cubana, que inclui o polen apicola no grupo dos alimentos de
origem vegetal, estabelece limite maximo de 102 UFC/g para bolores e leveduras,
<10° UFC/g para coliformes totais, auséncia de Salmonella sp. em 25 g de amostra e
auséncia de E. coli em 1 g de amostra (PUIG-PENA et al., 2012). A legislac&o
argentina estabelece limite maximo de 1,5x10° UFC/g para aerébios, maximo de 102
UFC/g para bolores e leveduras e auséncia de micro-organismos patogénicos
(ARGENTINA, 1971).

3.5.5 Propriedades bioldgicas

Pesquisadores em todo o mundo tem estudado os possiveis beneficios a

saude associados ao consumo de polen apicola. Resultados de estudos in vitro e in
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vivo sinalizam atividade antioxidante, antibacteriana, antifingica, anti-inflamatoria,
antialérgica, hepatoprotetora e antimutagénica (CAMPOS et al., 2008; ABDELLA,
TOHAMY; AHMAD, 2009; LEBLANC et al., 2009; GRAIKOU et al., 2011;
BOGDANOV, 2012b; KACANIOVA et al., 2012, NOGUEIRA et al., 2012;
FATRCOVA-SRAMKOVA et al., 2013; PASCOAL et al., 2014). As propriedades
bioldgicas do polen apicola parecem estar relacionadas, principalmente, a acado dos
compostos fenolicos (CARPES et al., 2008).

3.5.5.1 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos, também chamados de polifendis, sdo considerados
substancias bioativas, isto é, ndo sintetizados pelo organismo humano, de acéo
metabdlica ou fisioldgica especifica e que, quando presentes regularmente e em
guantidades significativas na dieta, auxiliam na prevencdo de doencas (CARRATU;
SANZINI, 2005; CAMPOS et al, 2008; HORST; LAJOLO, 2011; OLIVEIRA;
BASTOS, 2011). Embora néo exista uma indicacao oficial de ingestao diaria destes
compostos, sugere-se um consumo de 200 a 1000 mg/dia de flavonoides
(BOGDANOV, 2012b), uma classe de compostos fenélicos de ampla distribuicdo nos
vegetais superiores e potencial biolégico (FERREYRA, RIUS, CASATI, 2012).

Ao longo dos anos, pesquisadores identificaram efeitos positivos
relacionados aos polifendis, como atividade antioxidante, antimicrobiana, anti-
inflamatoria, antiarterosclerose, antimutagénica e cardioprotetora. Estes efeitos
parecem relacionados a uma capacidade intrinseca de reducdo, embora outros
mecanismos sejam citados, como a modulacdo da atividade de certas enzimas,
interacbes com receptores e vias de transducdo de sinais e regulacdo do ciclo
celular (MENEZES et al, 2010; OLIVEIRA; BASTOS, 2011; BOGDANOV, 2012b).
Deve-se considerar que a atividade biolégica destes compostos depende, também,
da taxa de absorcgéo intestinal, metabolizagdo e excrecdo destas substancias pelo
organismo (OLIVEIRA; BASTOS, 2011).

Os compostos fendlicos sdo substancias de diferenciacéo e especializacéo
sintetizadas durante o metabolismo secundario dos vegetais. A origem biossintética
destes compostos esté relacionada a duas rotas metabdlicas: a via do chiquimato e
a via do acetato-malato, porém ha substancias cuja sintese envolve duas ou mais

rotas principais num processo chamado de biossintese mista. Entre os compostos
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formados em duas ou mais vias estdo flavonoides, estilbenos, taninos, xantonas e
quinonas terpenoidicas (DEWICK, 2009; CUNHA; ROQUE, 2009c). As rotas de
sintese de metabdlitos secundarios sdo uma série de reacdes quimicas catalisadas
por enzimas, nas quais produtos do metabolismo primario (acetil-CoA,
fosfoenolpiruvato, 4-fosfo-eritrose) sao utilizados como substrato para formacao de
novos compostos, 0S quais serdo imediatamente utilizados pelas plantas,
armazenados para uso posterior ou utilizados como substrato em uma nova rota de
sintese (KHANAM, 2007; SILVA, 2009).

Os polifendis sdo mediadores importantes na interacdo das plantas com o
meio ambiente, fazendo parte dos mecanismos de defesa do vegetal em situacdes
de estresse (mudancas climaticas, incidéncia de radiacdo UV) ou injarias (cortes,
ataque de herbivoros, patdgenos) ou servindo como facilitadores em interacdes
benéficas, como na atracdo de insetos polinizadores (CASTRO et al.,, 2005;
ZARADE, 2011). S&o responsaveis por parte da cor, adstringéncia, aroma e
estabilidade oxidadiva dos vegetais (ANGELO; JORGE, 2007).

Englobam desde moléculas simples a moléculas com alto grau de
polimeriza¢cdo, com no minimo um anel aromético, no qual ao menos um hidrogénio
€ substituido por um grupo hidroxila. Estdo presentes em todos os 6rgdos das
plantas, seja na forma livre ou na forma de ésteres, éteres ou de glicosideos
(SIMOES et al., 2004; CUNHA; ROQUE, 2009c). De maneira geral, sdo muito
reativos e susceptiveis a acdo de enzimas, o que pode dificultar sua identificacdo e
quantificacdo (ANGELO; JORGE, 2007).

Os polifendis podem ser classificados de acordo com o esqueleto basico,
gue corresponde a um anel aromatico e uma cadeia substituinte (Tabela 3), ou de
acordo com a ocorréncia nos vegetais. H4 compostos que sdo amplamente
distribuidos, como os derivados de acido benzoico, e compostos que sdo de
distribuicdo restrita, como os ésteres de acido cafeico que sdo encontrados apenas
em plantas da familia Lamiaceae. Estes ésteres sao especificos e, por esta razao,
podem ser considerados marcadores taxondmicos (SIMOES et al., 2004).

Uma classe de compostos fenolicos muito estudada é a classe dos acidos
fendlicos, da qual fazem parte os derivados do acido benzoico e do &cido cinamico.
Caracterizam-se pela presenca de um anel aromético, um grupamento carboxilico e
pelo menos um grupo hidroxila e/ou metoxila. Os derivados do acido benzoico tem a

estrutura basica C6-C1 (anel aromatico e cadeia substituinte com um atomo de
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carbono) e sdo abundantes na natureza, principalmente, como parte de estruturas

complexas, como os taninos hidrolisaveis. Sdo exemplos de compostos derivados do

acido benzoico os acidos: galico e seu dimero (acido elagico), vanilico,

protocatéquico, siringico e B-resorcilico. Os derivados do acido cinamico sao,

geralmente, encontrados sob a forma de glicosideos propanoicos com estrutura C6-

C3. Sdo exemplos destes compostos os acidos caféico, o-cumarico, p-cumarico,
ferdlico, sinapico (SOARES, 2002, CUNHA; ROQUE, 2009a). Na Figura 8 sé&o

apresentadas estruturas de &cidos fendlicos derivados de acido benzoico e na

Figura 9 derivados de acido cinamico.

Tabela 3. Classes de compostos fendlicos de acordo com o esqueleto basico.

Estrutura Classe

C6 Fendis simples, benzoquinonas

C6-C1 Acidos fendlicos

C6-C2 Acetofenol, acidos fenilacéticos

C6-C3 Acidos fendlicos, fenilpropenos, cumarinas, isocumarinas e
cromonas

C6-C4 Nafitoquinonas

C6-C1-C6 Xantonas

C6-C2-C6 Estilbenos, antoquinonas

C6-C3-C6 Flavondides, isoflavondides

(C6-C3-C6)2 Diflavondides

(Cé)n Melaninas vegetais

(C6-C3)2 Lignanas, neolignanas

(C6-C3)n Ligninas

(C6-Cl)n Taninos hidrolisaveis

(C6-C3-C6)n Taninos condensados

Fonte: Simdes et al, 2004; Angelo e Jorge, 2007.
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Figura 8. Estruturas do acido p-hidroxibenzoico (A), acido o-hidroxibenzoico
(B), acido vanilico (C) e acido siringico (D).
Fonte: Cunha e Roque (2009a).
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COOH COOCH

=~~~ R=H, acido p-cumarico =
R = OH, acido cafeico
R = OCHs, acido ferulico

R H4CO OCH,
OH OH
acido sinapico
Figura 9. Estruturas do acido p-cumarico, acido caféico, acido ferulico e
acido sinapico.
Fonte: Cunha e Roque (2009a).

Os flavonoides sdo outra classe de fendlicos de grande interesse em
pesquisas em razdo do potencial bioativo. Milhares de compostos ja foram
identificados e acredita-se que h& muitos outros desconhecidos (FERREYRA, RIUS,
CASATI, 2012). O termo flavonoide € derivado do latim flavus, que significa amarelo,
porém as antocianinas sao responsaveis pelas cores laranja-brilhante, rosa-
escarlate, vermelho, violeta e azul nas pétalas de flores e nos frutos dos vegetais.
Flavanonas, flavonas e flavondis vao do incolor ao amarelo (BORGUINI, 2006;
CAMPOS, 2009).

De acordo com Campos (2009), flavonoides sédo formados a partir dos
aminoécidos arométicos fenilalanina e tirosina e de unidades de acetato. Estdo
presentes em quase todos os tecidos vegetais, inclusive nos gréos de pélen. Sao
encontrados na forma livre (aglicona), na forma de glicosideos (glicosilada) ou como
derivados metilados. AclUcares como glicose, galactose, ramnose, xilose, arabinose,
apiose e alose sao comuns, sendo que associacdes podem resultar em di-, tri- ou
oligo-glicosideos. Na forma glicosilada sdo sollveis em agua, alcoois e outros
solventes organicos polares, enquanto as agliconas sdo pouco sollveis em agua,
porém soluveis em solventes de polaridade intermediaria e baixa.

Os flavonoides tém baixo peso molecular e sdo monémeros, dimeros ou
polimeros, cuja estrutura basica consiste de 15 a&tomos de carbono distribuidos em
duas fenilas ligadas por uma cadeia de trés carbonos que pode formar ou ndo um
anel pirano. Estes compostos foram divididos em subgrupos com base nas
insaturacdes e no grau de oxidacdo do anel heterociclico (SIMOES et al., 2004). Os
principais subgrupos sé&o: chalconas, flavonas, flavondis, flavandis (catequinas),

flavandiois, flavanonas, antocianinas e proantocianidinas (ANGELO; JORGE, 2007,
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FERREYRA, RIUS, CASATI, 2012). Na Figura 10 sdo apresentadas algumas

estruturas dos subgrupos.

chalcona flavanona flavona
OH 0O 0]
seadied
(] 0 0]

antocianina

proantocianidinas

OH

aurona

DO

isoflavona

Figura 10. Estrutura de algumas classes de flavonoides.
Fonte: adaptado de Ferreyra, Rius e Casati, 2012.

Aguirre-Hernandez et al. (2010) atribuiram a dois flavonoides da classe dos
flavonois (quercetina e campferol) a acdo ansiolitica que resultou em significativa
reducado na atividade de ratos machos. Yang, Guo e Yuan (2008) realizaram estudos
de capacidade antioxidante da rutina, em diferentes sistemas in vitro, e concluiram
que este composto, da classe dos flavonois, € um poderoso agente antioxidante cuja
resposta é dose-dependente. A expressiva acao antioxidante de alguns flavonoides
parece relacionada a presenca de grupos hidroxila em sua estrutura, as duplas
ligacdes nos anéis aromaticos e a dupla ligacédo da fungcéo oxo (-C=0). Quanto maior
o0 numero de grupos hidroxilicos na molécula, maior a capacidade antioxidante,
especialmente se este grupo estiver na posicao 3 (PIETTA, 2000).

Em estudos com poélen apicola foram identificados compostos que
pertencem a diferentes subgrupos de flavonoides, como quercetina, campferol e
isoramnetina, sendo a maioria na forma de glicosideos, especialmente o-glicosideos
(KETKAR et al., 2014). Derivados de acido benzoico e de &cido cinanimo, como o
acido m-metoxi-p-hidroxi-benzoico, acido p-cumarico e acido ferulico, também foram
identificados (NEGRI et al., 2011; FANALI; DUGO; ROCCO, 2013). Pinto et al.
(2008) isolaram e identificaram um flavonoide glicosilado (isoramnetina-3-O-

rutinosideo), uma cumarina (escopoletina) e dois derivados de acido benzoico
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(acidos p-hidroxibenzéico e m-metoxi-p-hidroxi-benzoico) de extratos de Richardia
brasiliensis G., uma planta da familia Rubiaceae que pode ser fonte de polen para
as abelhas.

A ocorréncia dos polifendis no poélen apicola parece relacionada a origem
botanica (CAMPOS et al., 2008). E possivel que cada espécie vegetal produza um
perfil de compostos bastante caracteristico em termos qualitativos e quantitativos,
portanto, pode-se dizer que o perfil destes compostos é espécie-especifico. Com
base nesta hip6tese, pesquisadores realizaram estudos de caracterizacdo na
tentativa de identificar, pelo contetdo de polifendis, a espécie botanica da qual o
gréo de podlen foi colhido, o que também permitiria uma associacdo entre atividade
biolégica e origem botanica do pdélen apicola. Neste contexto, estes compostos
seriam considerados marcadores taxonomicos (CAMPOS et al., 2008).

A identificacdo dos compostos fendlicos pode ser realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e cromatografia liquida associada a
espectrometria de massa. Uma etapa comum aos métodos € a extracao prévia dos
compostos que, no caso do pdélen apicola, estdo protegidos pelas camadas externa
(exina) e interna (intina). Os solventes mais utilizados para a extracdo sdo metanol,
etanol, acetona, agua, acetato de etila, propanol, dimetilformaldeido e suas
combinacdes (ANGELO; JORGE, 2007). Embora analises por CLAE possibilitem a
identificacdo e quantificacdo de compostos, existe a demanda por métodos de maior
confiabilidade. O uso de espectrometria de massas permite identificar, com elevada
exatiddo, compostos em misturas complexas. O espectro de massa indica a massa
molecular e o padrdao de fragmentacdo, este ultimo podendo contribuir para a
localizagdo de certos grupos funcionais e cadeias laterais (CUNHA; ROQUE,
2009d). Os dados gerados sdo comparados com informacdes disponiveis em

literatura ou com padrdes analisados em paralelo as amostras.

3.5.5.2 Capacidade antioxidante

Radicais livres sdo moléculas organicas ou inorganicas e atomos que
contém um ou mais elétrons néo pareados no orbital externo (BIANCHI, ANTUNES,
1999). Se o elétron desemparelhado estiver centrado no atomo de oxigénio trata-se
de uma espécie reativa de oxigénio, e sdo exemplos: oxigénio singlete (1Oz), radical

hidroxila (OH), &nion superoxido (O2™) e radical peroxil (ROO’). Embora ndo se
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enquadre na definicAo de radical livre, o perdxido de hidrogénio (H202) €
frequentemente citado porque participa das reacbes que produzem o radical OH".
Quando o elétron desemparelhado encontra-se centrado em um atomo de nitrogénio
tem-se uma espécie reativa de nitrogénio, como o 6xido nitrico (NO*), 6xido nitroso
(N203), &cido nitroso (HNO2), nitritos (NOz2), nitratos (NO3’) e peroxinitritos (ONOO")
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; COTINGUIBA et al, 2013; MARTELLI; NUNES,
2014). Os radicais livres sdo compostos oxidantes altamente instaveis e capazes de
reagir com praticamente qualquer molécula proxima, a fim de captar um elétron para
sua estabilizacdo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Fatores exogenos, como tabaco, poluicdo do ar, solventes organicos,
anestésicos, pesticidas e radiacdes sao fontes geradoras de radicais livres
(SOARES, 2002), porém, estes compostos sdo formados continuamente no
citoplasma, mitocondrias ou membrana das células em processos metabdlicos
normais dos seres vivos (COTINGUIBA et al., 2013). O organismo dispde de
mecanismos de controle enzimético e ndo enzimético para estabilizar moléculas
oxidantes. Na condicao de equilibrio entre producado de radicais livres e atuacédo dos
mecanismos de controle, estes compostos desempenham importantes funcbes
biolégicas (MARTELLI; NUNES, 2014), atuando na sinalizacdo intercelular, na
regulacéo do tbnus muscular e no combate a infec¢gdes, especialmente, no processo
de fagocitose (LOPES et al., 2011).

Quando a concentracao de radicais livres no sistema biolégico ultrapassa a
capacidade de controle do organismo, ha um excesso de oxidantes, ocorrendo o
chamado estresse oxidativo. Nesta situacdo, os radicais livres podem reagir com
acucares, causando a quebra da cadeia de moléculas importantes como o &cido
hialurbnico; com proteinas, causando a oxidacdo de quase todos os tipos de
aminoacidos; com lipideos, causando a peroxidacéo lipidica; e com acidos nucleicos,
levando a quebra da cadeia do DNA, a ligacéo cruzada entre as fitas e modificagbes
nas suas bases, levando a mutacdes e apoptose (VASCONCELOS et al., 2007). O
estresse oxidativo pode ser uma das causas do desenvolvimento de doencas
cronicas e degenerativas, como cancer, doencas cardiacas e degeneracdo neuronal
(UTTARA et al.,2009).

Numa definicdo simples, antioxidante € “qualquer composto que, quando
presente em baixas concentracbes quando comparada a do substrato oxidavel,
reduz ou inibe o dano oxidativo” (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). A capacidade



59

antioxidante de um composto depende de caracteristicas fisico-quimicas, como
polaridade, solubilidade, capacidade de formar pontes de hidrogénio e potencial de
oxidacdo-reducédo, de uma relacdo estrutura/atividade e de sua biodisponibilidade
(BORGUINI, 2006; CAMPOS et al.,, 2008; OLIVEIRA; BASTOS, 2011). Ha
antioxidantes exdégenos naturais (produzidos por vegetais e microorganismos) e
antioxidantes exogenos sintéticos, como o BHT (butil-hidréx-itolueno), o BHA (butil-
hidroxianisol) e o Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-carboxilico).
Antioxidantes sintéticos sao utilizados na industria alimenticia, porém, suspeita-se de
potencial risco a saude associado ao consumo frequente (LOPES et al., 2011).

Antioxidantes exdégenos podem ter um papel fundamental na prevencao do
estresse oxidativo, portanto, o consumo diario destas substancias pode auxiliar na
prevencdo de doencas e do envelhecimento (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007,
LOPES et al., 2011). O pélen apicola desidratado contém compostos de expressiva
capacidade antioxidante. Os fendlicos, especialmente os acidos fendlicos e os
flavonoides presentes neste alimento, parecem capazes de doar atomos de
hidrogénio aos radicais livres, tornando-o0s estaveis e, consequentemente, incapazes
de promover danos (ANGELO; JORGE, 2007). As vitaminas C e E, assim como o -
caroteno (pré-vitamina A), também atuam como agentes antioxidantes e estdo
presentes no polen apicola (CAMPOS et al., 2003; CARPES et al., 2008; LeBLANC
et al.,2009; MELO; ALMEIDA-MURADIAN, 2010; MORAIS et al., 2011). Segundo
Carpes et al.,, (2008), o teor de substancias antioxidantes no pdlen apicola é
influenciado pela origem boténica da amostra.

Existem varios métodos descritos para determinar, in vitro, a capacidade
antioxidante de um alimento, dentre estes o método DPPH e o método ORAC
(oxigen-radical absorbancy capacity). O DPPH é um método em esquema nao
competitivo, isto €, ha no sistema apenas dois componentes: a espécie reativa e o
antioxidante. Ja& o método ORAC € um esquema competitivo, ou seja, ha no sistema
trés componentes: a espécie reativa, uma sonda e o antioxidante, onde a sonda e o
antioxidante competem pela espécie reativa (radical peroxil) gerada a partir de um
composto adicionado. Sondas sdo moléculas sensiveis as moléculas reativas e que,
apoOs reagirem com a molécula, tem uma propriedade fisico-quimica alterada que
pode ser de alguma forma aferida (RODRIGUES, 2009; CASTELO-BRANCO;
TORRES, 2011). De maneira geral, recomenda-se a realizacdo de mais de um

ensaio, tanto em esquemas competitivos quanto em esquemas nao competitivos,
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para um melhor entendimento do potencial antioxidante da amostra em questao
(CASTELO-BRANCO; TORRES, 2011).

O método DPPH baseia-se na desativagao do radical DPPHe (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil) por compostos antioxidantes presentes no meio. A estrutura deste
radical € caracterizada por uma valéncia com um elétron desemparelhado em um
atomo de nitrogénio (RODRIGUES, 2009), o que possibilita a transferéncia de um
elétron para este atomo. O DPPH+ € um cromdgeno purpura que, ao receber um
elétron, torna-se uma molécula estavel de cor amarela, permitindo que sua
desativacdo seja monitorada pelo decréscimo da absorbancia a 515-520 nm. Neste
sistema, considera-se que quanto menor a percentagem final de radical, maior o teor
de antioxidantes na amostra (TOMEI; SALVADOR, 2007; RODRIGUES, 2009). E
considerado um método rapido e preciso (BORGUINI, 2006).

O método ORAC ¢é preferido por alguns pesquisadores porque combina
tempo e percentagem (%) de inibicdo do radical pelo antioxidante (VASCONCELOS
et al., 2007). Neste ensaio, o AAPH [2,2’-azobis(2-metilpropionamida)diidrocloreto] &
o gerador de radicais peroxil e a fluoresceina uma sonda fluorescente. Os radicais
reagem com a sonda, a menos que haja compostos antioxidantes no sistema
capazes de impedir. A reacéo dos radicais com a sonda resulta em um produto ndo
fluorescente, de modo que a leitura da fluorescéncia, em equipamento especifico, é
o indicador indireto da capacidade antioxidante dos compostos presentes no meio.
(TOMEI; SALVADOR, 2007; ALVES et al.,, 2010). A United States Department of
Agriculture (USDA) aponta o0 método ORAC como uma boa escolha para testes de
capacidade antioxidantes in vitro de compostos bioativos. Este método foi sugerido
pela entidade para andlise de alimentos diversos e varias empresas adotam para
realizar comparacdes entre produtos. Também tem sido objeto de interesse em
pesquisas (NUTRACEUTICALS WORD, 2004).

Determinacfes in vitro da capacidade antioxidante do polen apicola sao
comumente realizadas pelo método DPPH. Os resultados sao frequentemente
apresentados em ECso (effective concentration 50), ou seja, em concentracdo de
amostra (mg/mL) necessaria para reduzir 50% do radical, ou em percentual de
inibicdo. Carpes et al. (2008) analisaram amostras de polen apicola desidratado
procedentes da regido Sul do Brasil e observaram percentagem de inativacdo do
radical de 30,54% a 94,73% em extratos a base de etanol a 70% na concentracao

de 2,7 mg/mL. J& Menezes et al. (2010), que analisaram a capacidade antioxidante
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de amostras produzidas no Estado da Bahia, observaram percentuais de inativagcéo
semelhantes, porém em extratos em maior concentracao (67 mg/mL).

E fato que a capacidade antioxidante de um alimento in vitro pode n&o ser a
mesma em um sistema in vivo (USDA, 2010), mas testes in vitro sdo importantes no
sentido de direcionar os estudos para que apenas amostras com algum potencial
sejam avaliadas in vivo. Esse direcionamento é especialmente importante no caso

do pdlen apicola, dada variedade de produtos relacionada a origem botanica.

3.5.5.3 Capacidade antimicrobiana

Antimicrobianos podem ser definidos como compostos que, em baixas
concentragdes, sdo capazes de inibir o desenvolvimento ou inativar, seletivamente,
micro-organismos (CUNHA; ROQUE, 2009b). Estes compostos podem ser utilizados
no tratamento ou prevencéao de infec¢cdes (LEVIN; KOBATA; LITVOC, 2014) e como
aditivos em formulacdes alimentares (MELO; SOARES; GONCALVES, 2005). Em
criagbes comerciais sdo administrados para melhorar a taxa de crescimento e/ou
conversdo alimentar dos animais, sendo chamados de promotores de crescimento.
Em cultivos agricolas sdo parte das medidas adotadas para o controle das
bacterioses (MAIA; RATH, REYES, 2009).

Os agentes antimicrobianos reduziram drasticamente o nimero de mortes
por doencas infecciosas nos anos que se seguiram a sua introducdo (COMISSAO
EUROPEIA, 2015). No entanto, o uso indiscriminado destes compostos exerce uma
enorme pressao seletiva para a sobrevivéncia e multiplicacdo de cepas que, até
entdo, eram sensiveis a acdo de antimicrobianos conhecidos (ANVISA, 2015). A
emergéncia de bactérias resistentes as drogas disponiveis é uma preocupacao
mundial, de modo que o uso adequado dos antimicrobianos e a busca por
compostos eficazes contra cepas resistentes sdo acdes necessarias e urgentes
(COMISSAO EUROPEIA, 2015).

O pdlen apicola possui atividade antimicrobiana contra bactérias Gram
positivas, Gram negativas e leveduras (MORAIS et al., 2011, NOGUEIRA et al.,
2012; CABRERA; MONTENEGRO, 2013; FATRCOVA-SRAMKOVA et al., 2013). E
possivel que esta atividade esteja relacionada a acdo de compostos fendlicos, que
atuariam na inativacdo de enzimas, promovendo alteracdes na permeabilidade das

membranas e perda de material celular, ou ainda, na inativacdo ou destruicdo do
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material genético (BORGUINI, 2006; ALMEIDA, 2007). Quanto maior o grau de
hidroxilagdo dos compostos, maior seria a sua toxicidade (ALMEIDA, 2007).

Graikoi et al. (2011) analisaram a atividade antimicrobiana de trés extratos
de polen apicola (metandlico, aquoso e diclorometanodlico) e observaram fraca
atividade no extrato diclorometandlico, enquanto os extratos metanolico e aquoso
tiveram uma consideravel a¢do antibacteriana, especialmente contra bactérias Gram
positivas. Além disso, os autores analisaram a acdo de flavonoides isolados por
cromatografia liquida de média pressédo. Os flavonoides exerceram forte atividade
contra bactérias Gram positivas, 0 que fez com que os autores associassem parte
significativa da atividade observada nos extratos a presenca destes compostos.

Carpes et al. (2008) observaram que a acado antimicrobiana do pdélen apicola
varia entre micro-organismos e, de maneira geral, as bactérias sdo mais sensiveis
aos compostos que as leveduras. Graikou et al. (2011), que analisaram extratos
metandlico e aquoso de pdlen apicola desidratado produzido na Grécia, observaram
que as bactérias Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia
coli, Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa foram
mais sensiveis que as leveduras Candida albicans, C. tropicalis, C. glabrata. Os
autores associaram a capacidade antimicrobiana das amostras a acdo de
flavonoides.

Entre as bactérias, as Gram negativas sdo, geralmente, mais resistentes aos
compostos antimicrobianos que as Gram positivas. Isto pode estar relacionado a
membrana externa que envolve a célula Gram negativa, cuja estrutura quimica pode
restringir a passagem destes compostos (DE-MELO, 2010; MORAIS et al., 2011). A
seletividade da membrana externa pode explicar parte dos resultados de Pascoal
et al. (2014), que analisaram amostras de polen apicola desidratado, coletadas em
Portugal e Espanha, e observaram que os extratos foram mais efetivos contra
bactérias Gram positivas.

Além da resposta ao antimicrobiano estar diretamente relacionada ao micro-
organismo teste, o solvente e a diluicdo utilizados na extracdo dos compostos do
polen apicola, também, influenciam o resultado da analise. Kacaniova et al. (2012)
observaram que quando a extracdo foi realizada com etanol a 96%, Aspergillus
fumigatus e Candida krusei foram as espécies mais sensiveis, porém, quando a
extracdo foi realizada com etanol a 70% A. fumigatus continuou sendo o mais

sensivel e o potencial de inibicdo frente a C. krusei reduziu consideravelmente. Com
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extratos a base de metanol a 99,9%, os autores observaram maior efeito inibitorio
sobre E. coli, jA com extratos a base de metanol a 70%, o maior efeito foi observado
sobre C. glabrata. Estas variagfes estao relacionadas aos compostos extraidos por
cada solvente/diluicdo, fato que também foi observado por Carpes et al. (2008) em
estudo anterior. Fatrcova-Sramkova et al. (2013) avaliaram extratos metandlicos e
etandlicos de pdlen apicola e concluiram que aqueles a base de etanol foram os de
maior atividade.

Ha uma variedade de métodos para determinar, in vitro, a capacidade
antimicrobiana de um alimento ou substancia, entre eles os ensaios bioautograficos,
ensaios de difusdo e ensaios de diluicdo. Os ensaios bioautograficos envolvem o
uso de cromatografia de camada delgada para separacdo dos compostos, que sao
entdo colocados em contato ou imersos em placas previamente inoculadas com o
micro-organismo teste. Os ensaios de difusdo baseiam-se na difusdo do extrato em
um meio de cultura solido e previamente inoculado (ALMEIDA, 2007).

O ensaio de diluicdo é apontado como o mais preciso para determinar a
capacidade antimicrobiana de um composto ou mistura de compostos, embora seja
um método complexo. Consiste em adicionar aliquotas da solucdo teste em meio de
cultura previamente inoculado com o micro-organismo, incubar e finalmente
comparar o crescimento com um controle negativo. Pode-se, ainda, realizar a leitura
da turbidez em espectrofotbmetro com comprimento de onda especifico para
determinar o resultado (ALMEIDA, 2007). A efetividade da mistura de compostos ou
composto isolado é frequentemente apresentada em concentracado inibitéria minima
(CIM), ou seja, a menor concentracdo de extrato capaz de cessar ou retardar o

crescimento do micro-organismo teste.

3.5.5.4 Capacidade anti-inflamatoria

A inflamacdo € o mecanismo natural de defesa do organismo a injurias,
como infec¢des, traumas e isquemia. O objetivo do processo inflamatério é
reestabelecer a homeostase, e para tal ocorre uma série de altera¢des bioquimicas,
fisiolégicas e imunolégicas que sdo mediadas em resposta ao estimulo nocivo. Séo
exemplos de mediadores inflamatérios: aminas vasoativas (histamina, serotonina),
metabolitos do acido araquidbénico (prostaglandinas, leucotrienos e tromboxano),

sinalizadores celulares (citocinas, como as interleucinas, os fatores de necrose
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tumoral e os interferons), sistema complemento (C3a, C5a, C3b) e fator de ativagao
plaquetaria. S&o manifestagdes clinicas da inflamacéo: rubor, calor, edema e dor
(VOLTARELLI, 1994).

E importante que o processo inflamatédrio ocorra de forma controlada e
restrita ao local da injuria. Uma resposta exagerada e persistente pode ter
consequéncias graves ao organismo, como lesbes teciduais, insuficiéncia de
multiplos 6rgdos e até mesmo a morte (OLIVEIRA et al., 2011). As drogas anti-
inflamatorias sdo alternativas para o controle da inflamacdo que agem inibindo
enzimas que atuam na formacéo de mediadores, bloqueando receptores, ou mesmo
inibindo a transcricAo de substancias envolvidas no processo (ANTONOW;
MONTEIRO; ARAUJO, 2007; BATLOUNI, 2010).

O potencial de acdo dos compostos presentes no pélen apicola é
comparado ao de anti-inflamatérios ndo esteréides, como o naproxeno, analgin,
fenilbutazona e indometacina. Flavonoides, &cidos fendlicos, &cidos graxos e
fitoestérois sdo indicados como 0s principais responsaveis pela capacidade anti-
inflamatéria do pdélen apicola (HAMALAINEN et al., 2007; KOMOSINSKA-VASSEV
et al., 2015).

Pascoal et al. (2014) observaram que o percentual de inibicdo da enzima
hialuronidase por extratos de pdlen apicola variou de 12 a 25%, de acordo com a
amostra. A inibicdo da hialuronidase é uma medida indireta da atividade anti-
inflamatoria de um composto ou mistura de compostos, isto porque a enzima age
despolimerizando o acido hialurénico, o que poderia causar perda éssea, inflamacéo
e dor. A capacidade anti-inflamatéria do polen apicola foi testada in vivo por Choi
(2007), que avaliou a capacidade de extratos de polen de Pinus densiflora (pinheiro)
de aliviar a inflamacao e a dor em camundongos machos, submetidos a diferentes
protocolos. Houve reducdo significativa na inflamacéo induzida, bem como na
percepc¢éo da dor, nos animais que receberam 0s extratos, porém o mecanismo de

acao e os principios ativos responsaveis pela resposta ndo foram confirmados.

4 CONCLUSAO

O Brasil tem grande potencial para a pratica da apicultura, mas em muitos

estabelecimentos rurais a atividade, ainda, tem carater secundario. Os produtos
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apicolas tem grande potencial nutritivo e biologico e sabe-se que ha um interesse
dos consumidores por produtos naturais com estas caracteristicas. Por tal razdo, a
atividade apicola deve ser melhor estudada, tecnificada e incentivada, a fim de
aumentar a producao atual e atender esta demanda de mercado. O pdlen apicola é
um importante produto da apicultura, cuja composicao varia de acordo com o local e
época de producdo. Além de potencial nutritivo, propriedades importantes como
acao antioxidante, antimicrobiana e anti-inflamatéria ja foram atribuidas a este
produto. Estudos devem ser direcionados no sentido de caracterizar mais amostras,

bem como fixar padrdes de identidade e qualidade.
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AVALIACAO PALINOLOGICA DE POLEN APICOLA DESIDRATADO
PRODUZIDO EM NOVE ESTADOS BRASILEIROS

RESUMO

O polen apicola é a principal fonte de proteinas, lipideos, vitaminas e minerais da
colmeia. Cada carga de pdlen apicola é composta por milhares de grdos de pélen
coletados pelas abelhas de uma ou mais espécies de plantas. O objetivo do
presente estudo foi identificar e classificar os tipos polinicos em 69 amostras de
polen apicola desidratado, coletadas em nove Estados brasileiros, a fim de
determinar as fontes poliniferas utilizadas pelas abelhas. As amostras foram tratadas
com etanol a 70% e solugcdo de agua destilada:glicerina (1:1) e o sedimento
analisado em microscépio fotdnico para identificacdo e contagem dos tipos polinicos.
Foram identificados 39 taxons, sendo a espécie Cocos nucifera a de maior
ocorréncia, e 27 amostras (39,1%) foram classificadas como monoflorais. Os
resultados deste estudo servirdo para auxiliar os produtores no manejo dos apiarios,
bem como na preservacdo de espécies que, comprovadamente, servem de fonte

polinifera para as abelhas Apis mellifera.

Palavras-chave: polen apicola desidratado; grédos de pdlen; analise polinica; origem

botanica.

ABSTRACT

Bee-pollen is the primary source of proteins, lipids, vitamins and minerals for the
hive. Each bee-pollen load is composed of thousands of pollen grains collected by
bees from one or more species of plants. The purpose of this study was to identify
and classify the pollen types in 69 dehydrated bee-pollen samples collected in nine
Brazilian states in order to determine the pollen sources used by bees. The samples
were treated with 70% ethanol and distilled water:glycerin solution (1:1), then the
sediment were examined under a photonic microscope for identification and counting
of the pollen types. 39 taxa were identified and Cocos nucifera species was the most

frequent, and 27 samples (39.1%) were classified as monofloral. These results will be
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used to help beekeepers in the management of the apiaries and the preservation of

species that are proven to serve as pollen source for Apis mellifera bees.

Keywords: dehydrated bee-pollen; pollen grains; pollen analysis; botanical origin.

1 INTRODUCAO

A apicultura é uma atividade agropecuaria que atende aos requisitos do tripé
da sustentabilidade, visto que €é economicamente viavel, socialmente justa e
ambientalmente favoravel (ALMEIDA; CARVALHO, 2009). As abelhas coletam, das
flores, a matéria-prima para producao de seus alimentos: o néctar, para elaboracao
de mel; e o polen, que sera utilizado para formar o pélen apicola (PEREIRA et al.,
2003). Durante a coleta, também chamada de forrageamento, estes insetos atuam
como agentes polinizadores, pois transferem graos de pdélen (que contém o
gametdfito masculino) das anteras para o estigma das flores (parte receptiva do
orgao feminino), ocorrendo a fecundacao. As abelhas desempenham, portanto, um
importante papel na reproducdo das plantas floriferas e, consequentemente, na
manutenc¢ao da biodiversidade (SANTOS; RIBEIRO, 2009).

O pdlen apicola é a principal fonte de proteinas, lipideos, vitaminas e
minerais da colmeia (BOGDANOV, 2012). E o resultado da aglutinacéo de milhares
de gréos de pélen colhidos pelos insetos, que utilizam suas secrecdes salivares e
néctar para unir os graos (CAMPOS et al.,, 2008; KOMOSINSKA-VASSEYV et al.,
2015). Para produzir uma Unica carga de pélen apicola, as abelhas operarias visitam
centenas de flores numa altura de até 30 m e em um raio de, em média, 500 m em
volta do apiario, embora o raio de acao das abelhas seja de até 10 km (maximo de 3
km para uma coleta produtiva) (PEREIRA et al., 2003; MODRO et al.,, 2011,
BOGDANOV, 2012).

A coleta dos graos de pélen pelas abelhas é influenciada por um conjunto de
fatores: a anatomia da planta, que favorece ou ndo o acesso do inseto ao gréo; a
disponibilidade e abundancia de florada; a quantidade de grdos em uma unica flor; a
preferéncia da abelha por cada espécie vegetal, que pode estar relacionada ao valor
nutricional do grdo; a presenca de insetos competidores; e, como mencionado

anteriormente, a distancia entre a fonte polinifera e a colméia (CARVALHO,;
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MARCHINI; ROS, 1999; BARTH, 2004; LUZ et al., 2010; SILVEIRA, 2012). As
plantas poliniferas podem ser classificadas como fontes preferenciais, alternativas
ou casuais para as abelhas (MODRO et al., 2011).

As plantas forrageadas pelas abelhas para producdo do pdlen apicola
podem ser identificadas pela andlise morfolégica e estrutural dos graos de pélen que
formam as cargas polinicas (ALVES et al., 2006; BARTH et al., 2010; ISMAIL et al.,
2013). Esta € uma analise eficiente para a diferenciacdo de amostras produzidas em
diferentes regides e condi¢des climaticas (FEAS et al., 2012). Este conhecimento é
especialmente importante para os apicultores no sentido de apontar as fontes de
pélen disponiveis elou preferiveis pelas abelhas ao longo do ano (BARTH, 2004;
MODRO et al.,, 2011), o que permite preservar e cultivar espécies de importancia
para as abelhas, organizar o deslocamento de apiarios migratorios para locais com
floracdo ou, ainda, prever os periodos em que sera necessario oferecer
suplementacao para as colmeias (MODRO et al., 2011).

Aos pesquisadores, o resultado da andlise polinica possibilita comparacdes
entre origem botanica e propriedades fisicas, quimicas e biolégicas do pélen apicola,
além de fornecer dados a respeito da vegetacdo que circunda o apiario, sendo um
possivel indicador de mudancas na prevaléncia das espécies vegetais e, também,
da introducao de espécies exoticas (CAMPOS et al., 2008; NOGUEIRA et al., 2012).

Frente ao exposto, 0 objetivo deste estudo foi identificar os tipos polinicos e
classificar como monoflorais ou heteroflorais, 69 amostras de pdlen apicola
desidratado coletadas em nove Estados brasileiros, a fim de sugerir as fontes

poliniferas utilizadas pelas abelhas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 AMOSTRAS

Foram adquiridas de apicultores, entrepostos ou comércio, 69 amostras de
polen apicola de abelhas Apis mellifera, ja desidratadas e prontas para o consumo,
entre os meses de novembro de 2011 e dezembro de 2013. As amostras foram

produzidas em 28 apiarios, localizados em nove Estados brasileiros, recebidas no
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Laboratorio de Andlise de Alimentos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo/SP, e codificadas (letra: produtor/entreposto,
namero: lote) (Tabela 1). Em seguida, foram enviadas, a temperatura ambiente, ao
Laboratério de Morfologia e Morfogénese Viral do Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ,
Rio de Janeiro/RJ, onde foram armazenadas. As andlises foram realizadas em
parceria com 0s pesquisadores Dra Ortrud Monika Barth e Alex da Silva de Freitas.

Tabela 1. Codigo, origem e data de coleta das 69 amostras de
polen apicola desidratado adquiridas em nove Estados brasileiros.

Amostra* Origem/Estado Data de Coleta
Al Sergipe 12 a 20/04/12
A2 Sergipe 21/04 a 11/05/12
Bl Bahia 10/05/12
C1 Rio Grande do Sul 05/05/12
Cc2 Rio Grande do Sul 28/06/12
C3 Rio Grande do Sul 28/07/12
D1 Séao Paulo abr/12
D2 Séao Paulo abr/12
D3 Séao Paulo set/12
D4 Séao Paulo set/12
D5 Séao Paulo set/12
El Bahia 01/08/12
E2 Bahia 19/06/12
E3 Bahia 16/09/12
E4 Bahia 06/10/12
E5 Bahia 12/08/12
E6 Bahia 23/09/12
E7 Bahia 23/07/12
F1 Rio Grande do Norte nov-dez/11
F2 Rio Grande do Norte 25/09/12
Gl Séao Paulo 03/09/12
G2 Séao Paulo 18/09/12
G3 Séao Paulo 03/10/12
G4 Séao Paulo 16/10/12
G5 Séao Paulo 16/10 a 25/10/12
G6 Séao Paulo 25/10 a 08/11/12
G7 Séao Paulo 14/11 a 19/11/12
G8 Séao Paulo 20/11 a 04/12/12
G9 Séao Paulo 06/12 a 13/12/12
G10 Séao Paulo 08/01 a 15/01/13
Gl1 Séao Paulo 18/01 a 25/01/13
H1 Parana 14/09/12

1 Bahia 21/06/12

12 Bahia 18/09/12

J1 Santa Catarina set/12

K1 Rio Grande do Sul 05/10/12

K2 Rio Grande do Sul 25/10/12

K3 Rio Grande do Sul 15/11/12

K4 Rio Grande do Sul 05/12/12

L1 Rio Grande do Sul 15/10 a 30/10/12
L2 Rio Grande do Sul 01/11 a 20/11/12

(Continua)



Tabela 1. Continuagéo...

Amostra* Origem/Estado Data de Coleta
L3 Rio Grande do Sul 25/11 a 10/12/12
M1 Bahia 28/11/12
M2 Bahia 11/02/13
N1 Santa Catarina 2011
01 Mato Grosso 2012
P1 Mato Grosso set/2013
Q1 Bahia 26/04 a 04/05/13
R1 Bahia 25/04 a 01/05/13
S1 Séo Paulo ago-set/12
S2 Séao Paulo 01/05 a 26/05/13
S3 Séao Paulo 27/05 a 07/06/13
S4 Séao Paulo 11/06 a 07/07/13
S5 Séao Paulo 08/07 a 04/08/13
S6 Séao Paulo 05/08 a 29/08/13
S7 Séao Paulo 30/08 a 15/09/13
T1 Rio Grande do Norte 01/10/12
Ul Rio Grande do Norte 05/10/12
V1 Bahia jun/13
X1 Bahia jun/13
Z1 Mato Grosso do Sul 05/09/13

AAl Parana mai/13
AA2 Parana dez/13
AB1 Lapa/PR nov/13
AC1 Séao Paulo set/13
AC2 Séao Paulo nov/13
AC3 Séao Paulo dez/13
AD1 Sao Paulo dez/12
AD2 Séo Paulo jun/13

89

*Letras iguais: indicam mesmo produtor/entreposto. Nameros: indicam lote.

2.2 ANALISE POLINICA

2.2.1 Preparo das amostras

As amostras foram preparadas conforme método descrito por Barth et al.
(2010). 2 g de cada amostra (cerca de 300 bolotas de pdlen apicola) foram
misturadas com etanol a 70% (volume final: 13 mL) e a mistura deixada em repouso
por 30 min. Em seguida, as amostras foram submetidas a ultrassom por 5 min. Ao
sedimento obtido apés centrifugacéo (2500 rpm; 15 min) foi adicionado etanol a 70%
e feita uma nova homogeneizacao (ultrassom; 5 min). Apos esta etapa, as amostras
foram novamente centrifugadas e o sobrenadante descartado. Uma solugcéo de 4gua
destilada:glicerina (1:1) foi adicionada ao sedimento até um volume final de 5 mL. A

mistura foi deixada a temperatura ambiente por 30 min.
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2.2.2 Preparo das laminas para microscopia

Uma gota do sedimento das amostras foi transferida para uma lamina de
microscopia e coberta com uma laminula (22 x 22 mm). A laminula foi vedada com
esmalte e identificada para posterior observacdo em microscopio de luz fotonica
(BARTH et al., 2010).

2.2.3 Identificacdo e contagem dos tipos polinicos e classificacdo das

amostras

Os tipos polinicos foram identificados por comparagdo com informacgdes ja
catalogadas e designados pelo taxon ao qual se assemelhavam (BARTH, 1970a;
BARTH, 1970b; BARTH, 1970c; BARTH, 1989; MORETI et al., 2002). Pelo menos
500 gréos foram contados para o calculo das percentagens de cada tipo polinico na
amostra e classificados conforme as classes de frequéncia em: p6len predominante
(PP, >45%), polen acessorio (PA, 15-45%) e pdlen isolado importante (PI, 3-15%).
Tipos polinicos com frequéncia inferior a 3% nao foram considerados. As amostras
foram classificadas como monoflorais quando apresentaram acima de 90% de um
mesmo tipo polinico ou 60% ou mais de um tipo polinico sem a ocorréncia de polen
acessorio. Se ndo monoflorais, as amostras foram classificadas como heteroflorais
(BARTH et al., 2010).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo foram identificados 39 tipos polinicos, que pertencem a 19
familias botanicas (Tabela 2). Mimosaceae, Arecaceae e Asteraceae foram as
familias com maior nimero de tdxons nas amostras. Os tipos polinicos foram
identificados em nivel de espécie, género ou familia e classificados conforme a
frequéncia, o que permitiu nomear as amostras conforme a origem botanica
predominante.

Dentre as 69 amostras, 27 (39,1%) foram classificadas como monoflorais:
todas aquelas coletadas em Sergipe (Al, A2), Mato Grosso (01, P1l) e Santa
Catarina (J1, N1), 50% das amostras do Rio Grande do Sul (C1, C2, K2, L2, L3),
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50% das coletas no Rio Grande do Norte (F1, F2), 43,8% das amostras coletadas na
Bahia (E3, E7, 12, M1, M2, Q1, V1) e 25% das amostras de S&ao Paulo (G3, G5, S3,
S4, S6, S7, AC1) (Tabela 3). O tipo polinico que mais predominou nas amostras
monoflorais foi o género Brassica (4 amostras), seguido dos géneros Myrcia,
Alternanthera e das espécies Cocos nucifera e Mimosa scabrella que foram, cada
um, pélen predominante (PP) em 3 amostras. 14 produtos foram classificados como
monoflorais por apresentarem acima de 90% de um Uanico tipo polinico (Al, A2:
Mimosa caesalpiniaefolia, 12, Q1: Cocos nucifera, J1, P1, T1: Mimosa scabrella, L2,
L3: Myrcia, N1: Brassica, S3, S4, S6: Alternanthera, S7: Anadenanthera. As abelhas
africanizadas tendem a ser seletivas e podem concentrar-se na exploracdo de
plantas que se encontrem agrupadas e em alta densidade (LORENZON;
MATRANGOLO; SCHOEREDER, 2003).

Tabela 2. Familia de vegetal a qual pertencem as espécies e 0S géneros
identificados em 69 amostras de podlen apicola desidratado adquiridas em nove

Estados brasileiros.

Familia

Género/Espécie
(nome popular)

Aquifoliaceae
Amaranthaceae
Anacardiaceae

llex
Alternanthera (quebra-panela)
Astronium, Schinus (aroeiras)

Apiaceae (bamburral, horteld, menta)
Arecaceae Astrocaryum, Cocos nucifera (coco-da-baia, coqueiro); Syagrus (geriba)
Asteraceae Baccharis, Elephantopus, Eupatorium, Montanoa, Vernonia

Brassicaceae

Brassica (mostarda)

Cecropiaceae Cecropia (embauba)

Cyperaceae (tiriricas)

Euphorbiaceae Ricinus (mamona), Sebastiania (sebastiania)
Fabaceae Machaerium

Loranthaceae (erva-de-passarinha)

Malvaceae (malva, hibisco, rel6gio)

Melastomataceae

(quaresmeiras)

Mimosaceae Anadenanthera, Mimosa caesalpiniaefolia (sabia, unha-de-gato, sanséao-
do-campo), Mimosa scabrella (bracatinga), Mimosa verrucosa (jurema-
mansa, jurema-branca)

Myrtaceae Eucalyptus (eucalipto), Myrcia (murta)

Piperaceae Piper (caapeba)

Poaceae (gramineas)

Polygonaceae Antigonon

Rubiaceae Coffea (cafeeiro), Richardia (ipepacuanha)
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Tabela 3. Percentagem dos tipos polinicos e origem botanica predominante em
69 amostras de poélen apicola desidratado coletadas em nove Estados brasileiros.

Amostra/ Tipos Polinicos e Origem Boténica
Origem Frequéncial Predominante?

Al PP: Mimosa caesalpiniaefolia (95,5%); Amostra monofloral de Mimosa

Sergipe PI: Cocos nucifera (3,5%) caesalpiniaefolia

A2 PP: Mimosa caesalpiniaefolia (96,3%); Amostra monofloral de Mimosa

Sergipe PI: Cocos nucifera (3,7%) caesalpiniaefolia

B1 PP: Cocos nucifera (59,9%); Amostra heterofloral com boa

Bahia PA: Mimosa scabrella (21,0%); participacdo de Cocos nucifera,
Pl: Eucalyptus (14,2%); Asteraceae Mimosa scabrella e Eucalyptus
(3,8%)

C1 PP: Brassica (84,6%); Amostra monofloral de Brassica

Rio Grande do Sul
Cc2
Rio Grande do Sul
C3
Rio Grande do Sul

D1
Sao Paulo

D2
Sao Paulo

D3
Sao Paulo

D4
Séao Paulo

D5
Sao Paulo

El
Bahia

E2
Bahia

Pl: Asteraceae (11,7%); Eucalyptus
(3,4%)

PP: Brassica (87,2%)
PI: (10,5%)

PP: Brassica (67,6%);
PA: Eucalyptus (18,0%);
Pl: Asteraceae (12,0%)

PP: Eucalyptus (53,8%);
PA: Asteraceae (30,0%);

Pl: Mimosa caesalpiniaefolia
(11,5%)

PA: Eucalyptus (43,9%); Asteraceae
(34,9%); Mimosa caesalpiniaefolia
(16,6%);

PI: Indeterminado (3,1%)

PP: Eupatorium (57,3%);

PA: Elephantopus (27,7%);

Pl: Eucalyptus (4,9%), Piper (5,9%),
Cyperaceae (3,2%)

PP: Eupatorium (46%);

PA: Piper (32,1%), Elephantopus
(17,7%);

PI: Anacardiaceae (3,2%).

PP: Eupatorium (57,6%);
PA: Piper (30,3%);
PI: Elephantopus (7,8%)

PP: Cocos nucifera (56,7%);

PA: Mimosa caesalpiniaefolia (20,6%);

Eucalyptus (15,5%);
PI: Indeterminado (3,3%)

PP: Eucalyptus (63,4%);

PA: Mimosa caesalpiniaefolia (25,8%);

PI: Cocos nucifera (3,0%)

Amostra monofloral de Brassica

Amostra heterofloral com boa
contribuicdo de Brassica e
Eucalyptus

Amostra heterofloral com boa
participacdo de Eucalyptus e
Asteraceae/Linguliflora

Amostra heterofloral com boa
participacéo de Eucalyptus e
Asteraceae/Linguliflora

Amostra heterofloral com boa
participacdo de Eupatorium e
Elephantopus

Amostra heterofloral com boa
participacéo de Eupatorium e
Piper

Amostra heterofloral com boa
participacdo de Eupatorium e
Piper

Amostra heterofloral com boa
participacdo de Cocos nucifera,
Mimosa caesalpiniaefolia e
Eucalyptus

Amostra heterofloral com boa
participacdo de Eucalyptus e
Mimosa caesalpiniaefolia

(Continua)
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Amostra/
Origem

Tipos Polinicos e
Frequénciat

Origem Botanica
Predominante?

E3
Bahia

E4
Bahia

E5
Bahia

E6
Bahia

E7
Bahia

F1
Rio Grande do Norte

F2
Rio Grande do Norte

G1
Sao Paulo

G2
Sao Paulo

G3
Séao Paulo
G4

Séao Paulo

G5
Sao Paulo

G6
Séao Paulo

PP: Eucalyptus (86,5%);
PI: Cocos nucifera (7,5%),
Eupatorium (3,7%)

PP: Mimosa caesalpiniaefolia
(55,4%);

PA: Eucalyptus (35,6%);

PI: Cocos nucifera (4,5%)

PP: Eucalyptus (57,2%);
PA: Coffea (24,4%);

PI. Cocos nucifera (7,6%),
Asteraceae (7,6%)

PP: Coffea (49,9%);

PA: Cocos nucifera (22,4%);
PI: Eupatorium (11,2%), Myrcia
(4,9%), Poaceae (3,7%)

PP: Rubiaceae (77,9%);

PI: Eucalyptus (11,2%), Mimosa
caesalpiniaefolia (10,6%), Cocos
nucifera (8,4%)

PP: Mimosa scabrella (61,6%);
PA: Cocos nucifera (34,3%);
Pl: Eucalyptus (3,0%)

PP: Mimosa scabrella (79,7%);
PA: Mimosa caesalpiniaefolia
(15,6%);

Pl Mimosa verrucosa (4,3%)

PP: Syagrus (62,8%);
PI. Eupatorium (13,5%), Myrcia
(10,8%); Cecropia (9,9%)

PP: Syagrus (63,6%);
PA: Fabaceae (21,5%);
PI: Vernonia (5,1%)

PP: Astrocaryum (66,0%);
PI: llex (13,0%), Vernonia (10,1%)

PP: Eupatorium (50,3%);
PA: Syagrus (41,0%);
PI: Vernonia (6,3%)

PP: Myrcia (66,4%);
PI: llex (13,3%), Syagrus (13,3%),
Cecropia (6,0%)

PA: Piper (39,0%), Cecropia
(27,1%);

PI: Myrcia (14,1%), Schinus (12,8%),
Syagrus (3,7%)

Amostra monofloral de Eucalyptus

Amostra heterofloral com boa
participagdo de Mimosa
caesalpiniaefolia e Eucalyptus

Amostra heterofloral com boa
participacdo de Eucalyptus e Coffea

Amostra heterofloral com boa
participacdo de Coffea e Cocos
nucifera

Amostra monofloral de Rubiaceae

Amostra heterofloral com boa
participagdo de Mimosa scabrella e
Cocos nucifera

Amostra heterofloral com boa
participagdo de Mimosa scabrella e
Mimosa caesalpiniaefolia

Amostra heterofloral com boa
participacdo de Syagrus e
Eupatorium

Amostra heterofloral com boa
participacdo de Syagrus e
Fabaceae

Amostra monofloral de Astrocaryum
Amostra heterofloral com boa
participacdo de Eupatorium e
Syagrus

Amostra monofloral de Myrcia

Amostra heterofloral com boa
participacdo de Piper e Cecropia

(Continua)
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Amostra/ Tipos Polinicos e Origem Botanica
Origem Frequénciat Predominante?
G7 PA: Piper (38,6%), Astrocaryum Amostra heterofloral com boa
Séo Paulo (34,7%); participacdo de Piper e
PI: Cecropia (14,5%), llex (5,8%) Astrocaryum
G8 PP: Cecropia (50,9%); Amostra heterofloral com boa
Sao Paulo PA: Myrcia (30,3%); participacdo de Cecropia e Myrcia
PI: Piper (12,9%)
G9 PP: Arecaceae (74,2%); Amostra heterofloral com boa
Séo Paulo PA: Cecropia (18,8%) participacdo de Arecaceae e
Cecropia
G10 PP: Cocos nucifera (68%); Amostra heterofloral com boa
Sao Paulo PA: Cecropia (15,3%), participacdo de Cocos nucifera e
PI: Myrcia (8,8%), Mimosa Cecropia
caesalpiniaefolia (4,3%)
Gl1 PA: Arecaceae (37,9%), Mimosa Amostra heterofloral com boa
Sao Paulo caesalpiniaefolia (29,7%), Cecropia participacdo de Arecaceae, Mimosa
(18,5%) caesalpiniaefolia e Cecropia
H1 PP: Mimosa scabrella (63,5%); Amostra heterofloral com boa
Parana PA: Brassica (36,5%) participacdo de Mimosa scabrella e
Brassica
11 PA: Mimosa caesalpiniaefolia Amostra heterofloral com boa
Bahia (29,1%), Arecaceae (26,4%), participacdo de Mimosa
Cecropia (19,1%); caesalpiniaefolia, Arecaceae e
PI: Indeterminado (11,8%) Cecropia
12 PP: Cocos nucifera (97,5%) Amostra monofloral de Cocos
Bahia nucifera
J1 PP: Mimosa scabrella (95,5%) Amostra monofloral de Mimosa

Santa Catarina

K1
Rio Grande do Sul

K2
Rio Grande do Sul

K3
Rio Grande do Sul

K4
Rio Grande do Sul

L1
Rio Grande do Sul

PP: Anadenanthera (56,3%);
PA: Eucalyptus (28,6%), Cecropia
(11%)

PP: Anadenanthera (89,9%);
Pl: Sebastiania (6,9%), Asteraceae
(3,2%)

PP: Anadenanthera (64,7%);
PA: Cecropia (17%);
Pl: Sebastiania (14,6%)

PA: Cecropia (27,2%),
Anadenanthera (25,4%), Sebastiania
(18,5%), Eucalyptus (12,3%)

PP: Schinus (46%);

PA: llex (34,8%);

Pl: Asteraceae (11,7%), Myrcia
(6,2%)

scabrella

Amostra heterofloral com boa
participacédo de Anadenanthera e
Eucalyptus

Amostra monofloral de
Anadenanthera

Amostra heterofloral com boa
participacdo de Anadenanthera,
Cecropia e Sebastiania

Amostra heterofloral com boa
participacdo de Cecropia,
Anadenanthera, Sebastiania e
Eucalyptus

Amostra heterofloral com boa
participacdo de Schinus e llex

(Continua)
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Amostra/
Origem

Tipos Polinicos e
Frequénciat

Origem Botanica
Predominante?

L2
Rio Grande do Sul

L3
Rio Grande do Sul

M1
Bahia

M2
Bahia

N1
Santa Catarina

o1
Mato Grosso

P1
Mato Grosso

Q1
Bahia

R1
Bahia

S1
Sao Paulo

S2
Séao Paulo

S3
Sao Paulo

S4
Sao Paulo

S5
Séao Paulo

PP: Myrcia (99,5%)

PP: Myrcia (92,5%);
PI: Eupatorium (6,0%)

PP: Astrocaryum (71,9%);

PI: Astronium (13,4%), Mimosa
caesalpiniaefolia (7,3%), Mimosa
verrucosa (6,1%)

PP: Fabaceae (89,2%);
PI. Myrtaceae (3,8%), Indeterminado
(3,8%)

PP: Brassica (91,3%);
PI: Montanoa (5,4%).

PP: Brassica (87,3%);
PI: Cocos nucifera (5,3%),
Asteraceae (4%)

PP: Mimosa scabrella (100%)

PP: Cocos nucifera (91,7%);
PI: Mimosa caesalpiniaefolia (6,1%)

PA: Eucalyptus (36,2%), Mimosa
caesalpiniaefolia (36,2%), Cocos
nucifera (27,6%)

PA: Anadenanthera (40,5%), Cocos
nucifera (36,5%);

PI: Mimosa scabrella (13,5%),
Malvaceae (8,1%)

PA: Alternanthera (43,2%), Mimosa
caesalpiniaefolia (29,6%);

PI: Ricinus (13,5%), Asteraceae
(4,9%), Poaceae (3,9%)

PP: Alternanthera (93,3%)

PP: Alternanthera (94,2%)

PP: Alternanthera (78,9%);
PA: Vernonia (18,7%)

Amostra monofloral de Myrcia

Amostra monofloral de Myrcia

Amostra monofloral de Astrocaryum

Amostra monofloral de Fabaceae

Amostra monofloral de Brassica

Amostra monofloral de Brassica

Amostra monofloral de Mimosa
scabrella

Amostra monofloral de Cocos
nucifera

Amostra heterofloral com boa
participacdo de Eucalyptus, Mimosa
caesalpiniaefolia e Cocos nucifera

Amostra heterofloral com boa
participagdo de Anadenanthera e
Cocos nucifera

Amostra heterofloral com boa
participacéo de Alternanthera e
Mimosa caesalpiniaefolia e Ricinus

Amostra monofloral de
Alternanthera

Amostra monofloral de
Alternanthera

Amostra heterofloral com boa
participacéo de Alternanthera e
Vernonia

(Continua)
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Amostra/ Tipos Polinicos e Origem Botanica
Origem Frequénciat Predominante?
S6 PP: Alternanthera (94%); Amostra monofloral de
Séo Paulo PI: Montanoa (3,4%) Alternanthera
S7 PP: Anadenanthera (95%); Amostra monofloral de
Séo Paulo PI: Schinus (3,4%) Anadenanthera
T1 PP: Mimosa scabrella (98,7%) Amostra monofloral de Mimosa

Rio Grande do Norte
Ul

Rio Grande do Norte

V1
Bahia

X1
Bahia

Z1
Mato Grosso do Sul

AAl
Parana

AA2
Parana

AB1
Parana

AC1
Sao Paulo

AC2
Séao Paulo

AC3
Sao Paulo

PP: Mimosa verrucosa (84,3%);
Pl: Cocos nucifera (10,5%),
Richardia (3,4%)

PP: Cocos nucifera (86,5%);
PI: Mimosa scabrella (12,4%)

PP: Cocos nucifera (65,7%);
PA: Mimosa scabrella (20,9%);
Pl: Asteraceae (7,5%)

PP: Fabaceae (57,2%);

PA: Anadenanthera (28,6%);

Pl. Melastomataceae (5%), Ricinus
(5%), Cecropia (3,7%)

PP: Mimosa scabrella (53,8%);

PA: Asteraceae (17,5%);

Pl. Arecaceae (9,4%),Myrcia (5,4%),
Poaceae (5,4%), Fabaceae (5,4%)

PA: Anacardiaceae (30,4%),
Fabaceae (29,7%), Mimosa
verrucosa (20,3%)

Pl: Loranthaceae (12,5%)

PP: Myrcia (51,4%);
PA: Machaerium (33,7%);
PI: Schinus (7,4%), Brassica (3,2%)

PP: Asteraceae (63,3%);

PI: Cocos nucifera (14%),
Machaerium (13%) Montanoa
(9,4%), llex (9%), Myrcia (9%),
Indeterminado (6%), Antigonon
(4,2%)

PP: Brassica (49,2%);

Pl: Asteraceae (11,6%),
Indeterminado (9,4%), Montanoa
(6%), llex (9%), Myrcia (9%),
Apiaceae (3,9%)

PP: Brassica (44,8%);

PIl: Montanoa (13,2%),
Anacardiaceae (8,4%), Asteraceae
(10,5%), Myrcia (6,6%)

scabrella

Amostra monofloral de Mimosa
verrucosa

Amostra monofloral de Cocos
nucifera

Amostra heterofloral com boa
participagdo de Cocos nucifera e
Mimosa scabrella

Amostra heterofloral com boa
participacdo de Fabaceae e
Anadenanthera

Amostra heterofloral com boa
participacdo de Mimosa scabrella e
Asteraceae

Amostra heterofloral com boa
participacdo de Anacardiaceae,
Fabaceae e Mimosa verrucosa

Amostra heterofloral com boa
participacéo de Myrcia e
Machaerium

Amostra monofloral de Asteraceae

Amostra heterofloral com boa
participacdo de Brassica e
Asteraceae

Amostra heterofloral com boa
participacdo de Brassica e
Montanoa

(Continua)
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Tabela 3. Continuagéo...

Amostra/ Tipos Polinicos e Origem Botanica
Origem Frequénciat Predominante?

AD1 PA: Brassica (25,1%), Mimosa Amostra heterofloral com boa

Séo Paulo caesalpiniaefolia (22,7%) participacdo de Brassica e Mimosa
PI: Cocos nucifera (14,1%), caesalpiniaefolia
Asteraceae (7,1%), Mimosa scabrella
(5,7%)

AD2 PA: Mimosa caesalpiniaefolia (42%), Amostra heterofloral com boa

Sao Paulo Myrcia (18,6%), participacdo de Mimosa
PI: Baccharis (8,1%), Brassica caesalpiniaefolia e Myrcia

(5,8%), Cocos nucifera (4,2%)

1 PP = polen predominante (> 45%). PA = pdlen acessorio (15 a 45%), Pl= pdlen isolado importante
(3 a 15%).

2 Amostra monofloral: acima de 90% de um tipo polinico ou 60% ou mais de um tipo polinico sem a
ocorréncia do pélen acessorio.

Nota-se que, dos 39 tipos polinicos identificados, 28 (71,8%) estavam
presentes em mais de uma amostra e até mesmo em diferentes Estados (Tabela 4).
O numero méaximo de tipos polinicos em um Unico produto foi oito (AC1: Asteraceae;
Cocos nucifera, Machaerium, Montanoa, llex, Myrcia, Antigonon e um taxon
indeterminado). 10,1% das amostras apresentaram apenas um tipo polinico, 17,4%
dois tipos, 31,9% (a maioria delas) trés tipos polinicos, 23,2% quatro e 11,6% cinco
tipos polinicos. Apenas as amostras AAl e AC2 apresentaram, respectivamente,
seis e sete diferentes taxons em sua composicao.

De maneira geral, cada carga de pdlen apicola contém graos de uma Unica
espécie vegetal, porém, durante um periodo de forrageamento, as abelhas podem
visitar mais de uma espécie, a fim de obter um produto que atenda suas
necessidades, resultando em um misto de poélen apicola com diferentes tipos
polinicos (MODRO et al, 2011 BARTH et al, 2011, BOGDANOV, 2012;
KOMOSINSKA-VASSEV et al., 2015). Odoux et al. (2012) levantaram a hipétese de
gue quanto mais fontes poliniferas disponiveis, maior a diversidade do polen apicola.
Além disto, a variedade de tdxons em uma Unica amostra pode ser explicada,
também, pela pratica comum dos apicultores de misturar o produto de diferentes
coletas para formar um unico lote. Barreto, Funari e Orsi (2005) descrevem que 0
objetivo desta mistura seria formar um produto colorido e de sabor agradavel,
favorecendo a comercializagéo.

Cocos nucifera e Mimosa caesalpiniaefolia foram os tipos polinicos de maior
incidéncia nas amostras. C. nucifera foi encontrado, principalmente, como pélen

isolado importante (P1) (52,2% das ocorréncias), enquanto a maior frequéncia de M.
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caesalpiniaefolia foi como pélen acessorio (PA) (55,6%). 11 taxons ocorreram uma
Unica vez [(Apiaceae, Antigonon, Astronium, Baccharis, Cyperaceae, Loranthaceae,
Malvaceae, Melastomataceae, Myrtaceae (ndo caracteristico de Eucalyptus ou
Myrcia), Richardia e Rubiaceae (ndo caracteristico de Coffea ou Richardia)].

Tabela 4. Ocorréncia dos taxons vegetais em 69 amostras de poélen apicola
desidratado coletadas em nove Estados brasileiros.

Ocorréncia (N° de amostras)

Taxa Estado

Total BA SE RN PR SC RS MT MS

(9]
T

13 2 2 1
2 1

Cocos nucifera 23
Mimosa caesalpiniaefolia 18
Asteraceae 16
Eucalyptus 16
Myrcia 16
Cecropia 13
Mimosa scabrella 12
Brassica 11
Eupatorium
Anadenanthera
Piper

llex

Alternanthera
Fabaceae
Montanoa
Syagrus
Arecaceae
Mimosa verrucosa
Schinus

Vernonia
Anacardiaceae
Astrocaryum
Elephantopus
Poaceae
Sebastiania
Coffea
Machaerium
Ricinus

Apiaceae
Antigonon
Astronium
Baccharis
Cyperaceae
Loranthaceae
Malvaceae
Melastomataceae
Myrtaceae
Richardia
Rubiaceae 1 1
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SP = S&do Paulo; BA = Bahia; SE = Sergipe; RN = Rio Grande do Norte; PR = Parana; SC = Santa
Catarina; RS = Rio Grande do Sul.
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Em sete amostras, um dos taxons nao pode ser identificado (C3, D2, E1, 11,
M2, AC1, AC2), porém, em nenhum dos casos tratava-se de um PP ou de um PA,
mas sim, de um PI, uma vez que a frequéncia destes tipos polinicos indeterminados
variou de 3,1 (D2) a 11,8% (I1) nas amostras. Segundo Dérea, Novais e Santos
(2010), em alguns casos nao é possivel identificar o tdxon utilizando apenas a
analise polinica, isso porque o grao de podlen pode, ainda, ndo ter sido catalogado ou
por ndo ser possivel diferenciar vegetais cuja morfologia do pdélen é muito
semelhante.

As amostras procedentes de Sergipe (n=2) foram coletadas no mesmo
apiario e nota-se pouca variacdo na origem botanica [Al: Mimosa caesalpiniaefolia
(95,5%), Cocos nucifera (3,5%); A2: M. caesalpiniaefolia (96,3%), C. nucifera
(3,7%)]. Isto pode estar relacionado ao fato de que, embora tenham sido coletadas
em diferentes periodos, durante o intervalo entre as coletas ndo houve mudanca
significativa na florada da regido ou na rotina de forrageamento das abelhas. Barth
et al. (2010) analisaram quatro amostras oriundas de Sergipe e em uma delas houve
predominéncia dos taxons M. caesalpiniaefolia e C. nucifera.

A espécie M. caesalpiniaefolia € uma leguminosa arbérea/arbustiva. A
madeira tem alto poder calorifico e resisténcia fisico-mecénica e a folhagem é
utilizada como alimento para ruminantes. A planta é considerada nativa do Estado
de Minas Gerais e da regido Nordeste do pais, onde ocorre nas areas de semiarido
dos Estados do Piaui, Pernambuco, Alagoas, Rio Grande do Norte, Paraiba, Bahia e
Ceara (MOURA; PEGORARO, 2006; SANTOS; ARAUJO; ARAUJO-NETO, 2007;
LORENZI; SOUZA, 2008; GONCALVES; LELIS; ABREU, 2010). Além do interesse
para a producdo de madeira e forragem, RIBEIRO et al. (2008) citam que o0 uso
desta espécie é uma alternativa para recuperacdo de areas degradadas, sendo ideal
para uso em reflorestamentos consorciados.

A floracdo da M. caesalpiniaefolia é bastante irregular e pode acontecer ao
longo de todo o ano. Em Sergipe foram observadas floradas de novembro a
dezembro e em Sao Paulo de abril a maio e durante o més de fevereiro (MARCHINI
et al.,, 2001; CARVALHO, 2007). No presente estudo, este tipo polinico foi
encontrado em amostras cuja coleta ocorreu durante todos os meses do ano, exceto
fevereiro e marco. O poélen desta espécie vegetal é bastante atrativo para as
abelhas, sendo esta uma fonte polinifera comum para a espécie Apis mellifera
(LOPES et al., 2010).
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C. nucifera € uma espécie caracteristica de regides litoraneas (CHAN;
ELEVITCH, 2006). A incidéncia deste tipo polinico em poélen apicola da regiao
Nordeste é alta (BARTH et al., 2010; ALVES, 2013b; FREITAS et al., 2013). No
Brasil, 70% da producdo de C. nucifera esta concentrada nesta regido, sendo o
Estado da Bahia um dos principais produtores (SOUZA, 2010). A espécie € tédo
constante no polen apicola desta regido, especialmente naqueles produzidos em
areas litoraneas, que pode-se dizer que a planta contribui de maneira sélida para a
apicultura da regido (ALVES, 2013b). Levando em conta a data de coleta das
amostras (Tabela 1), nota-se que a espécie C. nucifera serviu como fonte polinifera
para as abelhas durante sete dos doze meses do ano (abril a outubro). Segundo
Castro, Passos e Aragao (2009), a floracdo desta espécie esta relacionada a uma
boa condicdo hidrica no momento da formacédo dos primérdios florais, de modo que
pode ocorrer, ininterruptamente, ao longo do ano quando ha condicdes para tal.

No pdlen apicola coletado no Rio Grande do Norte (n=4) predominaram
duas espécies da familia Mimosaceae (Mimosa scabrella e M. verrucosa). A amostra
Ul foi a unica, entre as 69, monofloral de M. verrucosa. Os tipos polinicos
C. nucifera, M. caesalpiniaefolia, Eucalyptus e Richardia também foram identificados,
porém como PA ou PIl. As amostras F1 e F2 foram coletadas em um mesmo apiario
e, embora a coleta tenha ocorrido em meses e anos diferentes (nov-dez/11; set/12,
respectivamente), o tipo polinico M. scabrella foi predominante em ambas (F1:
98,7%; F2: 84,3%). Tal fato pode ser um indicador da época de florada desta planta
na regido. A espécie M. scabrella ocorre, naturalmente, na regido Sul do Brasil
associada a pinhais, porém, ja foi encontrada em Estados do Nordeste, onde pode
ter sido introduzida para exploracdo de lenha (DAHMER, 2011). Segundo
Mazuchowski (2012), o florescimento é abundante e pode ocorrer no inverno,
primavera e verdo, de acordo com a variedade da espécie.

Nas amostras coletadas na Bahia (n=16), os tipos polinicos de maior
incidéncia foram C. nucifera, M. caesalpiniaefolia e Eucalyptus. C. nucifera estava
presente em 81,3% das amostras e M. caesalpiniaefolia e Eucalyptus foram
identificados em 50% das amostras deste Estado. Embora C. nucifera tenha sido
frequente, este taxon foi PP em apenas cinco das 13 amostras em que ocorreu, nas
demais estava como PA ou PI. Das seis amostras classificadas como monoflorais,
em duas predominou C. nucifera (12 e Q1) e nas demais predominaram Eucalyptus

(E3), Astrocaryum (M1), um taxon indeterminado de Fabaceae (M2) e um taxon
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indeterminado de Rubiaceae (E7), sendo este ultimo encontrado apenas nesta
amostra. Freitas et al. (2013) analisaram seis amostras produzidas na Bahia e
concluiram que C. nucifera, M. scabrella e um taxon da familia Asteraceae foram os
tipos polinicos de maior frequéncia nas amostras, sendo todas heteroflorais. Barth
et al. (2010) analisaram sete amostras coletadas neste mesmo Estado e observaram
gue em apenas uma a espécie C. nucifera ndo estava presente.

Nas amostras procedentes de Sdo Paulo (n=28) foram identificados 30 tipos
polinicos. Os tdxons de maior incidéncia foram os géneros Myrcia e Cecropia, a
espécie M. caesalpiniaefolia e um tipo polinico da familia Asteraceae. Trés das sete
amostras monoflorais tinham como PP o género Alternanthera (S3, S4, S6), nas
demais predominaram os géneros Astrocaryum (G3), Myrcia (G5), Anadenanthera
(S7) e um taxon ndo identificado da familia Asteraceae (AC1). E deste Estado a
amostra com maior nimero de tipos polinicos (AC1).

A andlise dos resultados de um conjunto de amostras coletadas em S&o
Paulo (cédigo G, o maior nimero de amostras de um Unico apiario) permitiu
acompanhar a variacdo na composicdo do polen apicola ao longo de cinco meses
(setembro/12 a janeiro/13). Foram observados 13 tipos polinicos, cujas ocorréncias
e, principalmente, as frequéncias variaram ao longo deste periodo. Incialmente,
predominou o género Syagrus nas duas coletas de setembro, cuja presenca
manteve-se até novembro, porém como PA ou Pl. Nas quatro amostras coletadas
em outubro, os tipos polinicos com maior frequéncia foram Astrocaryum,
Eupatorium, Myrcia e Piper; nas duas amostras coletadas em novembro foram
taxons dos géneros Piper e Cecropia; na amostra coletada em dezembro um tipo
nao identificado da familia Arecaceae; e nas duas amostras coletadas em janeiro
predominaram a espécie C. nucifera, na primeira coleta, e um taxon da familia
Arecaceae, na segunda coleta.

Arruda et al. (2013) analisaram sete amostras de pdlen apicola, produzidas
em Sao Paulo, e encontraram taxa caracteristicos de Cecropia, Eucalyptus, llex,
Myrcia, Piper, Vernonia, Cestrum, Trema, Arecaceae e Cyperaceae. Destes, apenas
os taxons Cestrum e Trema ndo ocorreram nas amostras do presente estudo.
Mendonga et al. (2008) avaliaram o perfil polinico de amostras coletadas em
Itirapina/SP e encontraram 17 tipos polinicos. Assim como no presente estudo, 0s
pesquisadores observaram os taxons Eucalyptus, Myrcia, Eupatoruim, Vernonia e

Fabaceae. De acordo com Moreti et al. (2011), plantas dos géneros Eucalyptus e
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Myrcia e da familia Poaceae podem ser importantes fontes de polen na regido de
Pindamonhangaba/SP. Mendonca et al. (2008) perceberam como dominantes, em
amostras de poélen apicola coletadas em ltirapina/SP, taxons de Eucalyptus, Myrcia,
uma espécie nao identificada da familia Poaceae e Citrus.

Nas amostras coletadas no Rio Grande do Sul (n=10) houve predominancia
dos géneros Eucalyptus e Anadenanthera e de taxons néo identificados da familia
Asteraceae. Das cinco amostras monoflorais, em duas predominou o0 género
Brassica (C1 e C2), em outras duas o género Myrcia (L2 e L3) e em uma o género
Anadenanthera (K2). Moreti et al. (2011), também, encontraram o tipo polinico
Anadenanthera em poélen apicola, porém em amostras coletadas em S&o Paulo. E
possivel que uma planta seja forrageada pelas abelhas em uma regido e em outra
ndo, ou mesmo durante um periodo ou ano e em outro ndo (LORENZON;
MATRANGOLO; SCHOEREDER, 2003). Carpes (2008) observou 11 tipos polinicos
em dez amostras de pdlen apicola coletadas no Estado do Rio Grande do Sul, entre
eles taxons da familia Brassicaceae (da qual faz parte o género Brassica), da familia
Asteraceae e do género Eucalyptus.

O género Eucalyptus corresponde a mais de 600 espécies conhecidas. Foi
introduzido no Brasil e tem sido extensivamente cultivado com vistas a producao de
madeira, folhas, resinas, 6leos essenciais e medicamentos (SOARES; CARVALHO;
VALE, 2003; LORENZI; SOUZA, 2008). Trata-se de uma planta de rapido
crescimento e de boa adaptacdo a diferentes habitats. De acordo com o ultimo
Censo Agropecuéario do IBGE, o eucalipto é cultivado em 23 Estados brasileiros e no
Distrito Federal, de modo que apenas no Acre, Amazonas e Amapa nédo havia, até
entdo, registros do cultivo de alguma espécie (IBGE, 2007).

O periodo de floracdo do eucalipto depende da espécie, condi¢cdes
climaticas e de solo e, ainda, da sanidade da planta. Algumas espécies tém floracao
permanente. H4 plantas deste género que produzem grandes quantidades de flores
que sao atrativas as abelhas (MARCHINI; MORETI, 2003). A integracdo apicultura-
silvicultura é uma pratica possivel de ser adotada pelos apicultores, que podem
cultivar diferentes espécies de eucalipto, selecionadas considerando a preferéncia
das abelhas e a abundancia da florada, a fim de garantir que ao longo de todo o ano
alguma planta esteja em floragédo (FAPCEN, 2011).

Todas as amostras coletadas no Estado do Parana (n=4) foram classificadas

como heteroflorais. O tipo polinico M. scabrella foi o PP em duas amostras (H1 e
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AA1l), nas demais predominaram um tdxon nao identificado de Anacardiaceae (AA2)
e um taxon do género Myrcia (AB1). No Estado de Santa Catarina foram coletadas
duas amostras e trés tipos polinicos foram identificados [J1: M. scabrella (95,5%);
N1: Brassica (91,3%), Montanoa (5,4%)]. Freitas et al. (2013) analisou amostras de
pélen apicola, coletadas em Santa Catarina, e identificou diferentes taxons, entre
eles o0 género Brassica.

Souza (2014), que realizou a andlise polinica de amostras dos Estados do
Parana e Santa Catarina, identificou 20 tipos polinicos: Andira, Asteraceae, Brassica
napus, Brassica (que néo Brassica napus), Celtis, Crotalaria, Eucalyptus, Eugenia,
Eupatorium, Euterpe, llex, Lithraea, Machaerium, Montanoa, Phoradendron, Piper,
Piptocarpha, Rosaceae, Senecio, Vernonia). A autora analisou seis amostras do
Parana e cinco amostras de Santa Catarina, o que poderia explicar o maior nUmero
de tipos polinicos nestas amostras. Ademais, de acordo com Luz et al. (2010),
variacbes ocorrem quando as amostras sdo oriundas de diferentes apiarios e/ou
foram coletadas em épocas diferentes. Mesmo que certas espécies vegetais sejam
caracteristicas de determinadas regides, hd pequenas ou grandes variacbes na
vegetacao que circunda as colmeias.

Nas amostras coletadas em Mato Grosso (n=2) quatro tipos polinicos foram
identificados, dois como PP (Brassica e M. scabrella) e dois como PI (C. nucifera e e
um taxon nao identificado da familia Asteraceae). Na amostra de Mato Grosso do
Sul cinco tipos polinicos foram encontrados, sendo um taxon da familia Fabaceae o
PP. Freitas et al. (2013) analisaram trés amostras de Mato Grosso e em todas elas
predominou o género Cecropia. D’Apolito et al. (2010) estudaram a coleta de pélen
por Apis mellifera em uma regido de Mato Grosso do Sul e observaram que 42 tipos
polinicos foram utilizados pelas abelhas, entre eles quatro taxons da familia

Fabaceae.

4 CONCLUSAO

Os 39 tipos polinicos presentes nas amostras foram identificados em nivel
de espécie, género ou familia, e apenas sete taxons ndo foram reconhecidos. A
maior parte das amostras foi classificada como heterofloral. O nimero maximo de

tipos polinicos por amostra foi oito (considerando-se uma frequéncia acima de 3%),
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indicando que as abelhas chegam a visitar varias espécies para a producdo do pélen
apicola. Os resultados obtidos podem ser enviados a apicultores e entrepostos para
auxilia-los no manejo dos apiarios, bem como na preservacdo de espécies que,

comprovadamente, servem de fonte polinifera para as abelhas.
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TEOR DE UMIDADE, PRODUCAO E BENEFICIAMENTO DE
POLEN APICOLA DESIDRATADO

RESUMO

O objetivo deste estudo foi levantar dados a respeito da producgédo, verificar a
adequacao, com base na legislacdo brasileira, de praticas adotadas durante o
beneficiamento do pdlen apicola e, ainda, identificar a percepcdo dos produtores
guanto a vegetacdo forrageada pelas abelhas. A coleta dos dados foi realizada,
junto aos apicultores, por meio de questionario. As amostras foram analisadas
quanto ao teor de umidade, por gravimetria, e quanto a origem botanica, por
identificacdo e contagem dos tipos polinicos. Observou-se que o nuamero de
colmeias produtivas, por estabelecimento, foi de 3 a 300. O coletor tipo frontal foi
utilizado por todos os produtores que responderam a esta questdo. O intervalo entre
as etapas de coleta e de desidratacdo foi variavel e apenas duas amostras foram
liofiizadas (as demais foram desidratadas em estufa). Parte das amostras foi
desidratada sob temperatura acima do limite estabelecido na legislacdo e, ainda,
91% dos produtos analisados tinham teor de umidade acima do limite de 4%.
Nenhum aditivo foi utilizado em qualquer etapa do processo. A andlise polinica
indicou que, em alguns casos, o0s produtores foram capazes de perceber as plantas
visitada pelas abelhas apenas acompanhando o forrageamento. Concluiu-se que a
producdo de pdlen apicola foi realizada por pequenos ou médios produtos, os quais
adotam praticas variadas de producdo e beneficiamento, respeitando o ndo uso de
aditivos, porém, com falhas quanto a temperatura de desidratacdo e o teor de
umidade no produto final. Ademais, quando o produtor acompanha efetivamente a

coleta de matéria-prima pelas abelhas, ele é capaz de perceber as fontes poliniferas.

Palavras-chave: polen apicola; legislacao; desidratacao; umidade; origem botanica.

ABSTRACT

The purpose of this study was to collect production data, to verify the adequacy,

based on Brazilian legislation, of the practices adopted by beekeepers during the
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processing of bee-pollen, and also to identify their perception about the vegetation
visited by bees. The data were collected from the beekeepers using a questionnaire.
The samples were analyzed for moisture content by gravimetric method, and for
botanical origin by identification and counting of the pollen types. The number of
productive hives per apiary ranged from 3 to 300. The collector installed against
the front of the hive was used. The interval between the collection and dehydration of
the samples varied between apiaries and only two samples were lyophilized (the
others were dehydrated in an electric oven). Part of the samples was dehydrated at
temperature above the limit established in Brazilian legislation, and 91% of the
analyzed products had moisture content above 4%. No food additives were used at
any point of the process. The pollen analysis indicated that, in some cases,
producers were able to identify the pollen source visited by bees. It is concluded that,
the production of bee-pollen was performed by small to medium beekeepers, which
adopt different practices of production and processing, respecting the non-use of
additives, however, failed in the temperature of dehydration and the moisture content
in the final product. Moreover, when the producer effectively accompanies the

collection of food by bees they are able to perceive the polliniferous sources.

Keywords: bee-pollen; legislation; dehydration; moisture; botanical origin.

1 INTRODUCAO

A apicultura é uma atividade realizada em todo o mundo, ainda que muitas
vezes seja considerada um “hobby” ou tenha carater secundario nos
estabelecimentos rurais (BRADBEAR, 2009). No Brasil, a produgéo de polen apicola
teve inicio no final da década de 80 (BARRETO; FUNARI; ORSI, 2005a) e estima-se
gue a safra atual seja insuficiente para atender a demanda de mercado (SEBRAE,
2007; ALVES, 2013b).

Para a criacdo das abelhas é imprescindivel a oferta de agua e alimento em
abundancia (PEREIRA et al., 2003). E do conhecimento dos apicultores que as
abelhas coletam das flores a matéria-prima necessaria para produzir mel e pélen
apicola, os principais alimentos da colénia (MORETI, 2006; ARRUDA, 2009).

Portanto, os apiarios sao instalados proximos a fontes vegetais de floracéao
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permanente ou em areas em que, ao longo do ano, ao menos uma fonte polinifera
esteja disponivel (FAPCEN, 2011; MODRO et al., 2011).

O Brasil € um dos poucos paises com legislacdo especifica para os produtos
da apicultura. O Regulamento Técnico para Fixacdo e Identidade e Qualidade de
Pdélen Apicola € o anexo V da Instru¢do Normativa (IN) n® 3 do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) que, nos demais anexos, trata
também de outros produtos da colmeia (geleia real, geleia real liofilizada, propolis,
extrato de propolis, cera de abelha e apitoxina).

De acordo com a IN 3, entende-se por pdlen apicola “o resultado da
aglutinacao do pdlen das flores, efetuada pelas abelhas operéarias, mediante néctar e
suas substancias salivares, o qual € recolhido no ingresso da colméia”. Este produto
pode ser designado apenas como “pdlen apicola”, quando mantido em sua forma
original, ou como “pdlen apicola desidratado”, quando submetido ao processo de
secagem em temperatura nao superior a 42°C, e com teor de umidade final inferior a
4% (BRASIL, 2001). Para o processo de desidratacdo € comum o uso de estufas
com aquecimento sob condicbes de tempo e temperatura que variam entre as
propriedades (BARRETO; FUNARI; ORSI, 2005b). Quanto ao uso de aditivos neste
alimento, ainda segundo a IN 3, ndo é permitido.

O objetivo deste estudo foi levantar dados de producéo, verificar a
adequacdo, com base na IN 3 do MAPA, de préaticas adotadas pelos apicultores
durante o beneficiamento do pdlen apicola e, ainda, identificar a percepcdo dos

produtores quanto a vegetacéo forrageada pelas abelhas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 AMOSTRAS

Este estudo foi conduzido com 69 amostras de polen apicola de abelhas
Apis mellifera prontas para o consumo, coletadas entre os anos de 2011 a 2013 em
apiarios localizados em nove Estados brasileiros. 56 amostras foram enviadas
diretamente por produtores ou entrepostos na época da safra e 13 foram adquiridas

no comércio. As amostras foram encaminhadas, a temperatura ambiente, ao
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Laboratério de Analise de Alimentos (LAA) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
da Universidade de Séao Paulo, onde foram codificadas usando letras seguidas de
um numero para indicar, respectivamente, fornecedor e lote. A analise polinica foi
realizada em parceria com os pesquisadores Dra Ortrud Monika Barth e Alex da
Silva de Freitas do Laboratério de Morfologia e Morfogénese Viral (LMMV) do
Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Rio de Janeiro/RJ, para onde uma parcela de
cada amostra foi enviada a temperatura ambiente e armazenada, também sob esta

condicdo, até o momento das analises.

2.2 OBTENCAO DOS DADOS

Os produtores foram questionados a respeito de:
Producéo:
data da coleta;
namero de colmeias em producao;
tipo de coletor utilizado;
plantas forrageadas pelas abelhas para producéo do pdlen apicola;

data da desidratacao;

YV V.V V V V

tipo de equipamento utilizado para desidratacéo e o tempo de duracdo do
processo.

Adequacdo a requisitos da IN 3:

» temperatura de desidratacao;

> uso de aditivos.

2.3 DETERMINACAO DE UMIDADE

O teor de umidade foi determinado no momento em que as amostras foram
recebidas no LAA. Para tal, foi adotado o procedimento descrito por Oliveira (2006) e
Melo e Almeida-Muradian (2011). As amostras foram trituradas em moinho analitico
e peneiradas através de uma peneira de 0,595 mm. 1 g de amostra triturada foi
submetida a temperatura de 85°C por 3,5 min em balanca eletrbnica de precisédo

adaptada com secador infravermelho (Mettler, modelo B-160, Sdo Paulo, SP) e o
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percentual indicado automaticamente pelo equipamento (Figura 1). Todas as
analises foram realizadas em triplicata e os resultados expressos, como média *

desvio padrédo, em g umidade por 100 g pdlen apicola desidratado.

Figura 1. Balanca de precisdo adaptada com secador infravermelho (A); Amostra de
polen apicola desidratado (previamente triturada) no interior da balanca apés analise
(B); percentual de umidade no mostrador (C).

Fonte: arquivo pessoal de Dra Ligia B. de Almeida Muradian.

2.4 ANALISE POLINICA

As amostras foram preparadas e, entdo, analisadas em microscopio de luz
fotbnica (BARTH et al., 2010). Os tipos polinicos foram identificados por comparacao
com informacdes catalogadas e designados pelo taxon ao qual se assemelhavam
(BARTH, 1970a; BARTH, 1970b; BARTH, 1970c; BARTH, 1989; MORETI et al.,
2002). O procedimento utilizado esta descrito com detalhes no Capitulo 2 (Material e
Métodos, item 2.2).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A data de coleta; o namero de colmeias em producdo; a data de
desidratacdo, tipo de equipamento utilizado, temperatura e tempo; e o teor de

umidade das amostras, sdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Informacfes levantadas a respeito da producéo, beneficiamento e teor de umidade de 69 amostras polen apicola desidratado.

Coleta Desidratacao
* 1 - n

Amostra Origem Data Estacdo do ano Ngc:?ne,]gaie Inicio Tipo de Equipamento Temperatura Tempo tg?{gg%?
Al SE 12 a 20/04/12 outono 25 23/04/12 Estufa de madeira 42°C 35h 7,7+0,3
A2 SE 21/04 a 11/05/12 outono 25 16/05/12 Estufa de madeira 42°C 35h 7,2+0,3
B1 BA 10/05/12 outono 40 13/05/12 Estufa com fluxo de ar 27-32°C 24 h 7,8+0,3
Cl RS 05/05/12 outono 35 05/05/12 Estufa elétrica c/ fluxo forcado de ar ambiente 5h 10,2+ 0,5
Cc2 RS 28/06/12 inverno 28 28/06/12 Estufa elétrica c/ fluxo for¢cado de ar 45°C 5h 6,8+0,2
C3 RS 28/07/12 inverno 28 28/07/12 Estufa elétrica c/ fluxo forcado de ar 45°C 5h 6,4+0,2
D1 SP abr/12 outono 3 mai/12 Estufa elétrica 42° 24 h 7,6 +0,2
D2 SP abr/12 outono 3 mai/l2 Liofilizador - 18 h 7,0+0,2
D3 SP set/12 inverno/primavera 3 out/12 Estufa elétrica 42°C 52 h 6,2+0,1
D4 SP set/12 inverno/primavera 3 out/12 Liofilizador - 18 h 6,0+0,1
D5 SP set/12 inverno/primavera 3 out/12 Liofilizador NI 18 h 30 min 36+0,1
E1l BA 01/08/12 inverno NI 05/08/12 Forno industrial 42°C 24 h 51+0,1
E2 BA 19/06/12 outono NI 23/06/12 Forno industrial 42°C 24 h 52+0,1
E3 BA 16/09/12 inverno NI 20/09/12 Forno industrial 42°C 24 h 46+0,1
E4 BA 06/10/12 primavera NI 10/10/12 Forno industrial 42°C 24 h 5,6 +0,0
E5 BA 12/08/12 inverno NI 16/08/12 Forno industrial 42°C 24 h 57+0,1
E6 BA 23/09/12 primavera NI 27/09/12 Forno industrial 42°C 24 h 6,1+0,0
E7 BA 23/07/12 inverno NI 27/07/12 Forno industrial 42°C 24 h 51+0,1
F1 RN nov-dez/11 primavera NI jan/12 Estufa elétrica 41°C NI 8,1+0,2
F2 RN 25/09/12 primavera 45 10/10/12 Estufa elétrica 41°C 24 h 51+0,2
Gl SP 03/09/12 inverno NI 10/09/12 Estufa elétrica 45°C 38h 43+0,2
G2 SP 18/09/12 inverno NI 24/09/12 Estufa elétrica 45°C 40 h 48+0,2
G3 SP 03/10/12 primavera NI 08/10/12 Estufa elétrica 45°C 39h 47+0,1
G4 SP 16/10/12 primavera 19 22/10/12 Estufa elétrica 45°0C NI 39+0,1
G5 SP 16/10 a 25/10/12 primavera 19 29/10/12 Estufa elétrica 45°C 44 h 46+0,1
G6 SP 25/10 a 08/11/12 primavera 22 12/11/12 Estufa elétrica 45°C 41 h 36+0,1
G7 SP 14/11 a 19/11/12 primavera 21 19/11/12 Estufa elétrica 45°C 18 h 3,9+0,1
G8 SP 20/11 a 04/12/12 primavera 22 04/12/12 Estufa elétrica 45°C 40 h 46+0,1
G9 SP 06/12 a 13/12/12 primavera 22 18/12/12 Estufa elétrica 45°C 31h 52+0,0
G10 SP 08/01 a 15/01/13 verao 22 22/01/13 Estufa elétrica 45°C 34 h 51+0,1
G111 SP 18/01 a 25/01/13 verao 22 29/01/13 Estufa elétrica 45°C 60 h 4,7+0,1
H1 PR 14/09/12 inverno 300 19/09/12 Estufa elétrica 45°C 12 h 47+0,2
11 BA 21/06/12 inverno 6 13/07/12 Estufa elétrica 40°C 26 h 43+0,1
12 BA 18/09/12 inverno 15 30/09/12 Estufa elétrica 40°C 27 h 49+0,1
Ji SC set/12 inverno/primavera NI set/12 NI NI NI 6,8+0,2

(Continua)
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Coleta Desidratacao
* 1 - "

Amostra Origem Data Estacdo do ano N(;J:?nireoiaqse Inicio Tipo de Equipamento Temperatura Tempo %g?igg%?
K1 RS 05/10/12 primavera 20 07/10/12 Estufa elétrica 42°C 24 h 52+0,1
K2 RS 25/10/12 primavera 20 27/10/12 Estufa elétrica 42°C 24 h 50+0,1
K3 RS 15/11/12 primavera 15 18/11/12 Estufa elétrica 42°C 24 h 3,8+0,1
K4 RS 05/12/12 primavera 18 07/12/12 Estufa elétrica 42°C 24 h 3,8+0,1
L1 RS 15/10 a 30/10/12 primavera 22 02/11/12 Estufa elétrica 40°C 30h 43+0,0
L2 RS 01/11 a 20/11/12 primavera 22 22/11/12 Estufa elétrica 40°C 30h 43+0,1
L3 RS 25/11 a 10/12/12 primavera 22 12/12/12 Estufa elétrica 40°C 30h 6,3+0,3
M1 BA 28/11/12 primavera 10 05/12/12 Estufa artesanal 38-40°C 24 h 58+0,2
M2 BA 11/02/13 verao 10 15/02/13 Estufa artesanal 38-40°C 24 h 5,6+0,0
N1 SC 2011 - NI 2011 NI NI NI 5,0+0,2
o1 MT 2012 - NI 2012 NI NI NI 78+04
P1 MT set/13 inverno/primavera NI 2013 NI NI NI 7,1+0,3
Q1 BA 26/04 a 04/05/13 outono NI 07/05/13 Estufa elétrica 40°C 24 h 51+£0,1
R1 BA 25/04 a 01/05/13 outono NI 05/05/13 Estufa elétrica 40°C 24 h 6,3+0,1
S1 SP ago-set/12 inverno 20 set/12 Secador a gas com ventoinhas 45°C 24 h 75+0,1
S2 SP 01/05 a 26/05/13 outono 19 27/05/13 Secador a gas com ventoinhas 40-60°C 48 h 57+0,1
S3 SP 27/05 a 07/06/13 outono 19 08/06/13 Secador a gas com ventoinhas 40-90°C 48 h 6,0+0,1
S4 SP 11/06 a 07/07/13 inverno 18 05/08/13 Secador a gas com ventoinhas 40-50°C 24 h 6,9+0,1
S5 SP 08/07 a 04/08/13 inverno 18 05/08/13 Secador a gas com ventoinhas 40-50°C 24 h 6,1+0,1
S6 SP 05/08 a 29/08/13 inverno 18 15/10/13 Secador a gas com ventoinhas 40-50°C 24 h 47+0,1
S7 SP 30/08 a 15/09/13 inverno 6 15/10/13 Secador a gas com ventoinhas 40-50°C 24 h 5,7+0,0
T1 RN 01/10/12 primavera 40 10/10/12 Estufa elétrica 41° NI 55+0,2
Ul RN 05/10/12 primavera 50 14/10/12 Estufa elétrica 41° 24 h 44+0,1
V1 BA jun/13 outono/inverno NI jun/13 NI NI NI 6,7+0,2
X1 BA jun/13 outono/inverno NI jun/13 NI NI NI 4,7+0,0
Z1 MS 05/09/13 inverno NI 11/09/13 Estufa elétrica 41°C 14 h 75+0,1
AAl PR mai/l3 outono NI mai/l13 NI NI NI 47+0,1
AA2 PR dez/13 primavera/verdo NI dez/13 NI NI NI 6,0+0,1
AB1 PR nov/13 primavera NI nov/13 NI NI NI 54+0,2
AC1 SP set/13 inverno/primavera NI set/13 NI NI NI 56+0,2
AC2 SP nov/13 primavera NI nov/13 NI NI NI 58+0,3
AC3 SP dez/13 primavera/verao NI dez/13 NI NI NI 6,1+0,1
AD1 SP dez/12 primavera/verao NI dez/12 NI NI NI 6,1+0,3
AD2 SP jun/13 outono/inverno NI jun/13 NI NI NI 6,5+0,3

*Letras iguais indicam polen de um mesmo produtor/entreposto.

NuUmeros indicam lote.
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As amostras foram coletadas ao longo de todas as esta¢cbes do ano, embora
a maior parte delas tenha sido coletada durante a primavera (45%) e a menor parte
durante o verdo (8%). A coleta do pdlen pelas abelhas depende, principalmente, da
disponibilidade de flores e de condi¢cbes climéticas que favorecam o forrageamento
(ODOUX et al.,, 2012). Na primavera pode haver maior variedade de fontes
poliniferas em relacdo as demais estacdes (NEGRAO, 2014), jA no verdo
temperaturas elevadas podem influenciar de maneira negativa na rotina de
forrageamento das abelhas (MALERBO-SOUZA; SILVA, 2011).

O numero de colmeias, em producéo, variou de 3 a 300 unidades, assim, 0s
apicultores podem ser considerados pequenos produtores (até 150 colmeias) ou
médios produtores (150 a 1500 colmeias) (FBB, 2010). Com relacdo ao tipo de
coletor utilizado na colmeia, todos os fornecedores que responderam esta
informacéo, afirmaram utilizar um modelo tipo frontal.

Alves (2013b) descreveu que ha trés tipos mais comuns de coletores de
pélen apicola: tipo alvado ou frontal, de fundo ou de piso, e tipo topo ou superior. O
coletor frontal € posicionado a frente do alvado (nome dado a entrada da colmeia) e
as bolotas que ficam retidas caem em outro recipiente, o qual foi, previamente,
fixado fora da colmeia. Neste sistema, € necessario recolher o produto diariamente
para evitar sua exposicdo ao ambiente externo e, consequentemente, a
contaminacdo, insidéncia de chuva ou sol, dentre outros fatores indesejaveis. O
coletor de piso substitui o fundo e o alvado, ficando o produto retido armazenado e
protegido no interior da colmeia, o que permite a retirada a cada dois ou trés dias.
Quando se instala o coletor tipo topo ou superior, o alvado é vedado para que as
abelhas entrem na colmeia pela parte onde esta a estrutura, de modo que, nesta
situacdo, o polen retido também fica protegido no interior da colmeia e poderia ser
recolhido a cada dois ou trés dias.

Os apicultores escolhem o coletor considerando a facilidade de instalagéo,
de remocao da grade de retencéo e do recipiente coletor. A escolha se da, também,
com base no tipo de manejo que pretendem adotar, considerando inclusive a
frequéncia com que o produto sera recolhido (ALVES, 2013b). Na Figura 2 séo
apresentados coletores do tipo frontal utilizados no Rio Grande do Sul.

Apoés a coleta, o produto é destinado as unidades de beneficiamento. Dois
produtores realizaram a desidratacdo no mesmo dia ou no dia seguinte a coleta,

porém a maioria deles manteve o produto armazenado por, no minimo, dois dias
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antes de iniciar o processamento. De acordo com Barreto, Funari e Orsi (2005b),
pelo limite tecnologico, dificilmente os produtores dispdéem de estrutura para
desidratar grandes quantidades de polen apicola imediatamente apds a coleta,
entdo, € comum que lotes sejam congelados e armazenados por certo periodo até

gue possam ser descongelados e desidratados.

Figura 2. Exemplos de coletores de pélen apicola do tipo frontal, utilizados no Rio

Grande do Sul.
Fonte: arquivo pessoal de Dr Aroni Sattler

Dentre 55 amostras, apenas duas foram desidratadas em liofilizador e as
demais em equipamento com ou sem aquecimento e com ou sem circulagéo forcada
de ar. Um dos produtores informou que construiu sua propria estufa com
aquecimento a gas e ventoinhas para forcar a circulacdo de ar. Bastos et al., (2003)
e Barreto, Funari e Orsi (2005b) observaram que alguns pequenos apicultores
utilizam estufas de ventilagdo improvisadas, ventiladores, ou mesmo a secagem ao
sol para reduzir a umidade do pélen apicola.

O processo de desidratacdo durou de 5 a 60 horas e foi realizado sob
temperaturas que variam de ambiente a 90°C, sendo esta Ultima empregada em
apenas uma amostra. A legislacdo brasileira estabelece temperatura maxima de
42°C durante o processo de desidratacdo do pélen apicola, sendo assim, parte das
amostras foram desidratadas sob temperaturas acima do estipulado (BRASIL, 2001).

De acordo com Bogdanov (2012), de acordo com a temperatura e o tempo
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empregados, 0 aquecimento pode causar perdas significativas de certos nutrientes.
Melo e Almeida-Muradian (2010) analisaram seis amostras de polen apicola antes e
apos a desidratacdo (45°C; aproximadamente 6h) e observaram que o0
processamento resultou em perdas de, em média, 19%, 16% e 16% nos teores de
vitamina E, carotenoides totais e [-caroteno, respectivamente. Um estudo da
influéncia das condi¢cbes de processamento foi realizado com as amostras D1, D2,
D3 e D4 e esta descrito no Capitulo 7.

Nota-se que em apenas seis amostras (9%) o teor de umidade estava dentro
do limite maximo de 4% estabelecido na legislacdo brasileira (BRASIL, 2001). O
menor valor de umidade (D5: 3,6, G6: 3,6 g/100 g) foi observado em duas amostras
oriundas do Estado de S&o Paulo e o maior valor (C1: 10,2 g/100 g) em uma
amostra coletada no Estado Rio Grande do Sul. A amostra D5 foi uma das trés
submetidas a liofilizac@o e a Unica, destas trés, cujo resultado estava de acordo com
0 estabelecido pela legislacdo brasileira. As amostras liofilizadas (D2, D4 e D5)
foram processadas pela mesma empresa, porém D5 permaneceu no liofilizador por
cerca de 30 minutos a mais. Na amostra C1 nota-se um teor de umidade superior
aos demais produtos enviados por este produtor (C2: 6,8 e C3: 6,4), 0 que pode
estar relacionado as diferentes temperaturas empregadas durante o processamento
(C1: temperatura ambiente; C2 e C3: 45°C).

Paises como Argentina e Suica estabeleceram limite maximo de 8% de
umidade para o poélen apicola desidratado (ARGENTINA, 2010; SUICA, 2005) e,
neste caso, apenas duas amostras (3%) estariam fora do padrdo. Ao avaliar as
legislacbes de todos os paises, Bogdanov (2012) observou que o maximo de
umidade permitido no produto desidratado foi de 10%. O autor também concluiu que
valores acima deste tornariam o produto mais susceptivel a fermentacdo. Campos et
al. (2008) sugerem que o teor de umidade no polen apicola desidratado deve ficar
entre 6 a 8% para que o produto mantenha sua qualidade por um periodo de dois
anos. Ainda segundo estes autores, umidade abaixo de 5% resultaria em maior vida
de prateleira, mas também em um produto menos atrativo do ponto de vista
sensorial. Nogueira et al., (2012) citaram que um processo de desidratacdo drastico
e que resulte em umidade abaixo de 3% pode provocar descoloracdo e reacdes
guimicas indesejaveis, resultando em odor e sabor desagradaveis.

O teor de umidade nas amostras oriundas do Estado de S&o Paulo variou de
3,6 a7,6, Bahiade 4,3 a 7,8, Sergipe de 7,2 a 7,7, Rio Grande do Norte de 4,4 a 8,1,
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Rio Grande do Sul de 3,8 a 10,2, Parana de 4,7 a 6,0, Santa Catarina de 5,0 a 6,8,
Mato Grosso de 7,1 a 7,8 e na amostra de Mato Grosso do Sul foi de 7,5 g/100 g.
Arruda et al. (2013), ao avaliarem sete amostras oriundas de Sao Paulo e utilizando
a mesma balanca eletrOnica adaptada com secador infravermelho, observaram
teores de umidade de 3,2 a 4,0 g/100 g. Carpes (2008) determinou o teor de
umidade de 36 amostras procedentes da Regido Sul do Brasil em estufa a vacuo a
60°C e observou valores de 1,7 a 7,8 g/100 g de umidade. Barreto, Funari e Orsi
(2005a) analisaram amostras coletadas nos Estados de Sergipe e Bahia e
observaram teores de umidade variando de 3,8 a 4,1 e de 2,0 a 6,7 g/100 g,
respectivamente. Os pesquisadores realizaram as analises em estufa a 105°C.

De acordo com Barreto, Funari e Orsi (2005a), variagcbes no contetudo de
umidade podem estar relacionadas aos parametros tempo e temperatura de
desidratacdo. Além disso, segundo Marchini, Reis e Moreti (2006), o pdélen apicola
desidratado € um produto altamente higroscopico, de modo que se o
beneficiamento, apés a desidratacdo, ndo ocorrer em ambiente com umidade
relativa do ar controlada pode haver reabsorcdo de agua, principalmente em
periodos chuvosos. Almeida-Muradian, Arruda e Barreto (2012) recomendaram o
uso de desumidificador na sala de desidratagéo.

Considerando-se a umidade relativa do ar e os indices pluviométricos nas
areas de producéo tem-se que as seis amostras com teor de umidade abaixo de 4%
(D5, G4, G6, G7, K3 e K4) foram coletadas e processadas quando, segundo o
Instituto Nacional de Meteorologia (INMET, 2015), as médias de umidade relativa do
ar (%) e precipitagdo total (mm) foram de 70% e O mm nas regibes de Sao Paulo
onde as amostras D5, G4, G6 e G7 foram produzidas, e de 60% e 0 mm na regiao
do Rio Grande do Sul onde foram coletados os produtos K3 e K4. As amostras com
maior conteudo de umidade (C1: 10,2%, F1: 8,1%, B1l: 7,8%) foram produzidas e
beneficiadas quando a umidade relativa do ar e precipitagdo total foram de 68% e
0 mm (C1), 70% e 0 mm (F1) e 57% e 0 mm (B1) nas areas proximas aos locais de
producdo. Assim, no presente estudo, estes dois pontos parecem nao ter
influenciado no contetdo de umidade das amostras, e sim, as condi¢cdes de
desidratacéo (tipo de equipamento, tempo, temperatura).

Os apicultores ndo dispdem de mecanismos confiaveis para determinar o
teor de umidade durante o processamento, que € finalizado quando, visualmente e

pelo tato e paladar, supfe-se que o produto esteja dentro do padrdo. Melo e
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Almeida-Muradian (2011) concluiram que a medida da umidade em balanca
eletrbnica de precisdo adaptada com secador infravermelho € um dos métodos mais
precisos para determinar este parametro, portanto, o ideal seria que cada unidade
de processamento contasse com este equipamento para que analises fossem
realizadas ao longo do processo, possibilitando que fosse interrompido, apenas,
guando o limite maximo de 4% fosse alcancado.

Quanto ao uso de aditivos, produtores e entrepostos responderam que nao
utilizavam. A legislacdo proibe o uso destas substancias tanto no pélen apicola
comercializado in natura quanto no produto desidratado. Alguns produtores foram
guestionados quanto ao motivo do ndo uso de aditivos e todos afirmaram que nédo o
fazem por se tratar de um produto natural que deve ser comercializado sem adi¢cao
de qualquer substancia. De que se tem noticia, este é o primeiro inquérito realizado
no Brasil a respeito do uso de aditivos alimentares pelos produtores ou entrepostos
de pdlen apicola. Estudos semelhantes, com apicultores de outros paises, também
nao foram encontrados.

A vegetacdo visitada pelas abelhas foi presumida por 14 produtores para 46
amostras. Em 41% dos casos, a presenca de alguma das plantas indicadas foi
confirmada pela andlise polinica (Tabela 2). Nota-se que, em alguns casos, 0S
apicultores listaram uma variedade de plantas, mas apenas uma ou duas foram
efetivamente utilizadas pelas abelhas, enquanto outros informaram simplesmente
“vegetacao nativa” ou “mata atlantica”. Estes resultados mostram que falta a muitos
apicultores uma boa percepc¢ao a respeito das fontes poliniferas em seus apiérios, o
que permitiria o cultivo e manutencao de espécies de importancia apicola, migracéo
de colmeias ao longo do ano e o uso desta informacdo no rétulo dos produtos.
Sattler (2013) também observou divergéncias entre a percepc¢ao dos apicultores e 0
resultado da analise polinica em amostras de poélen apicola coletadas no Estado do
Rio Grande do Sul.

Embora nem todas as plantas presumidas pelos apicultores tenham sido
identificadas nas amostras, estas informag¢des foram tabuladas porque podem
auxiliar em estudos futuros de identificacdo dos taxons. A analise polinica € um
procedimento amplamente utilizado para determinar familias, géneros ou espécies
botanicas no pdlen apicola, porém, esta determinacdo depende de dados ja
catalogados (DOREA; NOVAIS; SANTOS, 2010). Se no momento da analise houver

duvidas quanto a classificacdo do taxon, informacdes fornecidas pelos apicultores
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podem auxiliar na interpretacdo e sinalizar espécies que sejam fontes de pdélen para
as abelhas cujos graos, ainda, ndo foram catalogados.

Tabela 2. Percepcdo dos produtores quanto a vegetacao visitada pelas abelhas e
taxons identificados pela analise polinica de 46 amostras de pélen apicola

desidratado.

Amostra* Florada presumida** Origem botanica confirmada**
(Origem) (nome vulgar)
Al palmaceas; sabia; cajueiro; mata Mimosa caesalpiniaefolia (sabia, unha-
(SE) atlantica; alecrim do campo; velame de-gato, sansédo-do-campo);
Cocos nucifera (palmacea/coqueiro)
A2 palmaceas; sabia; cajueiro; mata M. caesalpiniaefolia (sabia, unha-de-gato,
(SE) atlantica; alecrim do campo; velame sansdo-do-campo);
C. nucifera (palmacea/coqueiro)
B1 coqueiro C. nucifera (palmaceal/coqueiro);
(BA) M. scabrella (bracatinga);
Eucalyptus (eucalipto);
Asteraceae
C1 néspera; trevo silvestre; nabo silvestre; Brassica (mostarda, nabo);
(RS) cip6 caboclo; corda de viola; cip6 de Asteraceae;
viado Eucalyptus (eucalipto)
Cc2 néspera; trevo silvestre; nabo silvestre; Brassica (mostarda, nabo);
(RS) cip6 caboclo; flor de pessegueiro;
ameixa de verdo; nectarina; acacia
mimosa
C3 néspera; trevo silvestre; nabo silvestre; Brassica (mostarda, nabo);
(RS) cip6 caboclo; flor de pessegueiro Eucalyptus (eucalipto);
Asteraceae
D1 vegetacao nativa Eucalyptus (eucalipto);
(SP) Asteraceae;
M. caesalpiniaefolia
(sabia, unha-de-gato, sansdo-do-campo)
D2 vegetacao nativa Eucalyptus (eucalipto);
(SP) Asteraceae;
M. caesalpiniaefolia
(sabia, unha-de-gato, sansdo-do-campo)
D3 vegetacao nativa Eupatorium;
(SP) Elephantopus;
Eucalyptus (eucalipto);
Piper (caapeba);
Cyperaceae (tiriricas)
D4 vegetacao nativa Eupatorium;
(SP) Piper (caapeba);
Elephantopus;
Anacardiacea
D5 vegetacao nativa Eupatorium;
(SP) Piper (caapeba);
Elephantopus

(Continua)
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Amostra* Florada presumida**
(Origem)

Origem boténica confirmada**
(nome vulgar)

El eucalipto

(BA)

E2 eucalipto; cupuba
(BA)

E3 coqueiro

(BA)

E4 acécia; capim
(BA)

E5 cafeeiro

(BA)

E6 cafeeiro; vegetacdo nativa
(BA)

E7 acacia

(BA)

F1 coqueiro
(RN)

F2 cogueiro; melancia
(RN)

G1 mata atlantica
(SP)

G2 mata atlantica
(SP)

G3 mata atlantica
(SP)

C. nucifera (palméacea/coqueiro);

M. caesalpiniaefolia (sabia, unha-de-gato,
sanséo-do-campo);

Eucalyptus (eucalipto);

Eucalyptus (eucalipto);

M. caesalpiniaefolia (sabia, unha-de-gato,
sanséo-do-campo);

C. nucifera (palmacea/coqueiro)

Eucalyptus (eucalipto);
C. nucifera (palméceal/coqueiro);
Eupatorium

M. caesalpiniaefolia (sabia, unha-de-gato,
sansdo-do-campo);

Eucalyptus (eucalipto);

C. nucifera (palmacea/coqueiro)

Eucalyptus (eucalipto);

Coffea (cafeeiro);

C. nucifera (palmacea/coqueiro);
Asteraceae

Coffea (cafeeiro);

C. nucifera (palmacea/coqueiro);
Eupatorium;

Myrcia (murta);

Poaceae (gramineas)

Rubiaceae;

Eucalyptus (eucalipto);

M. caesalpiniaefolia (sabia, unha-de-gato,
sansdo-do-campo);

C. nucifera (palmacea/coqueiro)

M. scabrella (bracatinga);
C. nucifera (palmaceal/coqueiro);
Eucalyptus (eucalipto)

M. scabrella (bracatinga);

M. caesalpiniaefolia (sabia, unha-de-gato,
sanséo-do-campo);

M. verrucosa

Syagrus (jerivd);
Eupatorium;

Myrcia (murta);
Cecropia (embauba)

Syagrus (jeriva);
Fabaceae;
Vernonia

Astrocaryum;
llex;
Vernonia

(Continua)
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Amostra* Florada presumida**

Origem boténica confirmada**

(Origem) (nome vulgar)
G4 mata atlantica Eupatorium;
(SP) Syagrus (jeriva);
Vernonia
G5 inga; palmito-jussara; jeriva Myrcia (murta);
(SP) llex;
Syagrus (jeriva);
Cecropia (embatba)
G6 ing4; palmito-jussara; jeriva; areca; Piper (caapeba);
(SP) cupiuva; fenix; sibipiruna Cecropia (embauba)
Myrcia (murta);
Schinus (aroeiras);
Syagrus (jeriva)
G7 jambolao; jeriva; areca; Piper (caapeba);
(SP) caquera/carqueja Astrocaryum;
Cecropia (embauba);
llex
G8 jambolao; jeriva; areca; Cecropia (embauba);
(SP) caquera/carqueja Myrcia (murta);
Piper (caapeba)
G9 mata atlantica Arecaceae;
(SP) Cecropia (embauba)
G10 mata atlantica C. nucifera (palmacea/coqueiro);
(SP) Cecropia (embauba);
Myrcia (murta);
M. caesalpiniaefolia (sabia, unha-de-gato,
sansdo-do-campo)
G111 mata atlantica Arecaceae;
(SP) M. caesalpiniaefolia (sabia, unha-de-gato,
sansdo-do-campo);
Cecropia (embatba)
H1 mil-flores; vegetagdo nativa M. scabrella (bracatinga);
(PR) Brassica (mostarda, nabo)
11 vegetacao nativa; dendé M. caesalpiniaefolia (sabia, unha-de-gato,
(BA) sans&o0-do-campo);
Arecaceae;
Cecropia (embaulba)
12 vegetacao nativa; palmaceas C. nucifera (palméaceal/coqueiro)
(BA)
M1 vegetacao nativa Astrocaryum;
(BA) Astronium;
M. caesalpiniaefolia (sabia, unha-de-gato,
sanséo-do-campo);
M. verrucosa (jurema-mansa, jurema-
branca)
M2 vegetacao nativa Fabaceae;
(BA) Myrtaceae

(Continua)
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Amostra*  Florada presumida** Origem boténica confirmada**
(Origem) (nome vulgar)
S1 angico; palmacea Anadenanthera (angico);
(SP) C. nucifera (palmacea/coqueiro);
M. scabrella (bracatinga);
Malvaceae
S2 cosmo; margaridédo Alternanthera (quebra-panela);
(SP) M. caesalpiniaefolia (sabid, unha-de-gato,
sanséo-do-campo);
Ricinus (mamona);
Asteraceae (margariddo, cosmo);
Poaceae (gramineas)
S3 bambu Alternanthera (quebra-panela)
(SP)
S4 cip6-de-séo-jodo Alternanthera (quebra-panela)
(SP)
S5 assa-peixe Alternanthera;
(SP) Vernonia (assa-peixe)
S6 vegetacao nativa Alternanthera;
(SP) Montanoa
S7 angico Anadenanthera (angico);
(SP) Schinus (aroeiras)
T1 velame; catanduva; cabeca-de-velho; M. scabrella (bracatinga)
(RN) fato-de-piaba
Ul palméaceas; vegetagéo nativa M. verrucosa (jurema-mansa, jurema-
(RN) branca);
C. nucifera (palméceal/coqueiro);
Richardia (ipepacuanha)
Z1 acoita-cavalo; capitdo Fabaceae;
(MS) Anadenanthera;

Melastomataceae (quaresmeiras);
Ricinus (mamona);
Cecropia (embaulba)

*Letras iguais indicam polen de um mesmo produtor/entreposto. Nimeros indicam lote;
**Em negrito as concordancias.

4 CONCLUSAO

A producao de polen apicola ocorreu em pequenas e meédias propriedades,

principalmente, durante a primavera. As praticas de producdo e beneficiamento

variam entre as unidades e os produtores respeitam o ndo uso de aditivos. Com

base na legislacdo brasileira, ha falhas quanto a temperatura adotada para o

processo de desidratacdo e no teor de umidade final, sendo necessarios ajustes
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para que ndo haja empecilios a comercializacdo do produto. O processo de
liofiizacdo é pouco utilizado, talvez pelo custo do equipamento, por falta de
conhecimento a respeito ou da necessidade de estudos que comprovem as
vantagens desse processo. Alguns apicultores foram capazes de perceber as fontes
poliniferas das abelhas e, mesmo quando ndo o foram, forneceram informacdes que

podem contribuir para estudos futuros de origem boténica deste produto.
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CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS E PROPRIEDADES BIOLOGICAS DO
POLEN APICOLA DESIDRATADO MONOFLORAL E HETEROFLORAL,
PRODUZIDO NO BRASIL

RESUMO

O objetivo deste estudo foi determinar o perfil fisico-quimico e as propriedades
bioldgicas de 64 amostras de poélen apicola desidratado, correlacionar os resultados
e, ainda, avaliar a influéncia da origem botanica, aplicando uma abordagem
multivariada para a andlise dos resultados. Foram determinados teores de proteinas
(micro-Kjeldahl), lipideos (Soxhlet), cinzas (mufla a 550°C) e carboidratos
(diferenca); valor energético (férmula padrédo); teores de ferro, cobre, célcio,
magneésio, zinco, manganés, soédio e potassio (espectrometria de emissédo atdbmica
com plasma indutivamente acoplado); parametros instrumentais de cor (refletancia);
capacidade antioxidante (método ORAC e método DPPH); capacidade
antimicrobiana frente a bactérias e leveduras (microdiluicio em microplacas); teor de
fendlicos totais (reacdo com Folin Ciocalteau) e flavonoides totais (rea¢cdo com
nitrato de aluminio); e origem botanica (identificacdo e contagem dos tipos
polinicos). Os compostos fendlicos foram identificados por cromatografia liquida de
alta eficiéncia e espectrometria de massas. Os resultados indicaram teor de
carboidratos de 54,9 a 82,8 g/100 g, proteinas de 7,9 a 32,2 g/100 g, lipideos de 3,2
a 13,5 g/100 g e cinzas de 1,9 a 3,6 g/100 g, respectivamente. Algumas amostras
foram consideradas “fonte” ou “alto conteudo” de ferro, manganés, zinco, magnésio
e cobre. O teor de fendlicos totais variou de 5,56 a 29,74 mg EAG/g e flavonoides
totais de 0,31 a 18,96 mg EQ/g de amostra. A identificacdo dos compostos fendlicos
sugeriu a prevaléncia de flavonoides. A capacidade antioxidante variou de 133,15 a
562,98 umol ET/g, pelo método ORAC, e de 9,43 a 154,73 umol ET/g, pelo método
DPPH. Todas as amostras apresentaram acg&o antimicrobiana contra 0s micro-
organismos testados. A analise instrumental de cor indicou que os valores de L*a*b*
e Chroma sao fortes indicativos da presenca de calcio, magnésio e ferro nas
amostras. Com o resultado das andlises multivariadas observou-se que, no geral,
teor de fendlicos totais, capacidade antimicrobiana, capacidade antioxidante e

parametros instrumentais de cor sdo variaveis que discriminam as amostras, porém,
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ndo sao absolutos para classificd-las de acordo com a origem botanica e a Regido
de origem. As caracteristicas do polen apicola variam de acordo com a origem
botanica e com o local onde a amostra foi produzida e, quando se considera a média

geral, ndo ha diferenca significativa entre amostras monoflorais e heteroflorais.

Palavras-chave: pdlen apicola; valor nutricional; minerais; propriedades biolégicas;

espectrometria de massas, analise multivariada.

ABSTRACT

The aim of this study was to determine the physicochemical profile and biological
properties of 64 dehydrated bee-pollen samples, to correlate the results and also to
evaluate the influence of botanical origin on the profiles, applying a multivariate
approach to the data analysis. The contents of proteins (micro-Kjeldahl), lipids
(Soxhlet), ashes (oven at 550°C), carbohydrates (difference), iron, copper, calcium,
magnesium, zinc, manganese, sodium and potassium (inductively coupled plasma
optical emission spectrometry) were determined; as well as the energy value
(standard formula); the color instrumental parameters (reflectance); the antioxidant
capacity (ORAC and DPPH methods); the antimicrobial capacity against bacteria and
yeasts (microdilution in microplates); the content of total phenolic (reaction with Folin
Ciocalteau) and total flavonoids (reaction with aluminum nitrate); and botanical origin
(identification and counting of pollen types). Phenolic compounds were identified by
high-performance liquid chromatography and mass spectrometry. The results
indicated carbohydrates content ranged from 54.9 to 82.8 g/100 g; proteins from 7.9
to 32.2 g/100 g; lipids 3,2 to 13.5 ¢g/100 g; and ashes from 1.9 to 3.6 g/100 g,
respectively. According to Brazilian legislation, some samples were considered
"source" or "high content” of iron, manganese, zinc, magnesium and copper. The
total phenolic content varied from 5.56 to 29.74 mg GAE/g of sample and total
flavonoids varied from 0.31 to 18.96 mg EQ/g. The identification of phenolic
compounds suggested the prevalence of flavonoids. The antioxidant capacity by
ORAC method varied from 133.15 to 562.98 umol ET/g and by DPPH method ranged
from 9.43 to 154.73 umol ET/g. All samples showed antimicrobial activity against
tested microorganisms. The instrumental analysis indicated that color values of L*,

a*, b* and Chroma are strong indicative of the presence of calcium, magnesium and
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iron in the samples. As a result of the multivariate analysis it was found that, overall,
the total phenolic content, antimicrobial capacity, antioxidant capacity and color
instrumental parameters are variables that discriminate samples, however, are not
sufficient to classify them. The bee-pollen characteristics vary according to the
botanical origin and the place where the sample was produced. Finally, when it is
considered the overall average, there were no significant differences between

monofloral and heterofloral samples.

Keywords: bee-pollen; nutritional value; minerals; biological properties; mass

spectrometry; multivariate analysis.

1 INTRODUCAO

A degradacdo ambiental no Brasil esta fortemente relacionada ao corte de
arvores para fins comerciais e a expanséo das atividades agropecuarias (CUNHA et
al., 2008; ARRAES; MARIANO; SIMONASSI, 2012), de modo que, por muitos anos,
0S impactos ambientais negativos foram pouco considerados e a producédo em larga
escala a principal preocupacdo (CUNHA et al., 2008). Assim, € evidente a
necessidade de sistemas de producdo sustentaveis e, neste contexto, a apicultura é
uma alternativa, podendo servir como fonte principal ou complementar de renda,
independente ou integrada a cultivos comerciais (CUNHA et al., 2008; FAPCEN,
2011; TOLEDO et al., 2011; DRUMOND, 2013). As abelhas sao os principais
polinizadores de plantas selvagens e cultivadas, desempenhando um papel
fundamental na producéo de frutos e vegetais, ha manutencéo da biodiversidade e,
consequentemente, na dieta de seres humanos e animais (SLOW FOOD, 2015).

Um dos principais produtos da apicultura, o poélen apicola, alimento
produzido pelas abelhas a partir dos grdos de poélen colhidos das plantas, serve
como fonte de proteinas, lipideos, vitaminas e minerais para a colonia. As
caracteristicas fisico-quimicas deste produto variam em fung¢éo da origem botanica,
portanto, em um pais de dimensfes continentais como o Brasil, onde muitas
espécies vegetais sao fontes de podlen para as abelhas, pressupde-se que sejam
produzidos varios tipos de poélen apicola com composicdo variada (IBGE, 2004,
CAMPOS et al., 2008; BARTH et al., 2010; MODRO et al., 2011).
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O polen apicola contém macro e micronutrientes, com destaque para o
elevado teor de proteinas, que pode chegar a 62 g/100 g, e para o contetudo de
minerais essenciais para 0 organismo humano, como ferro e zinco, cujas
qguantidades por porcdo podem ser suficientes para considerar algumas amostras
como “fonte” ou até mesmo “alto conteudo” destas substancias (BRASIL, 2005;
BRASIL, 2012; MORGANO et al., 2012; YANG et al., 2013).

Compostos de potencial biolégico, como os compostos fendlicos, também
sdo encontrados no poélen apicola. A estes ja foram atribuidas acdo antioxidante,
antifingica, antibacteriana, antiviral, anti-inflamatoria, anti-osteoporose, antialérgica,
antiarterosclerose,  antimutagénica, imunoestimulante, = hepatoprotetora e
cardioprotetora (CAMPOS et al.,, 2010; KOMOSINSKA-VASSEYV et al., 2015). Os
compostos fendlicos podem ser identificados e quantificados por técnicas de
cromatografia liquida de alta eficéncia (LV et al., 2015) e cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas (ANGELO; JORGE, 2007; NEGRI et al., 2011,
LV et al., 2015).

O valor nutricional e biolégico do pdlen apicola tem despertado o interesse
de pesquisadores para estudos de identidade e qualidade deste alimento, contudo,
muitos dos produtos que sdo comercializados permanecem com suas caracteristicas
fisico-quimicas e propriedades biol6gicas desconhecidas. Assim, este estudo teve
como objetivo caracterizar amostras de pdélen apicola desidratado quanto ao seu
perfil fisico-quimico e propriedades bioldgicas, correlacionar os resultados e, ainda,
avaliar a influéncia da origem botanica, aplicando uma abordagem multivariada para

a andlise dos resultados.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 AMOSTRAS

Durante os anos de 2011 a 2013, foram adquiridas 64 amostras de pdlen
apicola desidratado, beneficiadas sob condicdes de rotina em cada unidade e
prontas para a comercializacdo. As amostras foram coletadas em 28 apiarios,

localizados em nove Estados (Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Sao
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Paulo, Bahia, Sergipe, Rio Grande do Norte, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul) de
quatro Regides (Sul, Sudeste, Nordeste e Centro-Oeste). De cada unidade produtora
foi adquirido um namero variavel de lotes, definido conforme a safra e o volume de
producdo. As amostras foram encaminhadas, a temperatura ambiente, ao
Laboratério de Analise de Alimentos (LAA) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
da Universidade de Séao Paulo, onde foram codificadas conforme o fornecedor (letra)

e o lote (nimero) (Tabela 1).

Tabela 1. Cddigo, origem e data de coleta das 64 amostras de
pélen apicola desidratado adquiridas para este estudo.

Amostra* Origem/Estado Data de Coleta
Al Sergipe 12 a 20/04/12
A2 Sergipe 21/04 a 11/05/12
B1 Bahia 10/05/12
C1 Rio Grande do Sul 05/05/12
C2 Rio Grande do Sul 28/06/12
C3 Rio Grande do Sul 28/07/12
D5 Sao Paulo set/12
El Bahia 01/08/12
E2 Bahia 19/06/12
E3 Bahia 16/09/12
E4 Bahia 06/10/12
E5 Bahia 12/08/12
E6 Bahia 23/09/12
E7 Bahia 23/07/12
F2 Rio Grande do Norte 25/09/12
G1 Séo Paulo 03/09/12
G2 Séao Paulo 18/09/12
G3 Séao Paulo 03/10/12
G4 Sao Paulo 16/10/12
G5 Séo Paulo 16/10 a 25/10/12
G6 Séo Paulo 25/10 a 08/11/12
G7 Sao Paulo 14/11 a 19/11/12
G8 Sao Paulo 20/11 a 04/12/12
G9 Sao Paulo 06/12 a 13/12/12
G10 Sao Paulo 08/01 a 15/01/13
G1l1 Séo Paulo 18/01 a 25/01/13
H1 Parana 14/09/12

11 Bahia 21/06/12

12 Bahia 18/09/12

J1 Santa Catarina set/12

K1 Rio Grande do Sul 05/10/12

K2 Rio Grande do Sul 25/10/12

K3 Rio Grande do Sul 15/11/12

K4 Rio Grande do Sul 05/12/12

(Continua)
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Amostra* Origem/Estado Data de Coleta
L1 Rio Grande do Sul 15/10 a 30/10/12
L2 Rio Grande do Sul 01/11 a 20/11/12
L3 Rio Grande do Sul 25/11 a 10/12/12
M1 Bahia 28/11/12
M2 Bahia 11/02/13
N1 Santa Catarina 2011
01 Mato Grosso 2012
P1 Mato Grosso set/2013
Q1 Bahia 26/04 a 04/05/13
R1 Bahia 25/04 a 01/05/13
S1 Sao Paulo ago-set/12
S2 Séo Paulo 01/05 a 26/05/13
S3 Séo Paulo 27/05 a 07/06/13
S4 Sao Paulo 11/06 a 07/07/13
S5 Sao Paulo 08/07 a 04/08/13
S6 Sao Paulo 05/08 a 29/08/13
S7 Séo Paulo 30/08 a 15/09/13
T1 Rio Grande do Norte 01/10/12
Ul Rio Grande do Norte 05/10/12
V1 Bahia jun/13
X1 Bahia jun/13
Z1 Mato Grosso do Sul 05/09/13

AAl Parana mai/13
AA2 Parana dez/13
AB1 Parana nov/13
AC1 Sao Paulo set/13
AC2 Sao Paulo nov/13
AC3 Sao Paulo dez/13
AD1 Séo Paulo dez/12
AD2 Séo Paulo jun/13
*Letras iguais indicam amostras procedentes de um  mesmo

produtor/entreposto. Nimeros indicam o lote.

No LAA, parcelas de todas as amostras foram tomadas e enviadas, a

temperatura ambiente, para:

» Laboratorio de Microbiologia (LM) da Escola Superior Agraria do Instituto
Politécnico de Braganca (ESA-IPB), Braganca/Portugal, onde foram
realizadas as analises de capacidade antimicrobiana e de identificacédo e
quantificacdo de compostos fendlicos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia e espectrometria de massas, em parceria com a pesquisadora

Dra Matria Leticia Miranda Fernandes Estevinho;



138

» Laboratorio de Morfologia e Morfogénese Viral (LMMV) do Instituto
Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Rio de Janeiro, onde foram realizadas as
analises polinicas, em parceria com o0s pesquisadores Dra Ortrud
Monika Barth e Alex da Silva de Freitas;

» Centro de Tecnologia Agricola e Ambiental (CTAA), onde foram

realizadas as determinacdes de minerais.

No LAA e no LM, as amostras foram armazenadas a temperatura de -4°C
até o momento da andlise e, entéo, retiradas do congelador antes dos ensaios para
que, a temperatura ambiente, fossem preparadas como requerido para cada
experimento. No LMMV e no CTAA as amostras foram armazenadas a temperatura

ambiente.

2.2 PREPARO DAS AMOSTRAS

Previamente as andlises, as amostras foram trituradas em moinho analitico
para granulometria de 0,595 mm. Apenas para o preparo dos extratos metandlicos e

para a realizacao das analises polinicas nao foi necessario triturar as amostras.

2.3 PREPARO DOS EXTRATOS

O extrato etandlico (ETE) foi preparado conforme procedimento descrito por
Carpes et al. (2007), com algumas modificacbes. Os compostos de interesse foram
extraidos de 2 g de amostra com 25 mL etanol (Grau P.A., Synth) a 70%, em banho-
maria (70°C), sob agitacdo (105 rpm), por 30 min. Os extratos foram filtrados com
papel qualitativo (porosidade: 3 micras) para um baldo volumétrico de 25 mL e o
volume ajustado com etanol a 70%. Os ETE foram armazenados em vidro ambar, a
temperatura de 0°C. Todas as extracdes foram realizadas em triplicata.

Para o preparo do extrato metandlico (EME) foi adotado o procedimento
descrito por Morais et al. (2011). 2 g de amostra e 4 mL de metanol (Grau P.A.,
Synth) foram misturados e deixados a macerar por 72 h, a temperatura ambiente e

abrigo da luz. Entdo, a mistura foi filtrada com papel qualitativo (porosidade: 3
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micras) e o residuo re-extraido sob as mesmas condi¢des. Por fim, os filtrados foram
combinados e, em seguida, procedeu-se a evaporagao do solvente em evaporador
rotatério a vacuo (Buchi, RE-111 com banho aquecido B-461), a temperatura de
45°C durante, aproximadamente, 1h. O extrato seco foi armazenado a temperatura

ambiente e abrigo da luz. Todas as extracdes foram realizadas em triplicata.

2.4 TEOR DE FENOLICOS TOTAIS

O conteudo de fendlicos totais foi determinado com base em procedimento
descrito por Singleton et al. (1999) e Carpes et al. (2008), com poucas modificagcoes.
Os ETE foram diluidos na proporc¢éo de 1:25 em etanol a 70% e aliquotas de 0,5 mL
destas diluicbes foram transferidas para tubos de ensaio. Aos tubos foram
adicionados 2,5 mL do reagente Folin Ciocalteau (Sigma-Aldrich), previamente
diluido em &gua deionizada Milli-Q na proporcdo de 1:10 (mL:mL), e feita a
homogeneizacdo em vortex por 2 s. Apos 5 a 8 min, o pH do meio foi elevado com
adicdo de 2 mL de carbonato de soédio (Grau P.A., Synth) a 4%. O branco foi
conduzido nas mesmas condi¢cbes, porém com etanol a 70%, sem extrato.

O sistema permaneceu em repouso por 2 h, a temperatura ambiente e
abrigo da luz, para a reducdo dos acidos fosfomolibidico e fosfotunguistico
presentes no reagente pelos compostos fendlicos do extrato, formando um complexo
de cor azul que absorveu na faixa de 620 a 740 nm. As leituras foram realizadas em
espectrofotometro Shimadzu (UV 1650 PC), com absorbancia em 740 nm e
temperatura de trabalho de 20°C. O teor de fendlicos totais foi determinado por
interpolagdo da absorbéncia das amostras em uma curva analitica construida com
seis concentracdes, entre 5 e 100 ppm, de acido galico (Sigma-Aldrich) em etanol a
70%. Os resultados foram expressos em mg equivalentes de acido galico (EAG) por

g de pdlen apicola desidratado, em base seca.

2.5 TEOR DE FLAVONOIDES TOTAIS

O teor de flavonoides totais foi determinado conforme procedimento descrito

por Carpes et al. (2008), com algumas modificacbes. Os ETE foram diluidos na
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proporcao de 1:10 (mL:mL) em etanol a 70% e aliquotas de 0,5 mL destas diluicbes
foram transferidas para tubos de ensaio. Aos tubos foram adicionados 4,3 mL de
etanol a 80% e 0,1 mL de nitrato de aluminio (Grau P.A., Synth) a 10%,
respectivamente e, em seguida, procedeu-se a homogeneizacado em vortex por 2 s.

Apébs 5 a 8 minutos, 0,1 mL de acetato de potassio (Grau P.A., Synth) a 10%
foi adicionado aos tubos, que foram, enfim, armazenados a temperatura ambiente e
abrigo da luz, por 40 minutos. Este periodo foi necessério para que os flavonoides
presentes no extrato formassem complexos estaveis com o aluminio, promovendo
alteracdo na coloragdo do meio que foi, entdo, aferida em espectrofotometro. O
branco foi conduzido nas mesmas condicdes, utilizando-se etanol a 70% como
amostra, sem extrato, e sem adi¢cdo de solucdo de nitrato de aluminio. A leitura foi
realizada em espectrofotometro Shimadzu (UV 1650 PC) com absorbancia em 415
nm, que corresponde ao pico de absorcdo do complexo flavonoides-aluminio. A
temperatura de trabalho do equipamento foi mantida em 20°C.

Foi construida uma curva analitica com seis concentracfes (5 a 100 ppm) de
qguercetina (Sigma-Aldrich), para interpolacdo da absorbéancia das amostras. As
solucBes de quercetina foram preparadas em etanol a 70%. Os resultados foram
expressos em mg equivalentes de quercetina (EQ) por g de pdlen apicola

desidratado, em base seca.

2.6 IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS

2.6.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos pela técnica de
cromatografia liqguida de alta eficiéncia (CLAE), ou high-performance liquid
chromatography (HPLC), foi realizada com base em procedimento descrito por
Rubilar et al. (2007), com modificacbes. O cromatografo utilizado foi um Shimadzu
(Software LabSolutions), com forno para coluna (CTO-10AS VP), sistema de injecao
(LC-20AD), amostrador automatico (SIL-20A HT) e detector de arranjo de fotodiodo
— diode array detector (DAD) (SPD-M20A), equipado com coluna de fase reversa

Gemini Cis (250 x 4.6 mm; 5 um) da Phenomenex.
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Os ETE foram filtrados com filtro de nylon 0,22 um (Millipore) para vials
ambar e o volume injetado foi de 20 uL. A fase movel foi composta por agua
(solvente A) e metanol (solvente B), ambos acidificados com acido férmico (Sigma-
Aldrich) a 0,1%, e foi utilizada a 1,0 mL/min. Os eluentes foram previamente filtrados
com filtro de nylon (porosidade 0,45 um, Whatman) e desgaseificados por 10 min em
sonicador. A fase movel foi eluida em modo gradiente da seguinte maneira: 0 min,
15% de B em A; 20 min, 30% de B em A; 40 min, 45% de B em A; 45 min, 50% de B
em A; 50 min, 55% de B em A; 65 min, 70% de B em A; 75 min, 100% de B;
manteve-se 100% de B (75-80 min); entdo, a composicdo da fase mével regressou
as condi¢des iniciais nos 10 minutos seguintes e estas condicfes foram mantidas
durante mais 10 minutos para estabilizagdo da coluna antes da préxima injegéo.
Durante as analises a temperatura da coluna foi mantida em 25°C.

A deteccdo dos compostos fendlicos foi realizada por varredura entre 190 e
600 nm e a quantificacdo a 280 nm para os flavan-3-6is monoméricos (catequina e
epicatequina), &cidos hidroxibenzoicos (acido galico, acido vanilico, &acido
protocatéquico, acido siringico e acido p-resorcilico), naringina, naringenina e acido
cindmico, a 320 nm para os &cidos hidroxicinamicos (acido cafeico, &cido
clorogénico, acido p-cumarico, acido ferulico e acido sinapico) e a 360 nm para
rutina, quercetina e campferol. Os padrdes foram escolhidos com base na literatura
(CARPES, 2008; LEBLANC et al., 2009; KETKAR et al., 2014; TAVDIDISHVILI et al.,
2014; ULUSOY; KOLAYLI, 2014) e adquiridos da Sigma-Aldrich. Os analitos em
cada extrato foram identificados por comparacdo dos seus tempos de retencdo e
espectros UV-Vis com os resultados dos padrdoes. A pureza de cada pico foi
verificada de forma a excluir qualquer contribuicao de picos interferentes.

A concentracdo de cada composto identificado foi obtida interpolando as
areas dos picos na curva de calibragédo, a qual foi construida com uma mistura dos
padrées acima citados. Foram utilizadas concentracdes dos padrbes entre 1 e 50
mg/L de metanol a 50%. Os parametros das curvas de calibracéo, limite de detecéo
(LOD) e limite de quantificacdo (LOQ), para a andlise dos extratos de polen, sdo
apresentados na Tabela 2. Adotou-se um coeficiente de correlacéo (r?) de, pelo
menos, 0,999.

Os resultados foram expressos em mg de composto por 100 g de pdlen

apicola desidratado, em base seca.
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Tabela 2. Parametros analiticos das curvas de calibracdo utilizados para a
quantificacdo dos extratos de polen por HPLC-DAD.

LOD LO

Composto m = Am b +Ab (mg/L) (mg/%
Acido galico 50706 £ 214 -6217 + 5928 0.55 1.83
Acido protocatéquico 33664 + 661 -21592 + 19863 2.77 9.24
Acido vanilico 35314 + 321 -931+ 7773 1.03 3.45
Acido siringico 21490 £ 574 16716 + 14077 3.08 10.26
Acido B-resorcilico 12308 + 49 -423 + 1368 0.52 1.74
Acido fertlico 107272 £ 902 -9853 + 22762 1.00 3.32
Acido sinapico 95532 £ 1417 -8888 + 36837 1.81 6.04
Acido cinamico 163683 £ 393 19094 + 11379 0.33 1.09
Acido cafeico 106608 £ 566 -16156 + 13030 0.57 191
Acido p-cumarico 127784 £ 937 -3060 + 23418 0.86 2.87
Acido clorogénico 56066 + 556 -32375 + 14629 1.23 4.09
Catequina 13105 + 138 2406 + 3573 1.28 4.27
Epicatequina 69040 + 491 -25251 + 12141 0.83 2.75
Naringenina 62404 + 494 12483 £ 12394 0.93 3.11
Naringina 33168 = 49 616 £ 1247 0.18 0.59
Rutina 31543+ 79 1460 + 1971 0.29 0.98
Kaempferol 73460 £ 1244 14914 + 30308 1.94 6.46
Quercetina 64868 + 1312 -42618 £ 31783 2.30 7.67

2.6.2 Cromatografia liquida aclopada a espectrometria de massas

A separacdo dos compostos foi realizada por HPLC, conforme ja relatado.
Coluna, volume injetado, fluxo empregado, temperatura da coluna, fase movel,
tempo de corrida e gradiente de eluicdo foram os mesmos descritos no item 2.6.1.

Para a identificacdo das moléculas foi empregada a técnica de
espectrometria de massas - mass spectrometry (MS). Para tal, foi utilizado um
espectrometro de massa LTQ Orbitrap XL, equipado com sistema de ionizag&o por
electrospray (ESI) e controlado por software LTQ Tune Plus 2.5.5 e Xcalibur 2.1.0. A
temperatura e a voltagem do capilar de ionizagcdo foram ajustadas em 275°C e
2800 V, respectivamente. O gas de bainha (sheath gas) e a vazao do gas auxiliar
(nitrogénio) foram ajustados para, respectivamente, 40 e 10 (unidade arbitraria
conforme configuragcbes do software). A voltagem do capilar foi de -28 V e a tenséo
de tubo de lente foi de -150 V. Os espectros foram obtidos na faixa de 100-1000 m/z
e o0s dados coletados em modo de ionizacdo negativo. Experiéncias de
fragmentacao através de colisdo induzida foram realizadas no iron trap utilizando
gas hélio. Os compostos foram identificados por comparagédo dos espectros com 0S

padrdes (descritos no item 2.6.1) e com dados da literatura.
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2.7 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

Para determinar a capacidade antioxidante das amostras dois métodos
foram utilizados, a fim de gerar informacdes complementares e, consequentemente,
uma melhor compreensdo deste parametro: o método DPPH, um ensaio em
esquema ndo competitivo no qual o proprio DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) é o
radical e a acdo dos antioxidantes no sistema baseia-se na transferéncia de elétrons
ou de um atomo de hidrogénio; e o método ORAC (oxigen-radical absorbancy
capacity: capacidade de absorcdo do radical oxigénio), um método em esquema
competitivo em que o radical peroxil € gerado no sistema e a acdo dos antioxidantes

baseia-se na transferéncia de um atomo de hidrogénio.

2.7.1 Método DPPH

Este método foi executado conforme descrito por Brand-Willians, Cuvelier e
Berset (1995), com algumas modificacdes. Inicialmente, ETE foram diluidos em
metanol para, pelo menos, cinco concentracdes de amostra. Em seguida, preparou-
se uma solucdo metandlica do radical DPPH (Sigma-Aldrich), com absorbancia entre
0,600-0,700, a 517 nm. Aliguotas de 1,5 mL da solu¢cdo de DPPH foram adicionadas
a tubos de ensaio contendo 0,5 mL de extrato diluido. O meio foi homogeneizado em
vortex por 2 s e, entdo, os tubos foram armazenados, a temperatura ambiente e
abrigo da luz, por 30 min, para que ocorresse a reacao entre antioxidantes e radical.
O controle foi conduzido nas mesmas condi¢des, porém com metanol, sem extrato; e
0 branco de cada amostra foi preparado com 0,5 mL da diluicdo em analise e 1,5 mL
de metanol. A leitura foi realizada em espectrofotbmetro Shimadzu (UV 1650 PC)
com absorbancia em 517 nm, para observar o decréscimo na absorbancia do meio
em relacdo ao controle (mudanca na cor de purpura para amarelo), indicativo da
desativacao do radical pelo antioxidante. A temperatura de trabalho do equipamento
foi de 20°C.

Diferentes diluicbes de cada ETE foram analisadas com objetivo de construir
uma curva padréao de concentracédo (mg/mL de extrato) X percentual de descoloracao
(%). Para cada extrato foram feitas diluicdes especificas de acordo com o teor de
compostos antioxidantes na amostra. O percentual de descoloracdo (PD) foi

calculado, segundo a formula de Mensor et al. (2001):
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PD (%) = {1- [AbSamostra - AbSbranco/ AbScontroIe]} x 100

Onde: Absamostra = absorbancia da amostra,
Abspranco = absorbancia do branco, com amostra e metanaol,
Abscontrole = absorbancia controle, com metanol e sem amostra.

Os resultados foram expressos em ECso e em pumol equivalentes de 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-carboxilico (Trolox) (Sigma-Aldrich) por g de
polen apicola desidratado (ET/g), em base seca. A ECso (effective concentration 50)
€ a concentracdo minima de amostra (mg/mL de extrato) para reduzir 50% do
radical. A partir da curva analitica de concentracdo X percentual de descoloracao (%)
determinou-se o ECso de cada amostra. Para expressar os resultados em ET,
solucbes do padrdao em metanol foram preparadas em diferentes concentracdes
(6,25 a 100 uM) para construgdo de uma curva analitica de concentracdo X

percentual de descoloracgéo e interpolacdo da absorbancia das amostras.

2.7.2 Método ORAC

Para esta determinacao foi adotado o método descrito por OU et al. (2001) e
adaptado por Huang, Ou e Prior (2005), que utiliza a fluoresceina como sonda e o
AAPH [2,2’-azobis(2-metilpropionamida)diidrocloreto] como gerador de radicais
peroxil (ROO"). Foram feitas algumas modificagcdes na metodologia.

Inicialmente, os ETE foram diluidos em tampéao fosfato de sédio (reagentes
Grau P.A., Synth) 75 mM pH 7,4 para, pelo menos, cinco concentracdes de amostra.
Em seguida, foram preparadas as solu¢cdes de Trolox, fluoresceina (Sigma-Aldrich) a
40x10° M e AAPH (Sigma-Aldrich) a 0,153 M, todas em tampéo fosfato de sédio 75
mM pH 7,4. Solugbes de Trolox em concentragbes de 6,25; 12,5; 25; 50; 75 e 100
uM foram preparadas para construcdo da curva analitica e, durante a andlise das
amostras, trés destas solucgtes (12,5; 25; 50 uM) foram utilizadas como controle.

As andlises foram realizadas em placas de 96 pocos de fundo preto, proprias
para leitora de microplacas Synergy HT (Bio Tek Instruments). Cada placa foi
preenchida da seguinte maneira:

» Pocos da primeira e ultima linha e pocos da primeira e ultima coluna

foram preenchidos com 300 uL de agua deionizada Milli-Q para manter

o equilibrio térmico nos demais pocos;
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» Nos trés primeiros pocos da segunda coluna foram pipetados 25 uL de

tampéao fosfato de sédio 75 mM, pH 7,4 (branco);

> Nos trés ultimos pocos da penultima coluna foram pipetados 25 uL de

solucdes de Trolox (controle);

» Nos demais pocos foram pipetados 25 uL das diluicdes da amostra em

andalise.

A placa foi inserida na leitora e 0 processo iniciado. Foram injetados,
automaticamente, 150 uL de fluoresceina em todos o0s pocos, exceto naqueles
preenchidos com agua deionizada Milli-Q. Ap6és 30 min, nestes mesmos pocos, 25
uL de solucdo de AAPH foram injetados, automaticamente, para o inicio da reacéo.
A temperatura de trabalho do equipamento foi mantida em 37°C e o decréscimo na
fluorescéncia foi monitorado a cada minuto (Aexcitagso = 485 NM; Aemissao = 520 nm)
durante 1 h.

O valor relativo de ORAC foi calculado com base na equacdo de regresséo
linear entre a concentracdo de Trolox® e a area sob a curva de decréscimo da
fluorescéncia [area under the fluorescein decay curve (AUC)] do branco e das
amostras. Os resultados foram expressos em umol ET por g de pdlen apicola

desidratado, em base seca.

2.8 CAPACIDADE ANTIMICROBIANA

2.8.1 Micro-organismos

Para este estudo foram utilizados micro-organismos de importancia clinica,
isolados de fluidos biolégicos no Centro Hospitalar do Nordeste, Braganca/Portugal,
ou adquiridos de um distribuidor autorizado de cepas ATCC (LGC Standards S.L.U.,
Barcelona, Espanha). Os micro-organismos isolados foram identificados no LM da
ESA-IPB e armazenados em meio Miueller-Hinton com 20% de glicerol, a
temperatura de -70°C, até o momento das analises. Foram escolhidas bactérias
Gram negativas (Escherichia coli ATCC 25922™: E. coli ESA72; Klebsiella ATCC
BAA1705™; Klebsiella ESA61), bactérias Gram positivas (Streptococcus pyogenes
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ATCC 12344™: S, pyogenes ESA12; Staphylococcus aureus ATCC 25923™: S,
aureus ESA54) e leveduras (Candida albicans ATCC 60193™: C. albicans ESA109).

Previamente as analises, colonias de bactérias foram reativadas em caldo
nutriente (37 £ 1°C; 24 h) e de leveduras em caldo Yeast Nitrogen Base (YNB) (25 *
1°C; 48h). Apoés incubacdo, os in6culos foram transferidos para erlenmeyers
contendo cloreto de sédio a 0,85% e a concentracdo padronizada para turbidez 0,5
na escala MacFarland (que equivale a aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL). Em
seguida, fez-se a leitura da suspensdo em espectrofotometro (Varian UV- Visible
Spectrophotometer, Cary 50 Scan), com absorbancia em 580 nm para bactérias e
em 640 nm para leveduras, para confirmag&o da concentracdo de microorganismos.
Por fim, a suspensdo de células foi diluida para 10* UFC/mL, sendo esta adotada

para todos nos ensaios.

2.8.2 Determinagéo da capacidade antimicrobiana

A determinacédo foi realizada pelo método de microdiluicho em microplacas,
conforme descrito por Morais et al. (2011). Inicialmente, os EME foram
resuspendidos em dimetil sulféxido (DMSO) para uma concentracdo de 50 mg/mL.
Em microplacas estéreis, de 96 pocos e fundo transparente, fez-se o preenchimento
inicial da seguinte maneira:

» 200 pL do extrato nos pogos da coluna 1;

» 100 pL de caldo nutriente (bactérias) ou de caldo YNB (leveduras), nos

pocos das colunas 2-8 e 11-12;

» 100 pL de extrato + 100 uL de caldo nutriente (bactérias) ou de caldo

YNB (leveduras), nos pocos da coluna 9;

» 200 pL de caldo nutriente ou caldo YNB, nos pogos da coluna 10.

Foram retirados 100 uL dos pocos da coluna 1 para a coluna 2, da coluna 2
para a coluna 3 e assim sucessivamente até a coluna 8, de modo que a
concentracdo de extrato nos pogos fosse decrescente. 20 uL da suspenséo de
micro-organismos foram adicionados a cada um dos pocos, exceto naqueles das
colunas 1, 9 e 10. Nos pocos da coluna 1 foram adicionados 100 uL de DMSO,

sendo estes considerados como branco. Os pocos da coluna 9 foram considerados o
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controle negativo (extrato e meio de cultura). Os pocos das colunas 10 (apenas
meio) foram o controle da esterilidade do meio de cultura. Os pocgos da coluna 11
(meio de cultura e suspensao de micro-organismos) foram o controle da viabilidade
microbiana. Os pocos da coluna 12 foram o controle positivo, aos quais, além de
meio de cultura e suspensao de micro-organismos, foram adicionados gentamicina
(quando os micro-organismos em teste na placa eram bactérias) ou fluconazol
(quando o teste envolveu leveduras).

As placas foram seladas com filme respirdvel (sealing film BF-4005) e
incubadas a 37 + 1°C por 24 h, para as bactérias, ou 25 + 2°C por 48 h, para as
leveduras. Apds a incubacdo, foram adicionados 20 puL de cloreto de trifenil
tetrazolium (TTC) a 1% a todos 0s pogos, exceto na primeira coluna. As placas
foram re-incubadas nas respectivas temperaturas, por 3 h, a fim de se observar
visualmente a mudanca de incolor para coloracdo vermelha, indicativa de reducéo
do corante pelas enzimas microbianas. A capacidade antimicrobiana das amostras
foi associada a concentracdo minima inibitéria (CMI), definida como a menor
concentracéo de extrato de polen apicola necessaria para inibir o crescimento visivel
identificado pela adicdo da solucdo corante (TTC). Os resultados foram expressos

em mg de pélen apicola desidratado, em base seca, por mL de extrato.

2.9 EXTRATO ETEREO - TEOR DE LIPIDEOS

O teor de lipideos foi determinado por extracao intermitente em Soxhlet (IAL,
2008; ALMEIDA-MURADIAN; ARRUDA; BARRETO, 2012). Inicialmente, balbes de
fundo chato foram aquecidos em estufa a 105°C, por 1 h, e a massa aferida quando
a temperatura ambiente. Cerca de 2 g de amostra foram medidas em papéis filtro em
forma de cartucho, estes foram fechados e inseridos nos intermediarios do aparelho
de extracdo. Os balbes foram acoplados na saida do intermediario e o sistema
preenchido com cerca de 150 mL de éter etilico ou volume suficiente para preencher
um intermediario e meio. O solvente foi aquecido até ebulicdo, sendo o vapor
destinado ao condensador para liuefazer e gotejar (3 gotas/segundo) sobre os
cartuchos, estabelecendo-se um sistema de refluxo. O solvente percorreu os
cartuchos, levando consigo as substancias solUveis em éter etilico, que acumularam

nos baldes.
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Ap6s 8 h de extracdo, os cartuchos foram retirados do sistema e o
aquecimento foi mantido até que o éter etilico remanescente no condensador fosse
vertido para o baldo. O solvente foi recuperado e quando observado o minimo de
éter etilico nos baldes estes foram submetidos a secagem em estufa a 105°C, por 1
h. A massa dos baldes foi medida quando a temperatura ambiente. O percentual de
lipideos foi calculado pela seguinte formula:

Lipideos = 100 x (Mt- Mg)
M

Onde: Mt = massa final (bal&o + residuo de gordura) em g;
Ms = peso do baldo em g;
M = massa da amostra em g.

Os resultados foram expressos em g de lipideos por 100 g de pdélen apicola

desidratado, em base seca.

2.10 NITROGENIO TOTAL — TEOR DE PROTEINAS

O teor de proteinas foi determinado, a partir da concentracdo de nitrogénio
total, pelo método de micro-Kjeldahl (AOAC, 2005; ALMEIDA-MURADIAN;
ARRUDA; BARRETO, 2012). 100 mg das amostras foram medidas em papel
manteiga, embaladas e os pacotes colocados em tubos digestores contendo mistura
catalisadora (2 g de sulfato de potassio e 0,05 g de sulfato de cobre pentahidratado).
A cada um dos tubos foram adicionados 3 mL de &cido sulfurico concentrado e,
entdo, os tubos foram submetidos a aguecimento em bloco digestor (Quimis), dentro
de capela de exaustdo, com aumento gradativo de temperatura até maxima de
350°C. A partir do momento em que a solucdo se tornou azul-esverdeada e a
fumaca branca de dioxido de enxofre praticamente cessou, 0 sistema permaneceu a
350°C por mais 4 horas. O bloco digestor foi, entédo, desligado e os tubos deixados
na capela para perder calor.

Os tubos foram conectados ao destilador (TE-0363, Tecnal) e a estes foram
adicionados 15 mL de hidréxido de sodio a 40%, observando-se o aparecimento de
precipitado pardo escuro de Oxido cuprico. A ponta do condensador foi mergulhada

em erlenmeyer contendo 5 mL de solucdo saturada de acido borico e trés gotas do



149

indicador de Kjeldahl, onde foi recolhido a amoénia liberada durante a destilacao.
Foram recolhidos 75 mL, que entdo foram titulados com acido cloridrico padronizado

(0,02 N). O teor de nitrogénio total foi calculado pela férmula:

%N = (Va_- Vb) x 14,007
M

Onde: Va = volume de &cido cloridrico usado na titulagdo da amostra (mL);
Vb = volume de acido cloridrico utilizado na titulagéo do branco (mL);
M = massa da amostra em mg.

Para converter o teor de nitrogénio total em proteina bruta foi utilizado fator
de correcdo de 6,25 para alimentos em geral (IAL, 2008). Os resultados expressos

em g de proteinas por 100 g de polen apicola desidratado, em base seca.

2.11 RESIDUO MINERAL FIXO — TEOR DE CINZAS

O teor de cinzas foi determinado conforme método descrito por Almeida-
Muradian, Arruda e Barreto (2012). Inicialmente, cadinhos de porcelana foram
aguecidos em estufa a 105°C, por 1 h, e a massa aferida quando a temperatura
ambiente. 2 g de amostra foram medidas em cadinhos e estes aquecidos em chapa
até que cessasse a liberacdo de fumaca branca. Em seguida, os cadinhos foram
incinerados em mufla a 550°C por 8 h. ApoOs este periodo, reduziu-se a temperatura
da mufla para 105°C e, no momento em que O equipamento atingiu esta
temperatura, os cadinhos foram retirados e colocados em dessecador com silica por
1 h. Entdo, a massa dos cadinhos foi medida e o teor de cinzas foi calculado pela
formula:

Cinzas = 100 x (Mf—=Mc)
M

Onde: Mt = massa final (cadinho e residuo mineral), em g;
Mg = massa do cadinho, em g;
M = massa da amostra em g.

Os resultados foram expressos em g de cinzas por 100 g de polen apicola

desidratado, em base seca.
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2.12 TEOR DE CARBOIDRATOS TOTAIS

Este contetudo foi determinado por diferenca, descontando-se de 100 os
teores de proteinas, lipideos e cinzas (AOAC, 2005). Os resultados foram expressos

em g de carboidratos por 100 g de pélen apicola desidratado, em base seca.

2.13 VALOR ENERGETICO

O valor energético, em quilocalorias, foi estimado pela formula (MERRIL;
WATT, 1973):

Valor Energético = 4 x (prot + carb) + 9 x (lip)

Onde: prot = teor de proteinas, em gramas por 100 g de amostra;
carb = teor de carboidratos, em gramas por 100 g de amostra;
lip = teor de lipideos, em gramas por 100 g de amostra.

2.14 DETERMINACAO DE MINERAIS

Os minerais ferro, cobre, calcio, magnésio, zinco, manganés, sédio e
potassio foram quantificados por espectrometria de emissdo atbmica com plasma
indutivamente acoplado - inductively coupled plasma optical emission spectrometry
(ICP-OES), no Centro de Tecnologia Agricola e Ambiental. 500 mg de amostra foram
submetidas a digestdo com 6 mL acido nitrico e acido perclérico (2:1, mL:mL) em
sistema aberto (MALAVOLTA,; VITTI; OLIVEIRA, 1997).

Para esta andlise foi utilizado um equipamento Ciros Vision EOP (ANEXO
IV), operando com os seguintes parametros: poténcia aplicada de 1,45 kW; vazao do
gas do plasma de 12 L/min; vazdo do gas auxiliar de 1 L/min; vazdo do gas de
nebulinizagdo de 1 L/min e vazao de amostra de 2 mL/min. O comprimento de onda
foi especifico para cada elemento e uma curva de calibracéo foi preparada com, pelo
menos, cinco diferentes concentracdes de cada mineral. Os parametros das curvas
de calibracdo foram fornecidos pela empresa (ANEXO V). Os resultados foram
expressos em g ou mg de mineral por kg de pdélen apicola desidratado, em base

Seca.
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2.15 PARAMETROS INSTRUMENTAIS DE COR

Estes parametros foram determinados por refletancia em ColorQuest XE
(CQX 2329, Hunterlab) com Software Universal V4.10, operando na escala CIE
L*a*b* (L*: 0 a 100, a*: - a +, e b*: - a +), com angulo do observador em 10° e
iluminante D65. Uma cubeta de quartzo de 50 mm foi preenchida com amostra e,
entdo, alocada sobre o sensor Optico. Leituras foram realizadas em diferentes pontos
da cubeta e os resultados expressos em valores das coordenadas L*, a* b* e C*.

A coordenada L* € um indicador de luminosidade e os resultados variam de
O (preto) a 100 (branco). As coordenadas a* e b* sdo indicadores de tonalidade,
onde a* varia de verde (-) a vermelho (+) e b* de azul (-) a amarelo (+). O Chroma

(C), que corresponde a saturacao ou intensidade da cor, foi calculado pela férmula:
C = \(@7b7)

Onde: a = valor da coordenada a*;
b = valor da coordenada b*.

2.16 ANALISE POLINICA

As amostras foram preparadas e analisadas conforme descrito por Barth et
al. (2010). Os tipos polinicos foram identificados por comparacédo com informacdes
catalogadas (BARTH, 1970a; BARTH, 1970b; BARTH, 1970c; BARTH, 1989;
MORETI et al., 2002). Fez-se o calculo das percentagens de cada tipo polinico na
amostra e a classificacdo, conforme as classes de frequéncia (BARTH et al., 2010).

A analise polinica foi detalhada no Capitulo 2 (Material e Métodos, item 2.2).

2.17 TRATAMENTO DOS DADOS

As andlises foram realizadas em triplicata e os resultados expressos como
média + desvio padrdo. Previamente a comparacdo das médias, as amostras foram
testadas formalmente para a igualdade das variancias pelo teste de Brown-Forsythe

(n>3 amostras) ou pelo teste F (n=2 variancias). Entédo, one-way ANOVA ou teste de
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Welch-ANOVA (n>3 amostras), seguido de teste LSD de Fisher ou teste t de Student
para amostras independentes (n=2 grupos), foram utilizados para destacar as
diferencas ao nivel de significancia de 5% (GRANATO; CALADO; JARVIS, 2014).

A Regido e a origem boténica das amostras foram estudadas utilizando a
andlise de componentes principais - principal component analysis (PCA). Para tal, as
médias foram auto-escalonadas e a PCA realizada com base na analise de
correlagédo, na qual variancias foram calculadas como (soma dos quadrados)/n-1. As
cargas dos fatores acima de 0,45 foram usadas para interpretar a projecdo das
amostras sobre o plano bidimensional (ZIELINSKI et al., 2014).

A analise de agrupamento hierarquico (hierarchical cluster analysis — HCA),
com base no método Ward’s e na medida das distancias (coeficiente de correlagéo
de Pearson-1), foi utilizada, também, para classificar as amostras de poélen apicola
desidratado de acordo com as seguintes variaveis: teor de proteinas, ferro,
quercetina, fendlicos totais, capacidade antioxidante pelo método ORAC e inibicdo
de Staphylococcus aureus ESA54. Quatro grupos foram formados e comparados
usando teste Student-t (2 grupos) e one-way ANOVA (>3 grupos) seguido de teste
LSD Fisher’s, quando aplicavel.

Todas as anadlises foram realizados usando software Statistica 7 (Statsoft,
USA) e Action 2.9 (Statcamp, Brasil).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados serdao apresentados e discutidos conforme planeja-se envia-los
para publicacdo: (parte 1) caracterizacéo fisico-quimica e propriedades bioldgicas de
56 amostras monoflorais e heteroflorais, cuja identificacdo dos compostos fendlicos
foi realizada por HPLC e (parte 2) caracterizacdo de oito amostras monoflorais em

que a identificacdo dos polifendis foi realizada por HPLC-MS.

3.1 PARTE 1

Os principais tipos polinicos nas amostras sdo apresentados no Quadro 1.

19 amostras foram classificadas como monoflorais e 37 como heteroflorais.
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Quadro 1. Principais tipos polinicos nas 56 amostras de pdlen apicola desidratado.

Amostra Qrigem b/o;énica: Amostra Qrigem b,o'génica:
tipos polinicos? tipos polinicos?

Al M: Mc K2 M: An

Bl H: Cn+Ms K3 H: An+Ce

C1 M: B K4 H: Ce+An+Se+E
Cc2 M: B L1 H: Sc+l

C3 H: B+E L3 M: M

D5 H: Ep+P M1 M: A

El H: Cn+Mc+E M2 M: F

E2 H: E+Mc N1 M: B

E3 M: E 01 M: B

E4 H: Mc+E Q1 M: Cn

E5 H: E+C R1 H: E+Mc+Cn

E6 H: C+Cn S1 H: An+Cn

E7 M: R S2 H: Al+Mc

F2 H: Ms+Mc S3 M: Al

Gl H: S+Ep S5 H: Al+Ve

G2 H: S+F S6 M: Al

G3 M: A Ul M: Mv

G4 H: Ep+S V1 M: Cn

G5 M: M X1 H: Cn+Ms

G6 H: P+Ce Z1 H: F+An

G7 H: P+A AAl H: Ms+As

G8 H: Ce+M AA2 H: Ac+F+Mv

G9 H: Ar+Ce AB1 H: M+Ma
G10 H: Cn+Ce AC1 M: As
G1l1 H: Ar+Mc+Ce AC2 H: B+As

H1 H: Ms+B AC3 H: B+Mo

11 H: Mc+Ar+Ce AD1 H: B+Mc

K1 H: An+E+Ce AD2 H: Mc+M

IClassificagdo (M = monofloral; H = heterofloral):principais tipos polinicos (A: Astrocaryum;

Ac: Anacardiaceae; Al: Alternanthera; An: Anadenanthera; Ar: Arecaceae; As: Asteraceae;
B: Brassica; C: Coffea; Ce: Cecropia; Cn: Cocos nucifera; E: Eucalyptus; Ep: Eupatorium;
F: Fabaceae; I: llex; M: Myrcia; Ma: Machaerium; Mc: Mimosa caesalpiniaefolia; Mo: Montanoa;
Ms: Mimosa scabrella; Mv: Mimosa verrucosa; P: Piper; S: Syagrus; Sc: Schinus; Se: Sebastiania;
Ve: Vernonia.

3.1.1 Composigéao centesimal e conteudo de minerais

A composicdo centesimal e o valor energético das 56 amostras e os limites
estabelecidos nas legislacdes brasileira, argentina e russa, para fins de verificacédo

guanto a adequacéo, sao apresentados na Tabela 3.



Tabela 3. Composicdo centesimal de 56 amostras de pdlen apicola
desidratado coletadas em nove Estados brasileiros e parametros

estabelecidos pelas Legislacdes Brasileira, Argentina e Russa.

Composicao centesimal Valor
Amostra (9/100 g) Energético
CHO Proteinas Lipideos Cinzas (kcal/100 g)
Al 73,8+0,6 17,3+0,6 53+0,0 3,6+0,0 412+ 0
B1 79,9+£0,2 11,3+£0,0 51+0,2 3,6+0,0 411 +1
C1 68,2+0,5 15,2+ 0,6 13,5+0,3 29+0,0 456 + 2
Cc2 71,2+0,2 14,5+ 0,0 11,4 +£0,2 29+0,0 446 +1
C3 728+0,1 142+0,1 10,3+0,1 2,7+0,0 441 +1
D5 82,1+04 8,6+0,2 75+04 1,9+0,0 430+ 2
E1l 80,1+0,6 10,9+0,0 56+0,5 3,3+0,0 415+ 2
E2 80,6 +£0,1 12,6 +0,1 4,0+0,2 2,8+0,0 409+ 1
E3 80,9+0,3 125+£0,0 4,0+0,3 26+0,1 4102
E4 78,5+0,2 13,3+0,0 54+0,2 2,8+0,0 416+1
E5 79,4+£0,2 11,8+0,1 59+0,2 29+0,0 418 +1
E6 779+0,3 129+0,1 6,004 3,2+0,0 418 +2
E7 779+0,6 11,1+0,1 8,3£0,5 2,7+0,0 431 +3
F2 78,0+ 0,2 11,6 £ 0,0 7,2+0,2 3,2+0,0 423 +1
Gl 79,0+£0,8 10,6 £0,1 7,8+0,8 2,6+0,0 429 £ 4
G2 80,0+£0,2 11,1+0,1 6,1+0,1 2,8+0,0 419+1
G3 77,4+0,3 11,1+ 0,0 84+04 3,0+£0,0 430 £ 2
G4 79,3+£0,7 9,5+0,0 9,0+0,7 2,2+0,0 436+ 3
G5 776 £0,1 125+0,1 6,8+0,2 3,0£0,0 422 +1
G6 76,8 £0,3 12,8+0,1 6,9+0,2 3,5%£0,0 4201
G7 775+0,1 13,1+0,3 6,3+£0,4 3,1+0,0 419+ 2
G8 78,1+0,3 12,7+0,1 6,0+0,3 3,2+0,0 4171
G9 679+10 21,5+0,6 75+0,6 3,1+0,0 425+ 3
G10 65,5+0,6 22,7+0,2 8704 3,1+0,0 431 +£2
G1l1 65,1 +0,2 248+0,1 7,0+£0,1 3,1+0,0 423 +0
H1 69,2+0,2 16,7+0,1 11,1+£0,3 3,1+0,0 443 +2
11 77904 12,0+£0,1 6,5+0,5 3,5%£0,0 418 +2
K1 61,7+0,1 30,4+0,1 48+0,1 3,1+0,0 412+0
K2 549+1,0 32,2+0,1 9,8+0,9 3,1+0,0 436+ 5
K3 66,6 + 0,5 241+0,1 6,4+0,5 2,8+0,0 421 +£2
K4 66,3+0,2 23,9+0,2 6,5+04 3,0+£0,2 422 +3
L1 68,1+0,1 20,9+0,1 84+0,1 2,7+0,0 4310
L3 67,4+0,5 225+0,1 7,6 £0,5 25+0,0 428 £ 2
M1 64,6 £0,5 23,8+0,1 8,704 29+0,0 432 +2
M2 65,8 +0,1 23,6 £0,2 7,9%0,2 2,7+0,0 429+1
N1 67,0£04 20,2+0,1 9,3£0,2 3,4+0,0 4331
o1 65,1+0,1 23,2+0,1 8,6 0,0 3,2+0,0 4300
Q1 72,0+ 0,2 20,3+0,0 46+0,1 3,1+0,0 4111
R1 66,8+ 0,4 24,7+0,1 50+0,1 35+0,0 4111
S1 65,5+0,2 26,2+0,2 52+0,2 3,2+0,0 4131
S2 71,3+04 19,9+0,1 59+0,3 2,8+0,0 418+ 1
S3 82,8+0,3 9,0£0,2 51+0,1 3,1+0,1 413+1
S5 82,6 +£0,3 79+£05 7,305 22+0,1 427+ 3
S6 815+1.1 8,8+0,5 6,9+0,6 28+0,1 423 £ 2
Ul 79,0+0,1 116+0,1 6,2+0,0 3,2+0,0 418+ 0
V1 81,5+0,3 10,3+£0,2 51+0,1 3,0+£0,0 414+ 1

(Continua)
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Tabela 3. Continuacéao...

Composicéo centesimal Valor
Amostra (9/100 g) Energético
CHO Proteinas Lipideos Cinzas (kcal/100 g)
X1 82,2+0,3 9,8+0,1 50+0,2 29+0,1 413+ 1
Z1 78,9+0,1 14,8 £0,2 3,2+0,3 3,0+0,0 404 +1
AAl 79,2+0,4 9,8+0,3 8,8+0,2 23+£0,1 435+1
AA2 79,304 12,1+0,3 59+0,3 2,7+0,0 419+ 2
AB1 80,5+0,5 12,2+0,0 45+04 2,7+0,1 412 +2
AC1 822+04 9,4+0,1 5805 25+0,1 419+ 2
AC2 79,2+0,3 10,4+0,1 79+0,2 25+0,1 4301
AC3 79,9+0,1 10,0+0,1 75+0,0 25+0,1 427 +0
AD1 79,7+0,1 10,0+0,1 7,2+0,1 3,0+£0,1 424 +1
AD2 80,7 £0,7 9,7+0,2 6,7+0,5 28+0,0 422 +3
Maximo 82,8+0,3 32,2+0,1 135+0,3 3,6+0,0 456 + 2
Minimo 549+1,0 79+0,1 32+0,3 1,9+0,0 404 £ 1
Legislacéo . . .
Brasileira - Min. 8 Min. 1,8 Max. 4 -
Legislacédo .
Argentina 45-55 15-28 - Max. 4 -
Legislacéo . .
RUSSA - Min. 21 - Max. 4 -

O valor energético das amostras variou de 404 + 1,2 a 456 + 1,7 kcal/ 100 g
de pdlen apicola desidratado (PAD), portanto, uma por¢cado de 25 g fornece de 101 a
114 kcal, ou seja, supre cerca de 4% da necessidade diaria de um individuo adulto
(considerando-se a dieta de 2.500 kcal). O conteldo de carboidratos variou de
54,9 + 1,0 g/100 g, em uma amostra coletada no Rio Grande do Sul (K2) classificada
como monofloral de Anadenanthera, a 82,8 + 0,3 g/100 g, em uma amostra coletada
no Estado de Séao Paulo (S3) monofloral de Alternanthera. De acordo com Bogdanov
(2012a), glicose, frutose e sacarose sdo 0s principais carboidratos no PAD e podem
representar até 90% dos acucares de baixo peso molecular. Estes sao, também, os
principais carboidratos no mel (LEON-RUIZ et al., 2011), outro importante produto
apicola.

A legislacdo brasileira estabelece limites, apenas, para agucares totais
(BRASIL, 2001), enquanto a legislacdo argentina estabelece minimo de 45 g e
maximo de 55 g de carboidratos por 100 g de produto (ARGENTINA, 2010) e, neste
caso, apenas uma amostra (K2: 54,94 + 0,99 g/100 g) estaria de acordo. Na Tabela
4 sdo apresentados 0s teores maximos e minimos de carboidratos, bem como

proteinas, lipideos e cinzas, comparando-0s com outros estudos com PAD.
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Tabela 4. Conteudo de proteinas, lipideos e cinzas (g/100 g) nas 56 amostras de
pélen apicola desidratado e comparacdo com dados de literatura.

Parametros Presente Dados em literatura
Estudo A B C D E F G
Carboidratos Max. 82,83 - 77,22 - - 76,79 84,25
Min. 54,94 - 54,43 - - 50,91 69,68
Proteinas Max. 33,90 22,80 40,53 27,69 28,28 44,44 25,15 25,11
Min. 7,94 20,10 15,79 15,04 19,98 15,39 12,50 22,15
Lipideos Max. 13,53 5,10 5,56 6,47 5,69 6,55 3,33 6,13
Min. 3,18 2,20 0,19 3,72 4,46 1,78 2,35 4,57
Cinzas Max. 3,77 3,10 4,29 3,91 3,30 3,31 3,16 3,24
Min. 1,79 2,60 1,43 1,90 2,89 1,27 0,50 2,77

(A) Marchini, Reis e Moreti (2006), amostras de Sdo Paulo;
(B) Modro et al., (2007), amostras de Minas Gerais;

(C) Carpes (2008) amostras da Regido Sul do Brasil;

(D) Melo et al., (2009), amostras de Pariquera-Agu/SP;

(E) Modro et al. (2009), amostras de Minas Gerais;

(F) Nogueira et al., (2012), amostras de Portugal;

(G) Arruda et al., (2013a), amostras de Pariquera-Acu/SP.

Com relacdo ao conteudo de proteinas, uma amostra ndo estava em
conformidade com o minimo de 8 g/100 g, estabelecido pela legislacdo brasileira
(BRASIL, 2001). Em 34 amostras (49%), os valores estavam abaixo do minimo
apresentado na Tabela 4, porém, de acordo com Bogdanov (2012a), o contetudo
minimo de proteinas em amostras de PAD pode ser de 2,5 g/100 g. O maior teor de
proteinas (K2: 32,2 + 0,1 g/100 g) foi observado na amostra com menor teor de
carboidratos (Rio Grande do Sul, monofloral de Anadenanthera), enquanto o menor
teor (S5: 7,9 £ 0,5 ¢g/100 g) foi constatado em uma das amostra com 0 maior
conteuddo de carboidratos (Sdo Paulo, heterofloral com predominancia de
Alternanthera e Vernonia). ldentificou-se forte correlacdo negativa entre proteinas e
carboidratos (r=-0,9596, p=0,000), que podem ser considerados os dois principais
macronutrientes no PAD.

Todas as amostras estavam dentro dos limites estabelecidos pela legislagao
brasileira para lipideos (minimo 1,8 g/100 g) e cinzas (maximo 4 g/100 g) e, também,
com os resultados de outros estudos (Tabela 4). O maior e 0 menor conteddo de
lipideos foram encontrados em, respectivamente, uma amostra coletada no Rio
Grande do Sul monofloral de Brassica (C1: 13,53 = 0,34 g/100 g) e uma amostra
oriunda do Mato Grosso do Sul heterofloral com predominancia de Fabaceae e
Anadenanthera (Z1: 3,24 + 0,27 g/100 g). O maior teor de cinzas foi observado em
uma amostra oriunda da Bahia, classificada como heterofloral, em que predominou
Cocos nucifera e Mimosa scabrella (B1: 3,64 + 0,01 g/100 g); j& o menor teor foi
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encontrado em uma amostra produzida em S&o Paulo, também heterofloral, porém
com predominancia de Eupatorium e Piper (D5: 1,86 + 0,02 g/100 g).
Considerando-se a média por Estado, ha uma tendéncia a maiores valores
de carboidratos nas amostras de Mato Grosso do Sul e Rio Grande do Norte,
enquanto o teor de proteinas tende a ser maior naquelas de Mato Grosso e Rio
Grande do Sul. Nos Estados de Santa Catarina, Rio Grande do Sul e Mato Grosso
pode-se encontrar PAD com maior contetdo de lipideos e nos Estados de Sergipe e

Santa Catarina com maior contetudo de cinzas (Figura 1).

78,5 78,9
80 77,1 76,9 76,4 73.8
20 66,4 67,0 65.1
60
50
40
30 22,0 23,2
20 20‘2 12,7 13,3 14,7 17,3 1,6 14,8
8,8 9,3 7,6 7.0 5.8 53 6.7 86
10 2.9 3.4 2,7 2,8 3,0 3,6 3,2 32| B2 3.0
0 =

RS (n=9) SC(n=1) PR (n=4) SP (n=22) BA (n=15) SE (n=1) RN (n=2) MT (n=1) MS (n=1)
OcCarboidratos B Proteinas OLipideis OCinzas

Figura 1. Teor médio de carboidratos, proteinas, lipideos e cinzas em amostras de
polen apicola desidratado agrupadas por Estados.

De acordo com Almeida-Muradian et al. (2005), Melo et al. (2009), Oliveira et
al. (2009) e Nogueira et al. (2012), variagbes na composi¢cao centesimal do PAD
estdo relacionadas a origem botanica das amostras e a fatores que influenciem na
producéo do grao de pdlen pelo vegetal, como as caracteristicas do solo, condicdes
climaticas, idade e estado nutricional da planta. Variacdes no perfil quimico séo
observadas, também, ao longo do ano em amostras oriundas de um mesmo apiario,
isto porque, durante cada periodo, ha diferentes plantas em floracdo (PINTO;
CAMPOS; BARRETO, 2012). Nas amostras de cédigo G (G1-G11), que foram
coletadas ao longo de cinco meses (setembro/12 a janeiro/13) no mesmo apiario, é
possivel ver que houve variacdo na composigado centesimal.

Quanto aos minerais, potassio foi o composto em maior quantidade no PAD
(em média, 61% dos minerais analisados), contudo, entre os microminerais o ferro
predominou (em média 44% do total). Foi no teor de ferro que se observou a maior
variacdo entre o contetdo minimo (X1: 46 £ 3,1 mg/Kg) e o maximo (S6: 1179 + 13

mg/Kg). Todos os resultados séo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5. Conteudo de potassio, calcio, magnésio, sodio, zinco, ferro, manganés e
cobre em 56 amostras de poélen apicola desidratado.

Composto*
Amostra
Kt Cat Mg? Naz2 Zn2 Fe2 Mn2 Cu?
Al 8,8+0,2 3,1+00 16+0,1 1405%3 8713 76 £2,7 67 5,0 12+ 0,6
B1 82+0,1 36+01 22+01 170,2%2 82+33 53+£33 60+1,7 11+0,0
C1 60+01 23%x01 16%0.1 89,9+4 76 +23 303+4,2 2711 13+0,0
Cc2 5601 24+01 16x0,0 91,3+2 64 + 3,8 217+28 25+0,0 14 +0,0
C3 54+0,0 21+01 13%0,0 85,4+2 80+0,6 161+4,3 39+1,2 17+0,6
D5 3,4%x0,1 1,8+0,0 0,6x0,0 30,13 71+1,2 99+1,6 3422 9+0,6
E1l 7,3x0,1 31+x0,1 21+01 3742zx2 79+1,2 51+£21 106 £5,8 13+0,6
E2 6,6 +0,1 1,701 13+01 1929+3 96 +2,2 116 £2,8 45+1,6 19+1,1
E3 6,3+0,1 16+01 10+00 163,03 101+24 87+38 50+ 0,6 17+0,6
E4 7,0+0,1 19+00 12+00 136,4=+2 91+5.3 83+18 66 +2,7 14 +0,6
E5 6,4+0,2 2301 12+00 1669=x1 77+3,1 76 £3,4 5427 13+0,6
E6 7,0x£0,1 24+£01 15+0,1 109,12 69+2,2 133+3,8 60+ 3,3 19+0,6
E7 6,4+0,1 2701 12+00 1286=1 50+2,1 52+1,6 7334 13+0,0
F2 98+0,1 22+01 14+01 130,1+2 64+18 76+1,6 51+22 7+0,0
G1 53+0,1 23+x0,1 14+0,1 10461 67 +2,2 78+4,2 205+2,1 14+0,0
G2 6,1+00 2900 16+00 151,1+4 77+44 77+1.2 215+6,3 17+0,0
G3 6,4+0,1 29+0,1 16%+0,1 1064zx1 70+£2,2 116 £ 2,2 201+7,0 17+£0,0
G4 4,0+0,0 21+01 11+0,1 30,82 53+1,8 59+1,6 180 £ 3,2 10+ 0,0
G5 6,8+0,1 2301 16%0,1 69,51 82142 68 £ 0,6 197 +£4,2 15+0,0
G6 75%+0,1 30+x0,1 18+0,1 523+1 75+ 3,6 104 +4,1 157 £ 3,3 20+0,0
G7 6,4+0,1 28+0,1 1,7%+0,0 35,62 78+1,6 70+£2,2 214 + 4,7 17+£0,0
G8 6,8+0,1 27+01 19%0,1 526 +2 88+34 124+ 2,8 202+6,1 16 +0,6
G9 7,2%+0,1 31+0,2 18+0,1 52,12 98 £2,7 81+18 198 £ 10 16 £ 0,6
G10 7,6 £0,2 2701 18%0,1 60,1 +2 78+3,4 91+34 213 +6,8 16 £ 0,6
G1l1 7,6 £0,0 28+x0,1 21+0,1 422 +2 874,22 126 +2,4 193 £ 3,7 17+£0,6
H1l 6,6 £0,1 22+02 1,7%x0,1 389+1 56 +2,2 126 + 0,6 82+4,2 11+0,6
11 7,8+0,1 39+0,1 21+01 40,7+1 76+24 55+1,6 78+1,6 15+0,6
K1 7,8+0,1 13+x0,1 1,7+0,1 49,72 84+12 159+54 104 +1,6 15+0,0
K2 7,3+0,1 1501 19x0,1 3751 84+16 143 +2,8 109 £ 6,3 12+0,6
K3 6,3+0,2 20+£00 18+0,1 65,1+1 82 +3,7 144+ 1,6 150 £ 2,6 10+ 0,6
K4 58%0,1 2001 16%0,1 59,4+1 72 +3,7 134 +4,3 152 £ 6,8 12+0,6
L1 6,5+0,2 16+00 1,2+0,1 31,1+1 5722 148+ 2,8 60+1,8 16 +0,6
L3 53%+0,1 1,3+0,1 1,2+0,1 36,61 70+3,4 131+2,.2 54+11 16 +0,6
M1 6,3+0,1 18+0,1 18+0,1 28,11 54+272 256 £ 0,6 28+11 11+11
M2 6,4+0,1 20+£0,1 1,7%x0,1 20,2+1 72+4,0 100+1,1 86 £6,9 14+ 0,6
N1 6,5%0,2 16+0,1 1501 24,4 +2 73+£3,0 122 +2,1 67 £4,2 18+ 0,6
o1 6,5+0,2 27+01 1,7%x0,1 235%1 72+23 225+ 3,3 42 + 3,8 12+0,0
Q1 6,4+0,2 3501 21+01 48,7+1 72+1,6 5027 162 +£5,8 15+0,0
R1 9,0+0,1 41+01 21+0,0 32,70 86 = 3,8 5743 7+33 14 +0,0
S1 7,0+0,1 23+0,2 15%0,0 458 +2 79+11 243 £33 53+3,2 11+11
S2 6,5+0,2 16+00 13%01 3821 57+272 685+ 7,6 49+4,0 12+0,0
S3 81+0,1 09x00 0,801 373+1 61+18 821+9,1 57+48 9+0,0
S5 6,0+0,1 12+01 0,7%+0.1 509+1 45+11 698 +9,9 40 £ 3,7 14 +0,0
S6 7,3x0,1 10+£0,1 10x0,1 429+1 47+3,2 117913 39+1,2 12+1,0

(Continua)
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Tabela 5. Continuagéo...

Composto*
Amostra
K1t Cat Mg? Na2? Zn? Fe2 Mn?2 Cu?
Ul 8,6+0,1 2,1+0,1 1,7+0,1 181,10 71+1,6 112+1,6 55+ 3,7 10£0,6
Vi 74+02 34x02 24+01 2992 78+1,2 57+34 128 +1,2 13+0,6
X1 63+00 2601 21%00 31,1+1 69 + 3,6 46 +£31 127 +7,4 12+0,6
Z1 76 +0,0 13+0,1 19%01 3851 88+33 165 +6,0 65+19 12+0,6
AAl 51+0,1 14+0,1 1,2+0,1 445 +0 59+0,6 108 + 6,3 94 +1,6 11+0,6
AA2 7,0+£0,1 1,2+0,1 1,4+0,0 4281 65+21 138+4,4 107 £5,9 20+ 0,6
AB1 6,9+0,1 1,5+0,0 1,4+0,0 40,11 55+1,6 135+4,3 48 £ 3,2 14+0,6

AC1 51+02 18+01 13+*0,1 364+1 49+1,1 196 + 6,2 36+2,8 12+0,0
AC2 53+0,2 15+01 14+01 36,32 41 +3,2 212+49 27+1,6 13+0,0
AC3 51+02 1500 12+0,1 457 %2 3016 197 £ 5,6 26+0,6 13+0,0
AD1 63+01 18+00 18+0,1 406+1 40+1,6 280+6,1 71+43 11+0,6
AD2 57+01 1,7+00 14+01 57,6 +2 33+3,3 183+ 3,2 56 +4,7 11+0,6

Max. 98+0,1 41+x01 24+01 3742+2 106%3,6 1179 +13 215+6,3 20+0,6
Min. 34+01 09+00 06+0,0 20,2+1 30+1,6 46+ 3,1 21+0,6 7+0,0

*K: potéssio; Ca: calcio; Mg: magnésio; Na: sédio; Zn: zinco; Fe: ferro; Mn: manganés; Cu: cobre.
1 resultados em g/Kg, em base seca; 2 resultados em mg/Kg, em base seca.

Teores variaveis de potassio (1,4-20 g/Kg), célcio (0,2-4,7 g/Kg), magnésio
(0,2-3,6 g/Kg), sbdio (<0,004-1466 mg/Kg), zinco (30-250 mg/Kg), ferro (11-552
mg/Kg), manganés (12-211 mg/Kg) e cobre (2-25 mg/Kg) foram observados em PAD
coletado em diferentes paises (FUNARI et al.,, 2003; CARPES et al., 2009;
BOGDANOV, 2012a; MORGANO et al., 2012; YANG et al, 2013). Os resultados do
presente estudo estdo de acordo com a literatura consultada, exceto os contetdos
de manganés (trés amostras com teor acima de 211 mg/Kg) e, principalmente, de
ferro (quatro amostras com teor acima de 552 mg/Kg). Morgano et al. (2012)
identificaram variacdes no conteudo de minerais, de acordo com o local onde o PAD
foi produzido, bem como com a estacdo do ano em que ocorreu a coleta. Yang et al.
(2013) afirmaram que o teor de minerais nos gréos de polen pode variar conforme a
espécie vegetal, origem geografica e composi¢ao do solo.

Com base na ingestéo diaria recomendada (IDR) de magnésio, ferro, zinco,
manganés e cobre, para adultos, considerando uma porcdo de 25 g de PAD,
algumas amostras foram classificadas como “fonte”, isto &, fornecem pelo menos
15% da IDR, e outras como “alto conteudo”, visto que fornecem acima de 30% da
IDR de referéncia por porcdo (BRASIL, 2005; BRASIL, 2012). Na Tabela 6 é
apresentado o percentual de amostras que podem ser consideradas “fonte” ou “alto

conteudo” dos cinco minerais mencionados.



160

Tabela 6. Percentual das 56 amostras de polen apicola desidratado consideradas
“fonte” ou “alto conteudo”, para adultos, de magnésio (Mg), ferro (Fe), zinco (Zn),
manganés (Mn) e cobre (Cu), em uma porgéo de 25 g.

Mg Fe Zn Mn Cu
(260 mq) (14 mq) (7 mq) (2,3 mg) (0,9 mg)
Fonte 549 68% 93% 98% 100%
(acima de 15%)
Alto conteudo - 25% 20% 91% 89%

(acima de 30%)

Em quatro amostras, o conteudo de ferro foi tdo significativo que uma porcao
de 25 g supre 100% da necessidade diaria de um individuo adulto (S2: 17 mg; S3:
21 mg, S5: 17 mg, S6: 29 mg/porcao). Estas amostras foram coletadas no mesmo
apiario, localizado em S&o Paulo, durante o outono e inverno de 2013 (entre os
meses de maio a agosto). Nestas amostras predominou o tipo polinico Alternanthera
(S2: 43,2%; S3:. 93,3%; S5: 78,9%; S6: 94%), que ocorreu apenas nestes quatro
produtos.

Com relacao aos teores de cobre, manganés e zinco, um grande nimero de
amostras (100%, 98% e 93%, respectivamente) continha acima de 15% da IDR para
adultos, portanto, a inclusdo de PAD na dieta poderia contribuir como uma
importante fonte destes compostos, especialmente de manganés e zinco, cuja
deficiéncia € mais comum. Os produtos de origem animal, principalmente as carnes
vermelhas, sdo as principais fontes de zinco na dieta dos brasileiros (PEREIRA,;
HESSEL, 2009), de modo que a ingestao insuficiente deste mineral pode ocorrer em
vegetarianos, para os quais a inclusdo de PAD como alimento seria interessante.
Quanto ao manganés, as leguminosas, especialmente o feijdo, e o café sdo as
principais fontes deste mineral na dieta da populacdo no Brasil, porém, estima-se
que o consumo deste mineral esteja abaixo do recomendado, especialmente em
mulheres (PANZIERA et al., 2011), sendo o PAD um alimento que poderia contribuir
para uma ingestao adequada deste composto.

A legislacdo brasileira ndo determina a IDR de potassio, porém, estima-se
que no Brasil a prevaléncia de ingestdo inadequada deste mineral € alta,
considerando-se o que a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estabelece 3,51
g/dia como o ideal (ARAUJO et al., 2013; WHO, 2012). Uma porcao de 25 g das
amostras de PAD em estudo fornece de 3 a 7% do recomendado de potassio.

Quanto ao teor de sodio, atualmente, ha uma preocupacao com a ingestdo acima do
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ideal, muitas vezes relacionada ao consumo de alimentos processados e
industrializados. Uma porcdo de 25 g das amostras de PAD analisadas fornece,
apenas, de 0,03 a 0,5% da ingestdo maxima de 2 g/dia de sodio recomendada pela
OMS (WHO, 2012).

3.1.2 Indicadores de potencial bioldgico

Na Tabela 7 sdo apresentados os teores de fendlicos totais e flavonoides
totais das amostras, e na Tabela 8 € apresentada uma comparacdo destes
resultados com a literatura consultada, pela qual se pode ver que os dados séo, de
maneira geral, similares. Embora o método de Folin-Ciocalteu ndo seja especifico
para compostos fendlicos, visto que certas substancias como acido ascorbico,
aminas, carboidratos e compostos contendo enxofre também reagem com os acidos
fosfomolibidico e fosfotunguistico (HUANG; OU; PRIOR, 2005), este método tem
sido amplamente utilizado para sinalizar o teor de fendlicos totais em amostras de

alimentos, assim, os valores encontrados foram tratados como tal.

Tabela 7. Teor de fendlicos totais e flavonoides totais de 56 amostras de
polen apicola desidratado produzidas em nove Estados brasileiros.

Fendlicos totais Flavonoides totais

Amostra

(mg EAG/g) (mg EQ/g)
Al 12,15+ 0,16 1,98 + 0,07
B1 8,89 + 0,08 2,02 +0,01
Cc1 25,14 + 0,08 4,62 + 0,06
c2 20,19+ 0,13 4,07 + 0,10
C3 19,18 + 0,19 5,82 + 0,05
D5 9,28 + 0,01 3,66 + 0,06
E1l 6,71+ 0,13 1,59 + 0,05
E2 19,01 + 0,25 8,66 + 0,15
E3 19,04 + 0,75 9,44 + 0,46
E4 14,50 + 0,33 4,92 + 0,16
E5 12,96 + 0,19 6,25 + 0,06
E6 8,13+ 0,13 2,62+0,13
E7 12,78 + 0,17 1,69 + 0,03
F2 6,98 + 0,04 2,24 + 0,01
Gl 7,28 £ 0,28 1,99 + 0,04
G2 6,48+ 0,17 0,93 + 0,03
G3 8,45+ 0,32 1,27 + 0,01
G4 7,11+0,10 1,90 + 0,06
G5 8,56 + 0,13 3,71+ 0,04

(Continua)
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Amostra

Fendlicos totais

Flavonoides totais

(mg EAG/g) (mg EQ/Q)

G6 14,87 + 0,35 3,87+ 0,06
G7 7,05+ 0,20 1,06 + 0,02
G8 8,12+ 0,20 1,30 + 0,06
G9 7,39 + 0,04 2,61+0,08
G10 8,68+ 0,33 4,30 £ 0,14
G11 9,62 +0,17 2,54 + 0,09
H1 13,36 + 0,60 1,29 + 0,04
11 14,34 + 0,07 4,01+ 0,20
K1 11,37 £ 0,43 3,31+0,12
K2 9,62 + 0,03 2,22+ 0,09
K3 10,05 + 0,12 2,12+ 0,04
K4 10,80 + 0,27 3,32+0,05
L1 13,07 £ 0,19 1,88 + 0,02
L3 29,24 + 0,31 17,49 + 0,12
M1 16,89 + 0,33 1,15 + 0,07
M2 19,10 + 0,33 3,14 +0,22
N1 10,27 + 0,36 4,01+0,14
01 12,91 + 0,80 4,18 + 0,30
Q1 11,56 + 0,16 3,42+0,26
R1 15,24 + 0,61 10,73 + 0,66
S1 15,88 + 0,16 1,58 + 0,07
S2 15,40 + 0,25 1,66 +£0,11
S3 13,78 + 0,23 0,98 + 0,07
S5 12,82 + 0,07 0,35+ 0,01
S6 14,04 + 0,19 1,80 + 0,01
Ul 7,68+0,17 5,50 + 0,24
V1 10,32 + 0,09 1,38 + 0,01
X1 11,04 £ 0,01 1,97 £ 0,11
z1 16,67 + 0,25 1,30+ 0,12
AAl 14,97 £ 0,42 4,37 +0,13
AA2 19,32 + 0,41 7,12+0,15
AB1 20,85+ 0,20 6,83+ 0,13
AC1 18,37 £ 0,26 4,53+ 0,07
AC2 18,55 + 0,43 4,79 + 0,09
AC3 18,74 + 0,44 4,84 +0,10
AD1 20,48 + 0,29 4,25+ 0,03
AD2 18,20 + 0,45 3,84 + 0,08
Maximo 29,24 + 0,31 17,49 + 0,12
Minimo 6,48+ 0,17 0,35+ 0,01

A contribuicdo dos flavonoides no teor
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de fendlicos totais variou,

consideravelmente, entre as amostras, de 3%, em um PAD coletado em Sao Paulo

(S5: heterofloral com predominancia de Alternanthera e Vernonia); a 72%, em um
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produto oriundo do Rio Grande do Norte (U1l: monofloral de Mimosa verrucosa). Em
média, o conteudo de flavonoides representou 27% do teor de fendlicos totais das

amostras.

Tabela 8. Teor de fendlicos totais (mg EAG/g) e de flavonoides totais (mg EQ/g) em
amostras de pdlen apicola desidratado produzidas em diferentes Estados brasileiros
e comparacao com a literatura.

. Presente Referéncias
Parametro estudo A B C D E = G
Fendlicos Max. 29,24 13,78 36,71 132,39 4595 16,80 19,80 24,60
totais Min. 6,48 6,90 536 14,31 16,08 1050 12,90 13,76
Média 13,35 9,00 15,77 44,28 - 12,88 16,40 19,66
Flavonoides Max. 17,49 6,87 27,22 - - - 7,10 6,90
totais Min. 0,35 3,46 0,63 - - - 450 2,52
Média 3,64 4,99 7,88 - - - 580 4,40

(A) Neves et al. (2009), amostras de Contagem/MG, Saude/BA, Sao Cristévao/SE e Macei6/AL;
(B) Vecchia et al. (2009), amostras de Mandirituba/PR;

(C) Menezes (2010), amostras de Alagoinhas/BA;

(D) Nogueira et al. (2012), amostras de Portugal;

(E) Morais et al. (2011), amostras de Portugal;

(F) Féas et al. (2012), amostras de Portugal;

(G) Arruda et al. (2013b), amostras da Regido Nordeste.

Considerando-se o conteiddo médio por Estados, hd uma tendéncia a
maiores valores de fendlicos totais em amostras do Parana, Mato Grosso do Sul e
Rio Grande do Sul, sendo que o maior teor destes compostos (L3: 29,24 + 0,31 mg
EAG/g) foi encontrado em uma das amostras coletadas no Estado do Rio Grande do
Sul. Quanto ao teor de flavonoides totais, a tendéncia € que os maiores valores
sejam encontrados em PAD do Rio Grande do Sul e Parana. Na Figura 2 é

apresentado o teor médio de compostos por Estados brasileiros.

20

16,52 17,13 16,67

RS (n=95C (n=1PR (n=4) SP BA SE (n=1) RN MT MS
(n=22) (n=15) (n=2) (n=1) (n=1)

OFenolicos B Flavonoides
Figura 2. Teor médio de fendlicos totais e flavonoides totais em amostras de pdlen
apicola desidratado agrupadas por Estados.
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Nas amostras coletadas na Regido Sul, os valores de fendlicos totais ficaram
abaixo do observado por Carpes et al. (2008), em 36 amostras (19,28 a 48,90 mg
EAG/Qg), e por Arruda (2013), em 13 amostras (24,55 a 70,04 mg EAG/g), ambos o0s
trabalhos com PAD coletado na Regido Sul. Porém, quanto ao teor de flavonoides
totais, os resultados deste estudo estdo dentro do constado pelos autores, de 2,10 a
28,33 mg EQ/g (CARPES et al., 2008) e de 3,60 a 36,85 mg EQ/g (ARRUDA, 2013).
As diferengas observadas entre amostras coletadas no mesmo Estado ou Regi&o
podem estar relacionadas a origem botanica, bem como com as condi¢des
climaticas no momento da producdo do grdo de podlen pelo vegetal (ALMARAZ-
ABARCA et al., 2008; MORAIS et al., 2011).

Os compostos quantificados por HPLC-DAD representaram de 0,5 a 42% do
teor de fendlicos totais, sendo que apenas os flavonoides identificados por
cromatografia representaram de 0,3 a 26% do teor de fendlicos (Tabela 9, Tabela
10). Uma analise geral dos cromatogramas sinaliza uma predominancia de
flavonoides em relacé@o a outros compostos fendlicos, como os acidos fendlicos, isto
porque a maioria dos picos ocorreu entre 30 e 40 min e, principalmente, apés 50
min, quando a composi¢do da fase mével favoreceu a eluicdo de compostos de
menor polaridade. No gradiente utilizado, quanto mais polar o composto, mais rapida
a eluicdo, e sabe-se que os &cidos fendlicos tém alta polaridade, enquanto os
flavonoides tém, em relacdo a estes, menor polaridade (ANGELO; JORGE, 2007,
CARPES, 2008). Na Figura 3 é apresentado um cromatograma da amostra N1, o
qual representa o perfil cormatografico complexo observado em todas as amostras.

A rutina foi o principal composto nas amostras, presente em 68% destas. O
maior teor de rutina foi observado em um PAD heterofloral com predominancia de
Eupatorium e Piper, coletado no Estado de S&o Paulo (D5: 236,93 + 1,3 mg/100 g).
A quercetina foi o0 segundo composto de maior ocorréncia (66%), seguido do &cido
vanilico, que estava presente em 59% dos produtos analisados. O acido caféico foi o
polifenol que menos ocorreu nas amostras, sendo identificado em apenas 3,6% dos
produtos. O acido B-resorcilico foi 0 composto em maior quantidade em uma unica
amostra (N1: 381,5 + 5,69 mg/100 g, Santa Catarina, monofloral de Brassica)
enquanto os menores valores foram observados para o acido sinapico, cujo
conteado maximo foi de 0,21 + 0,01 mg/100 g (G8, Sdo Paulo, heterofloral com
predominéancia de Cecropia e Myrcia). Nas Tabelas 9 e 10 sdo apresentados o0s

flavonoides e demais polifendis identificados e quantificados nas 56 amostras PAD.



mAU
600 A

575 3

550

525 3

500 ]

475 3

450 4

400 3

375

350

325

300 4

275 3

250 4

225 4

200 4

175 4

150 4

125

100 J

753

-253

Amostra N1

|
'ﬂ |

11,“

50
254 10 ‘ 14

h | i | f f
I8 O R B W R T T

1

i
UI J|

I
i W U

(U LWMJJLJJMJM\

e e = |

165

T
0,0 50

T T
10,0 15,0

T T
25,0 30,0

T T T
350 400 450

T T T
50,0 55,0 60,0

T T
65,0 70,0

T T
80,0 85,0

T T
50,0 95,0

min

Figura 3. Perfil cromatografico de uma das replicatas da amostra de pélen apicola
desidratado de cédigo N1.
(9), &cido B-resorcilico UV Amax 293 nm, TR = 25,9 min;
(20), acido p-cumarico Amax 310 nm, TR = 32,3 min;
(11), acido ferdlico Amax 323 nm, TR = 33,4 min;
(14), rutina Amax 356 nm, TR = 45,1 min;

(18), campferol Amax 362 nm, TR = 61,6 min.

Tabela 9. Flavonodides identificados e
HPLC-DAD, com base nos padrdes.

guantificados (mg/100 g de amostra) por

Amostra Cat Epi Nar Rut Nrg Que Kae
Al 4,07+£0,3 0,52+0,0 - - - 511+0,1 -
B1 - - - 579+0,1 - - 1,33+0,0
C1 - 1,29+0,1 2,02+0,1 - - - 3,66 £0,3
Cc2 - - - - - - -
C3 - - - - - - -
D5 0,69+0,1 2,87+0,0 - 236,93+1,3 - - -
El - - - 4,63+0,3 - 7,06 £0,8 532+04
E2 - - - 8,51+0,7 - 53,73+2,4 1,50+0,0
E3 - - 0,75%+0,0 - 350+£0,3 59,13+34 1,66 £0,1
E4 - - - 4,05+0,3 18,61+0,7 30,04+1,3 -
E5 6,61 +0,2 - - - - 18,35+£0,8 8,86 £0,4
E6 - - - 499 £0,0 4,30+0,1 5,84 +£0,2 488 +0,3
E7 - - - - - 5,39+0,2 -
F2 - - - 10,24 +0,1 13,21 +0,2 862+0,1 3960+2,6

(Continua)
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Amostra Cat Epi Nar Rut Nrg Que Kae
Gl - - - 11,31+0,2 142,72+0,5 2,93+0,0 -
G2 - - - - 5,89+0,6 2,94+0,2 -
G3 - - - 3,72+0,1 4,60+0,2 - 1,80+0,1
G4 - - - 3,70£0,1 23,90+19 2,83+0,0 -
G5 - - - - - 15,47 £0,2 -
G6 291+0,3 - 10,14 1,7 - 11,83+0,1 545+0,1 -
G7 - 152+0,0 - 18,85+ 0,6 10,68 £ 0,0 4,45+0,1 3,40+£0,1
G8 - - - 36,06 +0,5 7,96 £ 0,4 - 2,23+£0,2
G9 - - - - 14,02 £0,5 7,24 +0,5 3,13+0,1
G10 1,49+0,1 1,99+0,0 - 350911 13,76 £+ 0,6 11,83+1,0 2,89+0,2
G11 - 1,15+0,0 - 54,13+0,5 10,50+0,4 10,76 0,7 244 +0,1
H1 - - 1,64 £0,0 - 11,46 £0,2 - -
11 - - - 6,37 £0,0 1,01+0,1 7,96 £0,2 -
K1 1,27 +£0,0 - 6,71+0,3 - 4,20+0,4 4,37+0,2 -
K2 - 0,89+0,1 - 49,12+ 0,7 5,54 +0,2 4,29+0,2 2,78+0,1
K3 195+0,1 - 3,17+0,1 18,58 £0,3 4,49+0,1 2,79+0,2 -
K4 20,05+0,2 - 751+0,1 3,00+0,1 7,39+0,2 6,19+0,5 -
L1 - - 0,36 £0,0 - - 15,64 £ 0,3 -
L3 1,90+0,1 - - - 88,62+36 6331+25 101,51+2,0
M1 - - - - - - -
M2 12,82+0,1 1,84+0,0 - 13,87 £0,3 - 581+0,1 -
N1 - - - 29,25+0,2 - - 1,92+0,2
o1 - - - 8,03+0,2 - 2,71+0,0 -
Q1 - - - 5,04+0,1 3,05+0,3 2,66 0,1 -
R1 - 0,44 +0,0 - 8,03+0,1 - 16,22 +0,9 -
S1 - 0,78 0,0 - 9,40 +£0,5 5,12+0,0 - 5,74 +0,3
S2 4,97 +0,4 - - 1351+0,1 - - -
S3 - - 1,82+0,1 6,93+0,1 29,18+ 2,1 3,73+0,3 -
S5 1,79+0,0 - - 3,73+x0,0 7,25+0,9 - -
S6 3,11+0,2 - - 13,51+£0,0 94,20+ 2,0 585+0,1 -
Ul - - - 9,76 £ 0,7 7,28 0,0 - 1579+1,3
V1 - - - 4,31+0,0 2,19+0,1 1,54+£0,0 -
X1 - - - 525+0,0 - - -
Z1 2,49+0,0 - - 63,66 + 0,7 1,98 £0,2 - -
AAl - - - 23,13+0,7 - 571+0,5 -
AA2 - 1,09+£0,0 - - - 4,81+0,3 2,21+0,0
AB1 - 0,98 +0,0 - - - 2,75+0,0 2,86+0,1
AC1 - - - 26,49+0,4 99,20+0,9 - -
AC2 - - - 21,97 +0,4 - 2,10+0,0 -
AC3 - - - 22,32+0,1 66,08 +2,0 - -
AD1 - - - 28,52 +0,3 - - 2,89+0,2
AD2 - - - 34,68 £ 3,1 - 2,62+0,1 -
Min. 0,69+0,1 0,44%0,0 0,36 £0,0 3,00£0,1 1,01+£0,1 1,54+£0,0 1,33+0,0
Max. 20,05+0,2 287+00 10,14+1,7 236,93+13 142,72+05 63,31+25 10151+20
Cat: catequina; Epi: epicatequina; Nar: naringina; Rut: rutina; Nrg: naringenina; Que: quercetina;

Kae: kaempferol.
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Tabela 10. Compostos fendlicos derivados do acido benzoico e do acido cindmico identificados e quantificados (mg/100 g) por
HPLC-DAD, com base nos padrdes.

Amostra AG AP ACI AV ACa AbR ASi ApC AF ASn ACi

Al - - - - - - - - - - -

Bl - - 8,91+0,10 - - - - - - - -

C1 - - - - - 194,4 + 11,2 - 7,46 £ 0,23 - - 3,58 £0,15

Cc2 - - - - - - 0,86 + 0,00 8,50 £ 0,36 - - -

C3 - - - 1,10+ 0,03 - 8,19+0,07 5,69+0,06 0,41+0,01 - - -

D5 - 2,11+ 0,02 1,70+ 0,01 0,65+ 0,02 - 541+0,08 1,63+0,04 - 2,10+£0,03 - -

El - - 3,88+£0,16 - - - - - - - -

E2 - 1,21 + 0,00 - 1,10 £ 0,04 - 5,48 £ 0,39 - - - - -

E3 - - - - - 24,43 + 3,12 - 0,31 £0,02 - - -

E4 - - - 0,94 £ 0,07 - - 2,29+£0,04 - 1,28 +0,03 - -

E5 - - - - - 61,92 +0,48 - - 1,14 + 0,07 - -

E6 - - - - - - - - - - -

E7 - - - - - 10,60+0,28 4,58+0,18 - - - -

F2 - - 4,35+0,12 1,94 +£ 0,07 - - - - - - -

G1 - - - - - - - 0,99 +0,03 - - -

G2 - - 1,28 + 0,09 1,23+0,03 - - - 1,89 £ 0,06 - - -

G3 - - - - - - - 3,59 £ 0,06 - - -

G4 - - - 1,65+ 0,07 - - - 0,70 £ 0,02 - - -

G5 - - - - - - - 5,26 + 0,25 - 0,09 £ 0,00 -

G6 - - - 2,20+0,11 - - - 4,41 + 0,06 - - -

G7 - 1,14+ 0,00 4,94 + 0,07 0,87 + 0,02 - - - 9,42 +0,17 - - -

G8 - - 4,27 £0,21 - - 70,52 +0,53 3,48 +0,08 7,11 +0,25 - 0,21+0,01 -

G9 - - 6,73 +0,05 2,90 + 0,07 - 95,78 + 9,69 - 11,51 +0,08 - - 0,69 £ 0,02
G10 - 1,25 +0,02 5,92 +0,17 1,23 +0,03 - 2,71 +0,05 - 9,29+0,19 - - 9,04 £ 0,08
Gl1 - - 4,92 +0,07 0,99+0,02 1,03+0,03 - - 8,07+0,14 - - 12,28 +0,11

H1 - - - - - - - 9,28 + 0,09 - - -

11 - - 3,82+0,10 0,82+ 0,03 - - - - - - -
K1 - - - - - - - - - - 18,86 + 0,18
K2 - - - 0,66 + 0,00 - - - - - - 21,12 +0,16

(Continua)
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Amostra AG AP ACI AV ACa AbR ASi ApC AF ASn ACi
K3 2,14+0,1 - - - - - - - - - 14,46 + 0,05
K4 - - - - - - - - - - 4,20 +0,14
L1 - 2,05 + 0,06 - - - - - - - - -
L3 - - - 3,07+ 0,04 - 4,19 +0,07 - 6,68+011 1,91+0,01 - -
M1 - - - - - - - - - - 11,77 +0,38
M2 - - - 6,55 + 0,06 - - 14,84+0,22 0,46 + 0,02 - - -
N1 - - - - - 381,5 + 5,69 - 1,61+0,06 18,98 +0,01 - -
o1 - - 3,43 0,11 - - - - 0,65 + 0,06 - - -
Q1 - - 3,13+£0,06 1,61+0,05 - - - - - 0,06 + 0,00 -
R1 - - - 0,90 + 0,07 - - 1,60 +0,11 - 1,27+0,01 0,18 +0,04 -
s1 - - - 1,08 + 0,05 - - - - 0,87 + 0,02 - -
S2 1,50 +0,1 - - 3,68+ 0,01 - 7,60+0,11 - 0,96 + 0,04 - - -
S3 - - - 7,77 £0,12 - - - - - - -
S5 - - - 2,08 + 0,03 - 7,68+0,14 - - - - -
S6 - 3,15 + 0,09 - 4,09 + 0,08 - - - - - - -
U1 - - 427+010 1,64+007 - - - - - - -
V1 - - 3,25+0,06 1,63 +0,03 - - - - - - -
X1 - - 2,60 + 0,02 - - - - - - -
z1 - - - 1,64 + 0,02 - - - 1,22 +0,01 - - 7,61+0,31
AAL - - - 0,61+ 0,01 - - - 0,68+0,08 0,90 0,03 - -
AA2 - - - 2,03+0,03 517+05 11,78+0,12 - 0,32 0,05 - - -
AB1 - - - 3,46+ 0,11 - - 3,42 +0,06 - - - -
AC1 - 1,22 +0,03 - - 14,75+0,18 - 0,60+0,00 0,74 +0,05 - -
AC2 - 1,14 + 0,03 - 0,64 + 0,04 - 17,70 + 0,14 - 1,33 +0,03 - - -
AC3 - 1,57 +0,02 - 592+0,18 - 11,83 +0,17 - - - - -
AD1 - - - 523+023 085+01 16,24+1,37 - 1,12+0,03  1,65+0,09 - -
AD2 - 1,55 + 0,03 - 0,66 + 0,01 - 11,25 + 0,41 - 0,67 +0,00 - - -
Min. 1,50+0,1 1,14+000 128+009 061+001 085+01 2,71+005 086+000 0,31+002 074+005 006+000 0,69 :+0,02
Max. 214+01 3,15+009 891+010 7,77+012 517+05 3815+569 14,84+0,22 115+0,08 1898+001 021+0,01 21,12+0,16

AG: &cido galico; AP: &cido protocatéquico; ACI: acido clorogénico; AV:

acido vanilico: ACa: acido caféico; AbR:

ApC: acido p-cumarico; AF: &cido ferulico; ASn: acido sinapico; ACi: acido cinamico.

acido B-resorcilico: ASi: acido siringico;
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Ulusoy e Kolayli (2014), em trinta amostras de PAD produzidas na Turquia,
identificaram os &cidos galico, protocatéquico, clorogénico, vanilico, caféico,
siringico, p-cumarico, ferulico e trans-cindmico, em quantidades que variaram de
4,73 a 259,53 pg/l00 g de PAD, além dos flavonoides epicatequina, rutina e
guercetina, cujas concentragoes variaram de 25,59 a 692,85 ug/100 g de amostra.
Os autores sugerem que certos compostos fendlicos poderiam servir como
marcadores para determinar a origem botanica do PAD, algo que, de acordo com
Kaskoniené e Venskutonis (2010), ja é feito com o mel. Mas, para tal, € necessério
identificar compostos especificos, pois alguns polifendis sdo comuns a muitas
espécies vegetais. Freire et al. (2012) pesquisaram a ocorréncia de certos
flavonoides em 25 amostras de PAD coletadas na Bahia e concluiram que os
compostos isoquercetina, quercetina e isoramnetina ndo poderiam ser considerados
marcadores taxondmicos, pois estavam presentes em mais de 90% das amostras de
diferentes origens botanicas.

Fanali, Dugo e Rocco (2013) analisaram amostras heteroflorais de PAD e
identificaram nove compostos fendlicos: acido p-cumarico, acido o-cumarico, acido
ferdlico, acido cindmico, miricetina, quercetina, naringenina, hesperidina e campferol.
Negri et al. (2011) analisaram amostras heteroflorais produzidas no municipio de
Pindamonhangaba/SP e identificaram flavonois glicosideos derivados de quercetina,
campferol e isoramnetina, uma chalcona e derivados de acido cinamico. Tavdidishvili
et al. (2014) analisaram amostras de PAD produzidas nos EUA e identificaram os
compostos naringina, rutina e quercetina, cujo montante representou 20% do
conteudo de flavondides nas amostras. No presente estudo, os flavonoides
identificados por HPLC-DAD representaram de 1 a 79% do teor de flavonoides totais
por espectrometria.

Lv et al., (2015) analisaram uma amostra de PAD monofloral de Brassica
campestris L. e identificaram os compostos quercetina e campferol em teores de
0,97 a 23,44 mg/g de amostra. Ketkar et al. (2014), em estudo realizado com PAD
monofloral de Brassica juncea, confirmaram a presenca de quercetina e campferol,
mas em menor quantidade: 0,05 e 0,06 mg/g de PAD, respectivamente. No presente
estudo foram analisadas cinco amostras monoflorais do género Brassica (C1, C2,
C3, N1, 0O1), em duas delas o campferol estava presente (C1: 3,66 mg/g; N1: 1,92
mg/g) e em apenas uma a quercetina foi identificada (O1: 2,71 mg/g). E possivel que

as espécies do género Brassica, nas amostras do presente estudo, sejam diferentes
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das citadas acima, o que poderia explicar a presenca ou nao desses flavonoides.
Ademais, mesmo se alguma das espécies nas amostras C1, C2, C3, N1 e O1 fosse
a mesma dos trabalhos acima, deve-se considerar que, em uma espeécie vegetal,
determinado polifenol pode ou ndo estar presente a certa altura, uma vez que a
sintese de um metabdlito secundéario pode ocorrer apenas em resposta a algum
estimulo (FREIRE et al., 2012).

3.1.2.1 Capacidade antioxidante do extrato etandlico de PAD

Na Tabela 11 é apresentada a capacidade antioxidante das amostras por

ambos os métodos (método DPPH em umol equivalentes de Trolox/g e em ECso).

Tabela 11. Capacidade antioxidante pelo método DPPH e pelo método
ORAC de 56 amostras de polen apicola desidratado.
Capacidade antioxidante

Amostra DPPH ORAC
umol ET/g ECso umol ET/g
Al 29,44 £ 0,56 2,42 = 0,07 222,49 £ 9,59
Bl 17,17 £ 0,84 4,64 +0,11 166,71 + 2,82
C1 150,95+ 1,48 0,42 £ 0,00 388,06 £ 13,7
c2 114,47 + 1,34 0,54 + 0,01 306,24 + 3,26
C3 94,78 £ 1,26 0,64 £ 0,01 342,56 + 10,5
D5 33,15+ 0,50 1,86 + 0,02 305,55 +9,94
El 19,10 £ 0,75 3,57 £ 0,06 174,55 + 7,53
E2 139,70 £ 4,53 0,45+0,01 562,98 £ 15,4
E3 133,33+ 4,16 0,48 £ 0,01 525,44 + 8,48
E4 88,17 £ 1,23 0,77 £ 0,00 329,55+ 2,14
E5 53,50 + 1,86 1,17 £ 0,02 324,10 £ 6,35
E6 36,19 £ 0,83 1,80 £ 0,05 249,55 + 3,63
E7 54,39 £ 1,35 1,13+ 0,03 375,65+10,4
F2 2450+1,11 3,28 £ 0,08 257,32 £ 14,9
Gl 16,41+ 0,73 4,32 +£0,18 221,53 £ 9,09
G2 22,40 £ 1,10 2,70 £ 0,04 208,98 £ 1,60
G3 39,93 +£0,63 1,58 £ 0,02 233,82 + 13,6
G4 14,11 + 0,25 4,94 + 0,08 279,78 £ 4,15
G5 30,85+ 0,28 2,08 £ 0,03 257,07 £13,9
G6 39,10 £ 0,39 1,59 + 0,02 197,28 + 3,72
G7 33,28 £0,44 2,03 £ 0,07 228,75 £ 6,89
G8 28,86 + 0,68 2,36 £ 0,06 246,15 £ 10,3
G9 23,24 £0,12 3,00+ 0,04 200,20 £ 5,99
G10 29,20+ 0,31 2,27 +0,10 214,25 + 3,33
G1l1 38,99 £ 0,16 1,60 + 0,03 196,04 + 6,30
H1 154,73 + 4,53 0,38 £ 0,02 285,82 £ 16,5
11 19,54 + 0,30 3,29+ 0,05 195,61 + 3,95
K1 42,17 £ 0,83 1,57 £ 0,02 330,88 = 7,97
K2 40,06 £ 0,79 1,98 £ 0,02 280,02 £ 10,6

(Continua)
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Tabela 11. Continuag&o...

Capacidade antioxidante

Amostra DPPH ORAC
umol ET/g ECso umol ET/g

K3 31,52+0,81 2,19+0,05 268,28 + 6,34
K4 45,24 + 0,58 1,53+ 0,02 288,49 + 16,9
L1 53,83+ 1,60 1,10 £ 0,02 325,46 + 8,25
L3 102,71 £ 0,42 0,60 = 0,00 545,93 + 29,5
M1 63,77 £ 1,30 0,97 £ 0,02 205,66 + 9,38
M2 31,09 + 0,98 1,97 £ 0,06 237,46 + 2,19
N1 36,09 + 1,60 1,80 = 0,05 249,95 + 13,6
o1 57,35+ 4,35 1,09 £ 0,10 231,09+124
Q1 20,76 £ 0,58 3,02+0,18 144,47 £ 9,63
R1 32,88+ 0,28 1,95+0,14 182,97 £ 14,4
S1 19,88 £ 0,31 3,21 +£0,07 228,62 +125
S2 41,13 + 0,53 1,54 + 0,02 243,24 + 3,70
S3 18,38 £ 0,34 3,79+0,14 161,89 £ 5,18
S5 10,14 + 0,16 6,87 + 0,30 228,33 +4,95
S6 12,75+ 1,15 5,01+ 0,42 207,40 + 1,49
Ul 26,31+1,12 2,66 £0,11 247,38 +£13,9
V1 9,43+ 0,37 7,91 +0,04 133,15+ 2,38
X1 11,38 £ 0,41 6,14 £ 0,05 152,98 £ 1,59
Z1 36,17 £ 0,18 1,68 + 0,09 355,92 + 6,20
AAl 20,85+ 0,79 3,02+0,12 249,14 + 4,47
AA2 58,04 + 1,78 1,04 +£ 0,06 346,63 + 14,9
AB1 81,23 +1,59 0,73+ 0,04 375,11 + 3,22
AC1 24,48 + 0,78 2,61+£0,09 365,05 + 11,5
AC2 35,04 £ 0,27 1,77 +0,01 320,86 + 8,47
AC3 35,64 +£0,42 1,74 £ 0,03 311,17 +10,8
AD1 31,18 £ 0,23 1,99 + 0,02 295,04 £ 5,36
AD2 26,29+1,19 2,35+0,09 279,85+ 15,9
Maximo 154,73 + 4,53 7,91 + 0,04 562,98 + 15,4
Minimo 9,43 +0,37 0,38 + 0,02 133,15 + 2,38

A amostra com maior capacidade antioxidante, pelo método DPPH, foi uma
heterofloral com predominancia de Mimosa scabrella e Brassica, produzida no
Parana (H1); enquanto a amostra com a menor capacidade foi coletada na Bahia e
classificada como monofloral de Cocos nucifera (V1). Também na amostra V1 foi
observada a menor capacidade antioxidante pelo método ORAC, ja o maior valor foi
constatado em uma amostra oriunda da Bahia e classificada como heterofloral, com
predominancia de Eucalyptus e Mimosa caesalpiniaefolia (E2). Variagbes entre 0s
métodos podem estar relacionadas as diferentes espécies reativas (DPPH: DPPHe;
ORAC: radical peroxila) e esquemas (DPPH: ndo competitivo; ORAC: competitivo).
Cada antioxidante possui uma capacidade intrinseca de desativar ou ndo as
espécies reativas, relacionada a caracteristicas fisico-quimicas da molécula e ao
meio onde ocorre a reacdo (CAMPOS et al., 2008; OLIVEIRA; BASTOS, 2011).
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Em estudo realizado por Freire et al. (2012), a capacidade antioxidante, em
ECso, de 25 amostras de PAD coletadas no Estado da Bahia variou de 10,7 a
209,1 mg/mL pelo método DPPH, de modo que estes valores sado superiores ao
observado no presente estudo nas amostras coletadas neste mesmo Estado (0,45 +
0,01 a 7,91 + 0,04 mg/mL). E importante considerar que, quanto maior o valor de
ECso, menor a eficiéncia da amostra em desativar o radical, portanto, as amostras
deste estudo possuem capacidade antioxidante bastante superior ao observado por
Freire et al. Por outro lado, em PAD coletado na Bahia, Arruda (2013) constatou
ECso entre 1,30 e 5,74 mg/mL, de modo que os dados deste estudo estdo mais
proximos aos observados por esta autora.

Arruda (2013) analisou amostras coletadas no Estado de Sergipe (1,38 a
6,24 mg/mL), Rio Grande do Norte (4,25 e 8,08 mg/mL), Sdo Paulo (0,70 a 4,61
mg/mL), Mato Grosso (8,68 a 13,42 mg/mL), Santa Catarina (1,41 a 2,28 mg/mL) e
Rio Grande do Sul (0,40 a 2,21 mg/mL). Na Figura 4 é possivel observar que para
alguns Estados (Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Sado Paulo, Bahia e Sergipe) os
valores deste estudo foram semelhantes aos observados por Arruda (2013),

enguanto para outros os valores divergiram (Rio Grande do Norte e Mato Grosso).

7,91

O R, NWDH O ON

RS (n=9) SC (n=) PR (n=4) SP (n=22) BA (n=15) SE (n=) RN (n=2) MT(n=) MS (n=)
O Maximo B Minimo

Figura 4. Valor maximo e minimo da capacidade antioxidante pelo método DPPH
em amostras de pdlen apicola desidratado agrupadas por Estados

Os maiores valores pelo método ORAC (E2: 562,98 + 15,4; E3: 525,44 +
8,48; L3: 545,93 + 29,5 umol ET/g) foram observados nas duas amostras com acima
de 60% de polen de Eucalyptus em sua composicdo (E2 e E3) e na amostra com
elevada participacdo do género Myrcia (L3: 92,5%). Estes resultados sinalizam a
necessidade de um estudo mais aprofundado de amostras monoflorais destes tipos

polinicos com vistas a producdo de PAD de elevada capacidade antioxidante. Os
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trés menores valores (133,15 + 2,38 a 152,98 + 1,59 umol ET/g) foram observados
em amostras com predominancia de pdlen de Cocos nucifera (V1, Q1, X1). Arruda et
al. (2013b), em amostras de PAD com predominancia de Cocos nucifera,
constataram capacidade antioxidante de 195,15 a 294,69 umol ET/g.

A média dos valores observados pelo método ORAC (273 umol ET/g) foi
maior que o de frutas in natura, como o morango (43,02 umol ET/g) e a maca (30,49
umol ET/g), e das "berries”, como a framboesa-preta (raspberry) (192,20 umol ET/g),
o mirtilo (blueberry) (96,21 umol ET/g) e o oxicoco ou mirtilo-vermelho (cranberries)
(90,90 umol ET/g) (USDA, 2010). Gongalves (2008) analisou 16 frutas nativas do
Brasil e observou valores de 82 a 790 umol ET/g, sendo o maior na camu-camu
(Myrciaria dubia) e o menor no buriti (Mauritia flexuosa), enquanto Astrocaryum
aculeatum (tucuma), Passiflora ligularis Juss (granadilha) e Solanum sessiliflorum
(manéa-cubiu) apresentaram, respectivamente, 215, 218 e 320 umol ET/g, dos quais
a média do presente estudo se aproxima.

A andlise de correlacdo de Pearson indicou que entre a capacidade
antioxidante e o teor de fendlicos totais ha média ou forte correlagdo (DPPH:
r=0,5692, p=0,000; ORAC: r=0,6144, p=0,000) e com o teor de flavonoides totais a
correlacao, também, é média ou forte (DPPH: r=0,4656, p=0,000; ORAC: r=0,6405,
p=0,000). Os resultados corroboram com estudos em que se identificou correlacao
positiva entre o teor de fendlicos, especialmente de flavonoides, e a capacidade
antioxidante do PAD (LEBLANC et al., 2009; MENEZES et al., 2010; LOPES et al.,
2011; MOHDALY et al., 2015).

Dos polifendis identificados, apenas a quercetina parece ter influenciado de
maneira positiva na capacidade antioxidante do PAD. Houve forte correlagdo deste
composto com os valores do método ORAC (r=0,6570, p=0,000) e correlacdo média
com os resultados do DPPH (r=0,4873, p=0,000). A acdo antioxidante dos
flavonoides depende do arranjo dos grupos funcionais e do numero de grupos
hidroxila (OH) na molécula (PIETTA, 2000; HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002).
A quercetina € um pentahidroxi flavonol com um dos grupos OH na posi¢cao 3, uma
dupla ligacdo entre as posi¢cbes 2,3 em conjugacdo com a funcdo 4-oxo no anel
pirano e um grupo 3’,4’-catecol no anel B, o que confere, em relacdo a moléculas
sem essa configuragdo, maior capacidade para desativar espécies reativas, como 0
radical peroxil utilizado no método ORAC (HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002).



174

Quanto aos demais resultados, houve apenas uma correlacdo fraca entre a
capacidade antioxidante pelo método ORAC e a naringina (r=0,2360, p=0,080) e
com o acido protocatéquico (r=0,1276, p=0,349), e entre a capacidade antioxidante
pelo método DPPH e o acido p-cumérico (r=0,2897, p=0,030), a naringina (r=0,2453,
p=0,068), o campferol (r=0,1725, p=0,204) e com o acido B-resorcilico (r=0,1434,
p=0,292). Estes dados indicam que outros compostos fenodlicos tenham papel
importante na capacidade antioxidante do PAD.

Esperava-se uma maior correlagcdo entre a capacidade antioxidante das
amostras e o0s compostos identificados, especialmente a rutina, cujo elevado
potencial antioxidante ja foi reportado (YANG; GUO; YUAN, 2008). Estudos mais
aprofundados sdo necessarios para identificar um maior nimero de compostos,
avaliar o comportamento dos compostos antioxidantes na matriz alimenticia PAD e
determinar possiveis interferentes. Embora existam registros de acidos fendlicos e
flavonoides que possuem acdo antioxidante (ANGELO; JORGE, 2007; DAl
MUMPER, 2010), uma correlacdo nem sempre ocorre quando analisa-se um
alimento. Ulusoy e Kolayli (2014) identificaram em amostras de PAD nove
compostos fendlicos (seis dos quais foram constatados no presente estudo) e
capacidade antioxidante, em ECso, de 0,65 a 8,20 mg/mL, porém apenas o acido p-

cumarico teve alguma correlacdo com os valores do DPPH.

3.1.2.2 Capacidade antimicrobiana do extrato metandlico de PAD

Com relacdo a capacidade antimicrobiana, as bactérias Gram positivas
foram mais sensiveis que as bactérias Gram negativas (Tabela 12). Cabrera e
Montenegro (2013), ao analisarem PAD coletado no Chile, também observaram
maior resisténcia das bactérias Gram negativas, o que, segundo Morais et al. (2011),
pode estar relacionado a membrana externa que envolve a célula, ausente nas
bactérias Gram positivas, cuja estrutura quimica pode restringir a passagem de
agentes antimicrobianos. Com relacdo as leveduras, estas foram mais resistentes
qgue as bactérias, fato também observado por Graikou et al. (2011) ao analisarem
extratos de PAD produzido na Grécia. Os autores associaram a capacidade
antimicrobiana das amostras a acdo de certos flavonoides. A capacidade
antimicrobiana das 56 amostras de PAD em estudo frente aos 10 micro-organismos

testados é apresentada a seguir.
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Tabela 12. Concentracdo minima inibitéria (mg/mL) de amostra capaz de inibir o crescimento visivel de Streptococcus pyogenes

(Sp), Staphylococcus aureus (Sa), Escherichia coli (Ec), Klebsiella (K) e Candida albicans (Ca).

Amostra Sp ESA12  Sp 12344 Sa ESA 54 Sa 25923 Ec ESA 72 Ec 25922 K spp K 1705 Ca ESA109 Ca 60193
Al 4,2+0,7 3,3+0,3 50+0,9 3,1+0,8 6,0+0,7 45+04 6,7+0,4 4,6 +£0,2 26,2+1,3 218+15
Bl 2,1+0,8 1,7+0,7 28+04 22+04 40+0,6 28+0,7 42+04 3,0+0,4 17,1+1,5 13,8+2,2
C1 43+04 34+0,3 57%+0,5 43+0,6 58+1,1 3,6+0,2 6,8+0,7 4,2+0,6 28,8+25 206+2.1
Cc2 4,4+0,9 32+0,9 54+04 3,7+0,2 6,004 40+0,5 74+11 4,1+0,7 28,9+ 3,6 20,7+2,8
C3 44+0,9 3,0+0,5 55%201 3,2+0,3 58+0,8 4,2+0,6 7,2 £0,8 3,6+0,5 26,1+21 20,4+3,5
D5 24+0,3 1,4+0,0 28+0,2 24+05 44+04 3,2+0,4 4,1+0,0 3,1+0,2 205+35 16,5+0,4
El 3,1+0,3 19+0,5 3,6+0,7 23+0,4 52+0,2 4,0+0,2 57+05 44+04 142+25 12,7+1,3
E2 3,2+0,7 25+0,7 3404 34+0,7 51+0,8 3,5+0,6 6,1+0,4 39+0,1 16,6 £ 2,4 142+24
E3 2,0+0,6 1,2+0,2 2,7+0,8 25+0,6 33+0,5 2604 41+04 3,1+0,2 119+24 10,3+1,4
E4 3,4+0,5 20+0,3 3,7+0,1 45+0,6 55+04 39+0,3 6,2+04 46+0,8 149+ 3,6 126+ 3,6
ES 29+0,6 1,7+0,6 4,0+0,7 3,8+0,2 55+0,8 42+04 6,2+0,6 48+0,1 16,7+ 0,9 126+14
E6 2,1+04 1,3+0,1 3,8+0,5 3,2+0,3 54+0,2 46+04 58+0,4 4,6 +0,6 15,1+ 3,5 12,4+ 3,3
E7 3,2+x04 15+04 2,7+0,3 22+04 4,7+0,5 3,2+0,5 4,9+0,7 3,4+0,8 142+24 11,1+14
F2 3,5+0,7 22+0,3 56+0,9 4,6 +0,3 6,2+0,6 54+0,3 7,2+0,9 55+0,7 191+21 13,8+0,5
G1 3511 2607 52+04 41+0,2 56+0,3 45+0,3 6,2+1,0 51+1,0 136+14 104+14
G2 41+1,2 24+0,5 58+0,3 40+0,5 56+0,5 41+10 6,7+0,5 49+0,3 12,7+15 9,9+0,9
G3 3,6+0,2 21+0.3 49+0,3 3,8+0,5 50+0,8 41+1,1 59+0,6 43+0,5 134+1,0 10,2+ 0,7
G4 42+10 23+0,3 4,7+0,4 34+05 53+0,4 3,8+0,8 6,4+0,7 4,3+0,9 13,0+1,7 9,5+0,5
G5 4,2+0,8 25+0,7 4,5+0,2 3,6+0,2 54+0,3 4,2+0,6 6,2+0,6 4,1+0,6 12,1+ 2,6 9,7+0,7
G6 39+05 24+05 4,3+0,5 3,0+0,1 50+0,3 39+0,4 6,0+0,7 39+05 12,4+ 2,7 9,8+0,3
G7 4,7+1,0 43+0,5 6,2+0,8 51+10 69+0,5 58+0,6 78+0,3 6,5+0,5 21117 155+1,2
G8 59+0,7 43+0,0 72%+0,5 59+11 78+0,7 6,0+0,7 8,7+0,7 6,4+0,6 21524 159+14
G9 48+04 3,0+0,5 53+1,0 4,1+0,7 55+0,7 39+0,5 57+09 46+0,3 126+14 10,1+1,5
G10 3,605 22+05 50+0,6 3,5+0,1 51+0,3 3,3+0,5 58+0,4 4,4+0,7 11,1+1,4 98+14
G11 3,3+0,5 1,8+0,3 4,3+0,5 3,2+0,3 4,4 +0,7 33+1,0 52+1,0 4,0+0,3 10,3+1,4 8,7+1.2
H1 1,7+0,6 1,1+0,3 29+05 20+0,4 3,6+0,6 29+05 49+0,5 2,7+0,3 10,6 £1,0 12,1+0,3

11 29%0,5 20+04 3,3+0,6 3,0+£0,6 45+0,7 3,2+0,7 56+0,6 3,4+0,6 12,0+0,8 13,2+1,2
K1 2,4+0,2 1,7+0,2 3,705 24+0,5 4,2+0,8 2,7+0,8 4,7+0,7 3,704 10,0+1,1 85+04

(Continua)
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Amostra Sp ESA12  Sp 12344 Sa ESA 54 Sa 25923 Ec ESA 72 Ec 25922 K spp K 1705 CaESA109 Ca 60193
K2 23+05 16+0,1 3,6+0,2 25+0,7 40+0,5 2,7+0,3 4,6 £0,7 3,5+0,7 10,2+ 0,6 8,1+1.3
K3 2,3+0,6 16+0,3 38+0,4 3,0+£0,1 40+0,1 33+0,4 54+0,4 45+0,3 11,1+1,0 90+1,0
K4 33+04 21+0,1 4,2+0,6 3,4+£0,3 4,7+0,4 38+0,4 59+0,4 49+04 12,2+0,3 10,4+1,3
L1 3,8+0,2 26+0,2 49+0,2 3,7+04 6,3+0,6 4,7+0,7 6,7+0,6 56+0,5 12,3+ 0,7 10,3+ 0,5
L3 45+0,5 3,2+0,8 57+0,1 45+0,8 6,1+0,7 48+0,3 6,6+0,5 55+0,7 12,6 +0,8 106 +1,4
M1 52+04 39+0,6 6,7+0,6 57203 75+0,5 6,3+0,9 8,6+0,5 6,8+0,2 144+18 126 +1,3
M2 57+0,5 43+04 6,7+0,6 54+05 74+1,0 6,2+0,5 83+0,1 6,8+0,7 146 £1,7 12,3+1,4
N1 26+0,9 1,6+0,0 3,2+0,4 19+0,5 36+04 2,2+0,2 45+0,6 28+0,7 10,3+0,8 78+0,7
o1 20+0,1 1,3+0,5 2,7+0,6 16+0,2 29+05 19+04 36+04 24+0,1 94+1,0 72+1,0
Q1 22+04 1,7+0,2 3204 26+0,2 3,8+0,2 3,0+£0,5 4,0+0,2 3,1+04 106 +1,1 8,0+0,8
R1 52+04 34+0,3 58+0,5 4,2+0,5 6,2+0,7 48+0,3 6,6+0,5 55+0,1 15,4+0,9 11,8+0,1
S1 4,3+0,3 25+0,7 50+04 3,9+0,2 54+0,3 43+0,3 6,0+0,9 49+1,0 13,1+1,3 9,7+17
S2 54+0,2 3,8+0,5 57+0,4 4,7+0,5 6,1+1,0 49+0,5 75+0,5 50+0,5 13,4+ 2,7 99+1,7
S3 3,5+0,2 23+05 4,9+0,7 4,1+0,5 52+05 4,4 +0,7 6,5+0,7 46+04 12,4+1,6 94+2,0
S5 4,1+0,6 3,1+0,7 50+0,5 3,805 52+05 4,0+0,8 59+0,9 4,1+0,8 10,8 £ 0,8 8,5+0,9
S6 4,2+0,3 3,4+0,8 52+0,5 3,7+0,7 56+0,7 4,4+0,8 69+1,0 53+11 14,0+ 3,8 92+1)9
Ul 3,209 19+0,5 6,0+0,2 3,5+0,5 6,3+0,6 41+10 6,9+0,7 5509 18,5+1,0 146+1,2
V1 3,3+0,5 2204 44+04 3,1+0,7 54+0,5 43+0,7 6,0+0,5 54+0,2 13,5+1,2 10,4+1,2
X1 41+1,2 24+05 58+0,3 4,1+0,5 56+0,6 41+10 6,7+0,5 4,9+0,3 12,7+1,5 86+14
Z1 59+04 49+0,7 6,3+0,7 52+0,6 6,5+0,9 59+0,7 76+14 6,2+0,6 20,317 15,7+1,8

AAl 28+0,8 1,7+04 36+0,4 29+0,2 46 +0,5 3,7+0,3 54+0,3 4,6 +0,3 11,0+1,4 8,6+0,8
AA2 53+0,6 4,4+0,7 64+1,1 55+0,2 8,1+0,7 6,0+0,5 89+0,9 7,1+0,3 212+24 157+14
AB1 2,7+0,3 22+0,7 3,4+0,5 23%0,2 4,7+0,8 35+0,6 48+0,6 41+1,2 14,729 125+15
AC1 4,1+0,7 24+0,8 54+0,2 3,705 50+0,5 3,7+0,8 6,2+0,6 46+0,6 11,0+14 97+14
AC2 3,1+0,6 20+04 56+0,7 38+04 6,8+1,0 43+10 6,5+0,5 57+0,6 19,2+20 14,8 £ 0,7
AC3 4,2+0,8 3,1+05 55+14 4,5+0,2 58+0,5 34+11 6,1+0,9 45+0,3 144+2]1 11,1 +0,7
AD1 4,9+0,6 3,7+0,5 55+0,5 41+11 6,5+0,3 56+0,5 7,2+0,3 59+0,7 153+1,0 11,8+2,1
AD2 6,5+0,3 51+0,8 7,2+0,8 53+1,0 8,0+0,5 6,0+0,6 9,2+0,7 69+1,2 210+23 16,5+2,1
Minimo 1,7+0,6 1,1+0,3 2,7+0,6 16+0,2 29+05 19+04 36+04 24+0,1 9,4+1,0 72+1,0
Maximo 6,5+0,3 51+0,8 7,2+0,8 59+11 8,1+0,7 6,3+0,9 9,2+0,7 7,1+0,3 28,9+3,6 21,8+15
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De maneira geral, a amostra Ol1, que foi coletada em Mato Grosso e
classificada como monofloral do género Brassica, mostrou a maior acéo contra todos
0S micro-organismos testados. Por outro lado, a amostra AD2, um PAD heterofloral
com predominancia de Mimosa caesalpiniaefolia e Myrcia produzido em Séo Paulo,
apresentou a menor capacidade antimicrobiana contra bactérias, enquanto a
amostra C1, monofloral de Brassica oriunda do Rio Grande do Sul, a menor
capacidade contra leveduras. Nota-se que a capacidade antimicrobiana do PAD com
predominancia do género Brassica variou entre estes dois Estados, o que pode ter
correlagdo com compostos fendélicos presentes nas amostras.

Arruda (2013) determinou a CIM de extratos metandlicos de PAD contra
Staphylococcus epidermides, E. coli e Candida albicans. O trabalho desta autora foi
0 Unico encontrado com amostras provenientes dos mesmos Estados e analisadas,
também, por microdiluicAo em placas, assim, uma comparacdo dos resultados é
apresentada na Tabela 13. Notam-se dados semelhantes, sendo que as diferencas

podem ser atribuidas a origem botanica das amostras.

Tabela 13. Concentracdo minima inibitéria (mg/mL) das 56 amostras de podlen
apicola desidratado em estudo em comparacdo com os resultados publicados por
Arruda (2013)*.

Bactérias Gram + Bactérias Gram - Leveduras
Origem Set Sa Sa Ect Ec Ec Cat Ca Ca

ESA54 25923 ESA72 25922 ESA109 60193

RS Max. 2,50 5,73 4,53 6,53 6,27 4,76 18,83 28,94 20,71

Min. 1,30 3,56 2,37 4,00 3,96 2,69 10,23 10,03 8,07

SC Max. 2,53 3,17 1,90 6,40 3,56 2,15 18,33 10,28 7,76
Min. 1,05 - - 2,60 - - 10,40 - -

SP Max. 2,87 7,25 5,88 7,48 8,03 6,04 19,03 21,45 16,53

Min. 1,04 2,84 2,41 2,53 4,39 3,21 10,23 10,33 8,45

BA Max. 2,50 6,73 5,71 6,50 7,53 6,32 18,67 17,14 14,23

Min. 0,98 2,69 2,21 1,89 3,26 2,62 10,54 10,59 7,98

SE Max. 2,57 5,01 3,14 7,23 6,00 4.46 18,33 26,22 21,76
Min. 1,03 - - 2,27 - - 10,63 - -

RN Max. 2,70 5,96 4,59 7,07 6,28 5,38 18,60 19,14 14,56

Min. 1,13 5,57 3,52 3,93 6,22 4,14 10,58 18,48 13,76

MT Max. 2,67 2,69 1,61 7,00 2,92 1,92 17,67 9,38 7,22
Min. 1,24 - - 4,60 - - 11,33 - -

Se: Staphylococcus epidermides; Sa: Staphylococcus aureus; Ec: Escherichia coli; K: Klebsiella; Ca:
Candida albicans.

RS: Rio Grande do Sul; SC: Santa Catarina; SP: Sdo Paulo; BA: Bahia; SE: Sergipe; RN: Rio Grande
do Norte; MT: Mato Grosso.
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Pascoal et al. (2014), que testaram oito extratos metanodlicos de PAD na
inibicdo de S. aureus, Pseudomonas aeruginosa, E. coli e C. glabrata, constataram
que as cepas de S. aureus foram as mais sensiveis aos extratos, com valores de
CIM entre 1,81 e 4,28 mg/mL. Para os demais micro-organismos, 0s autores
observaram 3,71 a 6,96 mg/mL (P. aeruginosa), 4,08 a 9,42 mg/mL (E. coli) e 16,00
a 33,92 mg/mL (C. glabrata).

Pela andlise de correlacdo de Pearson, o teor de fendlicos totais nao
influenciou positivamente na capacidade antimicrobiana das amostras. Campos et
al., (2008), Carpes et al. (2008), Morais et al. (2011) e Pascoal et al. (2014)
descreveram que a capacidade antimicrobiana de extratos metandlicos de PAD
parece relacionada ndo ao todo, mas sim a compostos fendlicos especificos.

Considerando os polifendis identificados por HPLC-DAD, houve correlagao,
embora fraca ou média, entre os compostos naringina, quercetina e acido ferdlico e
a inibicdo dos micro-organismos. Houve fraca correlagdo com &cido cinamico e
naringenina apenas na acao contra as leveduras, e do acido B-resorcilico na acao
contra duas cepas Gram negativas (E. coli 25922 e Klebsiella BAA1705). Com os
demais compostos ndo houve correlagdo, ou houve correlacdo positiva de fraca a
média. Uma vez que, quanto menor a CIM, maior a capacidade antimicrobiana da
amostra; correlagdes positivas indicam que, quanto maior o teor de composto, maior
a CIM e, consequentemente, menor a capacidade antimicrobiana. Estes resultados
sugerem que compostos diferentes daqueles identificados por HPLC-DAD foram os

principais responsaveis pela inibicdo dos micro-organismos.

3.1.3 Parametros instrumentais de cor

Além de caracterizar as amostras, buscou-se correlacionar os parametros
instrumentais de cor com as outras variaveis na tentativa de propor um método
rapido para sugerir a presenca de compostos de interesse, como proteinas, minerais
e flavonoides. Houve variagcédo nos valores de L* (48,07 a 72,35), a* (1,03 a 16,90),
b* (31,72 a 63,18) e Chroma (31,74 a 64,26). Os parametros instrumentais de cor de
todas as amostras sao apresentados no Apéndice I.

Com relagdo a composicdo centesimal, a andlise de correlagdo de Pearson
indicou correlacdo média entre L*a*b* e Chroma e os valores de cinzas e entre b* e

Chorma e o teor de lipideos. Com relacdo aos minerais, houve correlagéo forte entre
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todos os parametros de cor e o conteudo de calcio e entre o parametro L* e o0s
valores de magnésio e ferro. Uma correlagdo média foi observada entre todos os
parametros de cor e o conteudo de potassio, zinco e manganés. Os valores de
L*a*b* e Chroma séo, portanto, fortes indicativos da presenca de calcio, magnésio e
ferro no PAD, sugerindo, também, o teor de lipideos, cinzas, potassio, zinco e
manganés nas amostras, embora para estes Ultimos os parametros possam ser
utilizados para sugerir, mas ndo para selecionar amostras. Na Tabela 14 é
apresentada a correlacdo entre os valores de L*a*b* e Chroma e a composicao

centesimal e contelido de minerais.

Tabela 14. Valores de correlacdo os parametros instrumentais de cor e
a composicdo centesimal e de minerais de 56 amostras de podlen
apicola desidratado.

Parametros instrumentais de cor

Variaveis [ s b Chroma
Carboidratos -0,2097 0,1947 0,0171 0,0284
p=0,121 p=0,150 p=0,900 p=0,836
Proteinas 0,2617 -0,2480 -0,1182 -0,1273
p=0,051 p=0,065 p=0,385 p=0,350
Lipideos -0,1883 0,1947 0,3990 0,3899
p=0,165 p=0,151 p=0,002 p=0,003
Cinzas 0,4960 -0,4843 -0,4815 -0,4876
p=0,000 p=0,000 p=0,000 p=0,000
Célcio 0,6658 -0,6175 -0,6270 -0,6330
p=0,000 p=0,000 p=0,000 p=0,000
Potassio 0,3508 -0,3969 -0,4806 -0,4798
p=0,008 p=0,002 p=0,000 p=0,000
Magnésio 0,6827 -0,6082 -0,5046 -0,5162
p=0,000 p=0,000 p=0,000 p=0,000
Sodio 0,2977 -0,3347 -0,3085 -0,3140
p=0,026 p=0,012 p=0,021 p=0,018
Zinco 0,5933 -0,5721 -0,3967 -0,4125
p=0,000 p=0,000 p=0,002 p=0,002
Ferro -0,6636 0,4407 0,2154 0,2317
p=0,000 p=0,001 p=0,111 p=0,086
Manganés 0,5799 -0,4756 -0,4094 -0,4166
p=0,000 p=0,000 p=0,002 p=0,001
Cobre 0,2592 -0,2006 0,0074 -0,0054
p=0,054 p=0,138 p=0,957 p=0,969

Com relacdo as propriedades biolégicas das amostras, houve correlacéo
média positiva entre os parametros b* e Chroma e o teor de fendlicos totais e
correlagdo média negativa entre os valores de L* e esse mesmo teor. Os valores de
b* indicam tonalidade amarela em todas as amostras, portanto, pode-se sugerir a

presenca de compostos fendlicos desta cor, ndo necessariamente flavonoides, visto
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gue a correlacéo entre os parametros de cor e o teor de flavonoides totais foi fraca.
Identificou-se correlagdo média entre os valores de b* e Chroma e a capacidade
antioxidante do PAD, de modo que os polifendis correlacionados com estes
parametros podem ser, também, alguns dos compostos responsaveis pela
capacidade antioxidante das amostras. Os valores destas correlagbes séo
apresentados na Tabela 15.

Tabela 15. Valores de correlacdo os parametros instrumentais de cor e

o teor de fendlicos totais, DPPH, ORAC, &cido protocatéquico, acido

clorogénico e rutina de 56 amostras de polen apicola desidratado.
Parametros instrumentais de cor

Variaveis L+ e " Chroma
Teor de -0,4297 0,3706 0,4716 0,4681
fendlicos totais p=0,001 p=0,005 p=0,000 p=0,000
DPPH -0,0713 0,0230 0,3358 0,3179
p=0,602 p=0,867 p=0,011 p=0,017
ORAC -0,2442 0,2394 0,4095 0,4014
p=0,070 p=0,076 p=0,002 p=0,002
Acido -0,5043 0,5420 0,3466 0,3662
protocatéquico p=0,000 p=0,000 p=0,009 p=0,006
Acido 0,4317 -0,4161 -0,5096 -0,5080
clorogénico p=0,001 p=0,001 p=0,000 p=0,000
Acido vanilico -0,3535 0,2263 0,0806 0,0915
p=0,008 p=0,094 p=0,555 p=0,502
Naringenina -0,3869 0,1909 -0,0090 0,0029
p=0,003 p=0,159 p=0,948 p=0,983
Rutina -0,2780 0,3166 0,2540 0,2616
p=0,038 p=0,017 p=0,059 p=0,051

Entre os acidos protocatéquico e clorogénico houve correlacdo média com
todos os parametros de cor. Acido vanilico e naringenina estavam correlacionados
com os valores de L* e rutina com o valor de a*, sempre numa correlacdo média. Por
fim, ndo houve correlacdo, ou esta foi fraca, entre os parametros de cor e a inibicdo

dos micro-organismos.

3.1.4 Analise multivariada

Diante da grande variagdo entre amostras, estas foram agrupadas e
analisadas estatisticamente quanto a Regido brasileira em que foram coletadas (SE:
Sudeste, SU: Sul, NE: Nordeste), a origem botanica (M: monofloral, H: heterofloral) e
0s tipos polinicos e, ainda, classificadas quanto a alguns parametros. As médias dos
parametros por Regides e a comparagao entre estas sdo apresentadas no Apéndice
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Il, enquanto as médias por origem botanica e a comparacéo entre estes dados sao
apresentadas no Apéndice llI.

Na comparacédo entre as médias, a Regido Sul destacou-se das demais por
apresentar maiores teores (p<0,05) de proteinas, lipideos, fendlicos totais e acido
cindmico, maiores valores (p<0,05) dos parametros b* e Chroma e, também, a maior
(p<0,05) capacidade antioxidante por ambos os métodos. Uma andlise das médias
de &cido B-resorcilico (SU: 42,86; SE: 11,88; NE: 5,75 mg/100 g) e campferol (SU:
8,21; NE: 4,39; SE:1,11 mg/100 g) indica que ha uma clara tendéncia a maiores
teores destes compostos nesta Regido, embora ndo tenha se observado diferenca
significativa (p>0,05) entre as médias.

Quanto a Regido SE, esta sobressaiu quanto ao maior conteudo (p<0,05) de
manganés. Os teores de ferro (SE: 263,08; SU: 154,79; NE: 85,22 mg/Kg), rutina
(SE: 26,40; SU: 8,79; NE: 6,23 mg/100 g) e naringenina (SE: 24,86; SU: 8,69; NE:
2,84 mg/100 g) tendem a ser maiores nesta Regido, embora a analise estatistica
tenha indicado igualdade entre as médias (p>0,05). A Regido NE destacou-se
quanto ao maior contetdo (p<0,05) de calcio, potassio, sodio e acido clorogénico e
guanto aos maiores valores (p<0,05) do parametro L*.

Nao houve diferenca estatistica (p>0,05) entre os grupos monofloral e
heterofloral, porém a diferenca relativa entre as médias indica que ha uma tendéncia
das amostras monoflorais terem maiores teores de ferro (M: 226,87; H: 150,50
mg/Kg), acido B-resorcilico (M: 33,21; H: 9,03 mg/100 g), acido siringico (M: 1,07; H:
0,49 mg/100 g), acido ferulico (M: 1,14; H: 0,25 mg/100 g), naringenina (M: 17,65; H:
10,44 mg/100 g), quercetina (M: 9,20; H: 6,58 mg/100 g) e campferol (M: 6,80; H:
2,41 mg/100 g) e maior capacidade antioxidante pelo método DPPH (M: 52,45; H:
41,59 umol ET/g). Em contrapartida, nota-se que as amostras heteroflorais tendem a
ter maiores teores de manganés (H: 100,99; M: 79,12 mg/Kg), acido clorogénico (H:
1,44; M: 0,74 mg/100 g) e rutina (H: 19,40; M: 8,95 mg/100 g).

Aplicando-se a PCA foi possivel avaliar o comportamento das amostras e
grupos (monofloral x heterofloral, regides brasileiras e tipos polinicos) com base na
analise de correlacdo. Na Tabela 16 sdo apresentados os fatores de carregamento
da PCA. Nota-se que trés componentes principais explicam 67,98% das variacdes
no conjunto de dados, porém, 53,92% da variabilidade ja é explicada em uma
projecdo bi-dimensional, assim, fez-se uma apresentacdo grafica em duas

dimensdes e a discussédo dos componentes principais 1 e 2.
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Tabela 16. Fatores de carregamento obtidos pela analise de componentes
principais.

Componente Componente Componente
Variaveis principal principal principal
1* 2* 3*

Cinzas 0,305 0,629 -0,106
Célcio 0,424 0,697 -0,084
Magnésio 0,256 0,722 -0,080
Zinco 0,416 0,356 -0,488
Cobre 0,050 0,060 -0,520
L* 0,342 0,742 -0,351
a* -0,311 -0,760 0,397
b* -0,266 -0,816 0,193
Chroma -0,272 -0,820 0,210
Streptococcus pyogenes ESA12 -0,866 0,314 -0,024
S. pyogenes 12344 -0,881 0,251 -0,037
Staphylococcus aureus ESA 54 -0,875 0,368 0,016
S. aureus 25923 -0,873 0,337 -0,092
Escherichia coli ESA 72 -0,914 0,313 -0,033
E. coli 25922 -0,863 0,380 -0,005
Klebsiella spp -0,919 0,305 -0,030
Klebsiella BAA1705 -0,851 0,351 0,002
Candida albicans ESA109 -0,507 0,046 -0,100
DPPH -0,001 -0,451 -0,628
ORAC -0,185 -0,624 -0,638
Fendlicos totais -0,463 -0,507 -0,445
Flavonoides totais -0,090 -0,333 -0,778
Acido clorogénico 0,343 0,576 0,057
Rutina 0,001 -0,255 0,323
Quercetina 0,070 -0,229 -0,837
Campferol -0,148 -0,068 -0,569
Autovalores 7,73 6,29 3,66
Variagao total explicada (%) 29,75 53,92 67,98

*Em destaque os valores de correlagdo acima de 0,45, minimo estipulado para a andlise dos dados.

O componente principal 1 (29,75%) discriminou as amostras quanto as
variaveis: teor de fendlicos totais e capacidade antimicrobiana contra bactérias Gram
positivas (Streptococcus pyogenes ESA12, S. pyogenes 12344, Staphylococcus
aureus ESA 54, S. aureus 25923), bactérias Gram negativas (Escherichia coli ESA
72, E. coli 25922, Klebsiella spp, Klebsiella BAA1705) e a levedura C. albicans
ESA109. No eixo X, quanto mais a esquerda, maior o teor de fendlicos totais e menor
a inibicdo dos micro-organismos (correlacdo negativa com o componente principal,
porém deve-se considerar o conceito de concentracdo minima inibitoria).

O componente principal 2 (24,17%), representado no eixo y, deslocou para

0S quadrantes superiores as amostras com maiores valores de cinzas, calcio,



183

magnésio, parametro L* de cor e 4cido clorogénico, e para os quadrantes inferiores
as amostras com maiores valores de fendlicos totais, capacidade antioxidante
(DPPH e ORAC), a*, b*, Chroma. Nota-se, portanto, que o teor de fendlicos totais
esta correlacionado tanto no eixo x quanto no eixo y, assim, quanto mais para baixo
e para a esquerda, maior o teor de fendlicos totais na amostra.

Nos gréaficos abaixo, a proximidade entre amostras no plano bi-dimensional
indica comportamento similar quanto aos componentes principais. Na Figura 5
observa-se que todas as amostras da Regido Sul encontram-se nos quadrantes
inferiores, havendo uma tendéncia a maiores valores de fendlicos totais e
capacidade antioxidante e menores valores de cinzas, calcio, magnésio, acido
clorogénico e parametro L* de cor no PAD coletado nesta Regido, em relacdo as
demais. As amostras coletadas no Sudeste do pais aglomeram-se, principalmente,
em dois quadrantes (em destaque na Figura 5): inferior esquerdo, onde nota-se uma
concentracdo de amostras desta Regido e da Regido Sul que contém o tipo polinico
Brassica (B) em sua composicdo; e no quadrante superior direito, onde ha uma
concentracdo de amostras, tanto da Regido Sudeste quanto da Regido Nordeste,

com o tipo polinico Cocos nucifera (Cn) em sua composicao (Figura 6).
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Figura 5. Projecdo de amostras de polen apicola desidratado em um plano bi-
dimensional de acordo com a Regido brasileira de origem.
1: Sul; 2: Sudeste; 3: Nordeste; 4: Centro-Oeste. Em destaque os agrupamentos da Regido Sudeste.
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Figura 6. Projecdo de amostras de pélen apicola desidratado em um plano bi-
dimensional de acordo com a origem botanica.

Siglas e tipos polinicos no Quadro 1, apresentado anteriormente. Em destaque grupos de amostras
que tem em comum os tipos polinicos Cocos nucifera e Brassica em sua composicao.

As amostras da Regido Nordeste estdo distribuidas, principalmente, pelos
guadrantes superiores, em sua maioria (44% das amostras desta Regido) no
quadrante superior direito. Assim, h4 uma tendéncia destas amostras apresentarem
menor teor de compostos fendlicos, menor capacidade antioxidante, menores
valores de a*, b* e Chroma, maior valor de cinzas, de calcio, de magnésio, de acido
clorogénico e de L* em relagcdo as demais Regides, principalmente em relacdo a
Regido Sul. A distribuicAo das amostras da Regido Centro-Oeste (uma no
guadrante superior esquerdo e outra no quadrante inferior direito) mostra que estas
diferem, sobretudo, quanto a capacidade de inibicdo dos micro-organismos.

Na Figura 6 é possivel ver grupos de tipos polinicos com caracteristicas
semelhantes com relagcdo aos componentes principais, como 0s grupos de amostras
com a presenca dos tipos polinicos Cocos nucifera ou Brassica (em destaque na
Figura). Ha também tipos polinicos isolados dos demais que tem, portanto,
caracteristicas totalmente singulares. E o caso da amostra O1 (Brassica), isolada no

guadrante inferior na extrema direita devido a maior capacidade antimicrobiana entre
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todos os produtos analisados; e da amostra D5 (Eupatorium + Piper), isolada no
quadrante inferior direito em razdo de altos valores de capacidade antioxidante
(DPPH e ORAC), a*, b* e Chroma em conjunto com baixos valores de cinzas, célcio,
magnésio, acido clorogénico e parametro L*. De maneira geral, h4& uma maior
dispersdo das amostras heteroflorais pelos quadrantes, enquanto as amostras
monoflorais agruparam-se (areas demarcadas na Figura 7), indicando que, embora
de origens botanicas diferentes, algumas amostras monoflorais tem caracteristicas

semelhantes com relagdo aos componentes principais.
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Figura 7. Projecdo de amostras de polen apicola desidratado em um plano bi-

dimensional de acordo com a origem botanica.
M: monofloral; H: heterofloral. Em destaque os grupos de amostras monoflorais.

No geral, com o resultado na PCA, foi possivel avaliar o comportamento das
amostras com base nos componentes principais e identificar caracteristicas
relacionadas a conjuntos de dados. Numa tentativa de classificar os grupos
formados com a PCA, utilizou-se a analise de agrupamentos hierarquicos (HCA)
para identificar conjuntos de amostras similares, utilizando como base seis variaveis
escolhidas como indicadores do valor nutricional e biolégico do PAD: contetdo de
proteinas, ferro, quercetina, fendlicos totais, capacidade antioxidante pelo método
ORAC e capacidade antimicrobina contra S. aureus ESA 54. Quatro grupos foram

formados, como pode ser visto no dendograma apresentado na Figura 8.
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Figura 8. Classificacdo das amostras de poélen apicola desidratado utilizando a
analise de agrupamento hierarquico com base no teor de proteinas, ferro,
guercetina, fendlicos totais, capacidade antioxidante pelo método ORAC e inibicédo

de S. aureus ESA54.
H: heterofloral; M: monofloral; 1: Sul; 2: Sudeste; 3: Nordeste; 4: Centro-Oeste.

Uma vez que quatro grupos foram formados, os valores médios de cada
variavel foram comparados estatisticamente e, ainda, fez-se o levantamento do
namero de amostras monoflorais e heteroflorais, bem como do nimero de amostras

de cada Regido de origem, em cada grupo (Tabela 17).

Tabela 17. Comparacédo entre os grupos classificados de acordo com
o teor de proteinas, ferro, quercetina, fendlicos totais, capacidade
antioxidante pelo método ORAC e inibicdo de S. aureus ESA54.

., Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Variavel (he11) (210) (e14) (he21)
Proteinas 12,65° 12,07 ° 22,742 13,48 b
Lipideos 6,31 7,96 7,38 6,56

Cinzas 2,740 2,75° 3,112 2,97 @
Carboidratos 78,312 77,212 66,76 b 76,99 2
Calcio 2,10 1,76° 2,352 2,362
Potassio 6,25 ab 5,90b 6,952 6,98 2
Magnésio 1,28 b 1,50 ab 1,76 2 1,582
Sédio 93,83 56,43 53,47 85,57
Zinco 75,46 2 56,52 P 76,89 2 69,18 2

(Continua)



Tabela 17. Continuacao...

- Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Variavel (n :p11) (n:F:)LO) (n :Fi4) (n :%1)
Ferro 94,95 205,09 131,79 235,17
Manganés 68,55 b 47,770 117,37 2 112,612
Cobre 14,69 13,54 13,73 13,12
L* 63,80ab 58,94 65,612 65,782
ax 5,83 8,052 4,86 3,630
b* 46,832 51,542 43,54b 38,57¢
Chroma 47,253 52,212 43,90 38,82¢
Spt ESAl12 3,07° 4,702 2,91 4,142
Spt 12344 2,00¢ 3,512 1,89¢ 2,85bP
Sal ESA 54 3,600 5,852 3,89P 5,362
Sat 25923 3,13b 4,332 2,86° 4,062
ECt ESA 72 4,85b 6,432 4,39b 5,942
Ect 25922 3,61b 4,672 3,19 4,702
K! spp 5,46bP 7,312 5,08 6,822
K1 BAA1705 4,03b 5,302 3,86° 5,172
Ca! ESA109 14,33bc 20,622 11,50¢ 15,32
Ca' 60193 12,00 15,722 9,54¢ 11,86°
DPPH 69,612 60,702 43,592b 26,30b
ORAC 362,392 331,142 243,56P 218,11°
Fendlicos totais 16,532 19,482 10,96P 10,63
Flavonoides totais 6,472 4,52ab 2,77°c 2,35¢
Acido galico 0,00 0,00 0,15 0,07
Acido protocatéquico 0,30 0,55 0,24 0,20
Catequina 1,10 0,25 1,77 1,27
Acido clorogénico 0,500 0,00 2,362 1,372
Acido vanilico 1,17 1,72 0,60 1,62
Acido caféico 0,00 0,60 0,07 0,00
Epicatequina 0,09 0,24 0,34 0,21
Acido B-resorcilico 10,29 28,62 34,28 4,09
Acido siringico 1,08 0,66 0,00 0,95
Acido p-cumérico 1,10 2,16 2,89 1,45
Acido ferulico 0,67 0,24 1,42 0,06
Acido sinapico 0,00 0,00 0,00 0,02
Naringina 1,562 0,20 1,382 0,09
Rutina 27,30 19,76 15,53 8,21
Acido cinamico 0,00 1,120 5,762 0,56
Naringenina 11,05 16,73 5,68 29,46
Quercetina 22,892 0,95 4,89 4,21b
Kaempferol 10,58 0,88 1,45 3,48
Classificacéo
botanica
Monofloral 3B 3B 4B 9A
Hetofloral 8A 7A 10A 12A
Regido de origem
Sul 3A 4A 7A 0
Sudeste 28 5A 48 114
Nordeste 6 AB 0 2b 104
Centro-Oeste 0 1 1 0

1Sp: Streptococcus pyogenes; Sa: Staphylococcus aureus;
K: Klebsiella; Ca: Candida albicans.

Letras minasculas diferentes na mesma linha representam diferencas estatisticas
(p<0,05) pelo teste de LSD Fisher. Letras mailsculas diferentes na mesma linha

representam diferencas estatisticas (p<0,05) pelo teste-Z.

Ec: Escherichia coli;

187



188

Com base na diferenca estatistica entre as médias, o maior teor de
quercetina permitiu classificar o grupo 1; o maior conteudo de zinco e 0s menores
valores de capacidade antimicrobiana contra 0S micro-organismos S. pyogenes
12344, C. albicans ESA109 e C. albicans 60193 permitiram discriminar o grupo 2
dos demais. O teor de proteinas, carboidratos e &cido cindmico e maior inibicdo da
C. albicans 60193 possibilitaram classificar o grupo 3; enquanto com os valores
intermediarios de capacidade antimicrobiana contra S. pyogenes 12344 e 0os com
menores valores de b* e Chroma foi possivel discriminar o grupo 4.

A proporcdo de amostras monoflorais semelhantes entre si foi maior no
grupo 4, ao passo que as amostras heteroflorais estavam proporcionalmente
distribuidas por todos os grupos. Considerando-se a Regido brasileira onde o PAD
foi coletado, nota-se que nenhuma amostra da Regido Sul foi classificada no grupo
4, sugerindo que o PAD, se oriundo desta Regido, ndo apresentara as
caracteristicas deste grupo, mas sim, caracteristicas que podem estar relacionadas
aos grupos 1, 2 ou 3. As amostras da Regido Sudeste estdo distribuidas por todos
0S grupos, embora 73% delas facam parte dos grupos 2 ou 4, sugerindo uma
tendéncia maior das amostras desta Regido de apresentaram caracteristicas
relacionadas a estes dois grupos. Quanto aos produtos oriundos na Regido
Nordeste, nota-se que nenhum foi classificado no grupo 2 e a maioria das amostras
(55%) foram classificadas no grupo 4, de modo que este parece ser 0 grupo que
mais representa as amostras desta Regiao.

Com os resultados das analises multivariadas, tem-se que, no geral, o teor
de fendlicos totais, a capacidade antimicrobiana, a capacidade antioxidante e o0s
parametros instrumentais de cor séo variaveis que discriminam as amostras, porém,
nao sao suficientes para classificar as amostras de acordo com a origem botéanica e
a Regido brasileira onde ocorreu a coleta, portanto, para tal, outros parametros

devem ser investigados.

3.2 PARTE 2

Entre as amostras monoflorais em estudo, oito eram compostas,
basicamente, por um Unico tipo polinico (Tabela 18), de modo que foram

selecionadas para, além das determinacdes propostas, serem analisadas por HPLC-
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MS para identificacdo dos polifendis presentes em cada produto. Trés destas
amostras foram classificadas como monoflorais de Mimosa scabrella, porém
coletadas em diferentes Estados brasileiros, de modo que foram escolhidas,
intencionalmente, para investigar se haveria variagdo no perfil fisico-quimico e
propriedades biologicas de acordo com o Estado onde ocorreu a coleta.

Na Tabela 19 sdo apresentados os parametros instrumentais de cor, na
Tabela 20 as variaveis consideradas como indicadores das propriedades biologicas
e na Tabela 21 a composi¢cdo quimica das oito amostras monoflorais de PAD em

estudo.

Tabela 18. Percentagem dos tipos polinicos identificados em oito amostras
monoflorais de pélen apicola desidratado.

Amostra Origem Tipos Polinicos e Frequéncia
Al Sao Paulo Alternanthera (94,2%)
An Sao Paulo Anadenanthera (95%);
Schinus (3,4%)
Cn Bahia Cocos nucifera (97,5%)
Mc Sergipe Mimosa caesalpiniaefolia (96,3%);
Cocos nucifera (3,7%)
My Rio Grande do Sul Myrcia (99,5%)
Ms (SC) Santa Catarina Mimosa scabrella (95,5%)
Ms (RN) Rio Grande do Norte Mimosa scabrella (98,7%)
Ms (MT) Mato Grosso Mimosa scabrella (100%)

Tabela 19. Parametros instrumentais de cor (L*, a*, b* e Chroma) de oito amostras
monoflorais de poélen apicola desidratado.

Tipo polinico?

Parametro® Al An Cn Mc My ('\Sﬂé) (gﬁ) (I\I\ﬁ')
L* 51,58" 66,81¢ 71,692 67,99 62,68¢ 59,79f 65019 58,599
ax 9,05° 2,80f 1,149 4,07 d 5,86 ¢ 9,11° 3,71¢ 10,03 @
b* 48,79 41,17¢ 31,519 35,37f 48,26° 54,492 36,93¢ 39,05¢

Chroma 49,62° 41,27¢ 31,539 35,61°f 48,62 b 55,252  37,12¢ 40,329

1L* 0 (preto) a 100 (branco), a*: - (verde) a + (vermelho); b*: - (azul) a + (amarelo); C: Chroma
(intensidade da cor)

2Al: Alternanthera; An: Anadenanthera; Cn: Cocos nucifera; M: Myrcia; Mc: Mimosa caesalpiniaefolia;
Ms: Mimosa scabrella.

Letras diferentes na mesma linha dos resultados representam diferencas estatisticas (p<0,05) pelo
teste de LSD Fisher.
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Tabela 20. Indicadores de bioatividade de oito amostras monoflorais de poélen

apicola desidratado.

Tipo polinico?

Parametro
Al An

Cn

Mc My

Ms
(SC)

Ms
(RN)

Ms
(MT)

Fendlicos 16,07° 11,16°¢

totais

(mglg)
Flavonoides
totais

(mglg)

Capacidade
antioxidante
(DPPH)

(umol ET/g)

Capacidade
antioxidante
(ORAC)
(umol ET/g)
CIM —

Sp ESA12
(mg/mL)

CIM -

Sp 12344
(mg/mL)

CIM —

Sa ESA54
(mg/mL)

CIM -

Sa 25923
(mg/mL)

CIM -

Ec ESA72
(mg/mL)

CIM —

Ec 25922
(mg/mL)

CIM -

K Spp
(mg/mL)

CIM —

K BAA1705
(mg/mL)

CIM —

Ca ESA109
(mg/mL)

CIM -

Ca 60193
(mg/mL)

132° 1,04 ¢

26,81¢ 1555°¢

299,6° 178,3¢

4,58°¢  519ab

2,56b¢ 3932
4,98°4 6,44 ab
3,49¢ 503ab
5435 6,84 ab
3,96° 5582
6,52°  7,31°
4,139 6,13 2P
1269  18,9°

9,0°  134bcd

5,569

1,15¢

9,97

156,9 4

5,29 ab

4,28 2

6,812

5,66 ®

8,40 °

5,662

9,35%

7,372

22,2b

16,2°

12,67° 29,742

1,26 ¢d 18,96 @

25619 110,852

224,1° 542,02

4,25 b¢ 4,69 ab

2,40 be 3,03 &P
5260bcd 5 @] be
3,33°¢ 4,27 abc
541°¢  6,62°°
3,87 b¢ 5,20 2P
6,26 © 7,210
4,64 ¢d 5,82 be
28,12 13,3 ¢d

20,6 2 11,5 ¢cde

11,26 %¢

155¢

7157°

313,3°

1,40°¢

1,094

2,25°¢

1,634

2,87¢

2,25°¢

3,96 ¢

2,87°¢

9,34

8,2°¢

7,381

4,13"

31,60 °¢

2329°¢

2,83¢

2,26 ¢

5,59 bod

4,17 abe

6,71 bc

4,96 =

6,87 °

6,00 ab<

18,3 b¢

13,7 be

12,55 ¢

0,31°

15,95°¢

133,7°¢

3,96 ¢

3,08 @b

4,809

3,56 P

526°

4,33 2

6,10°

4,95 b

12,8¢

10,1 9

Al: Alternanthera; An: Anadenanthera; Cn: Cocos nucifera; M: Myrcia; Mc: Mimosa caesalpiniaefolia;

Ms: Mimosa scabrella.

CIM: concentracao inibitéria minima. Sp: Streptococcus pyogenes; Sa: Staphylococcus aureus; Ec:
Escherichia coli; K: Klebsiella; Ca: Candida albicans.
Letras diferentes na mesma linha dos resultados representam diferencas estatisticas (p<0,05) pelo

teste de LSD Fisher.
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Tabela 21. Composicdo quimica de oito amostras monoflorais de polen apicola
desidratado.

Tipo polinico?

Parametro Ms Ms Ms
Al An Cn Mc My (SC) (RN) (MT)

Proteinas 10,639 15,999 11,83f 17,56 ¢ 22,240 14,42 ¢ 11,69 3392

(9/100 g)

Lipideos 6,33 ¢ 3,18°¢ 8,344 4,924 7,79 ab 7,02 be 6,84 b 5,104

(g/100 g)

Cinzas 3,094d 3,02 de 3,54° 3,772 2,65 2,82¢ 3,22¢d 3,36 Pc

(9/100 g)

Carb.* 79,952 77,80° 76,29 ¢ 73,74¢ 67,32°¢ 75,75 ¢ 78,24° 57,65f

(9/100 g)

Célcio 0,89°¢ 0,85¢ 3,862 3,16 1,05¢ 1,75¢ 1,454 1,409

(9/kg)

Potassio 8,77° 7,46 ¢ 7,43°¢ 9,122 571¢ 6,58 d 9,072 7,57°¢

(9/kg)

Magnésio 0,86 ¢ 1,52 ¢d 2,312 1,62 be 1,324 1,324 092¢ 1,79°

(g/kg)

Sodio 41,37 ¢ 40,80 ¢ 52,279 148,53 ¢ 43,87 ¢ 38,00 ¢ 98,12 ¢ 279,322

(mg/kg)

Zinco 50,82 ¢ 99,002 72,57 ¢ 88,720 67,59 ¢ 72,57 ¢ 65,62 ¢ 72,49 ¢

(mg/kg)

Ferro 1017,52%  466,34° 109,03 ¢ 79,389 142,24 187,69 ¢ 94,55 f 78,959

(mglkg)

Manganés 50,82 ¢ 89,10 ¢ 94,66 © 69,32 d 43,55 ¢ 112,26 ° 86,44 ¢ 314,03 2

(mglkg)

Cobre 10,02 ¢ 11,31bcd 11 57bc 10,8 bode 17,072 11,80° 10,23 cde 11,48 be

(mg/kg)

1Al: Alternanthera; An: Anadenanthera; Cn: Cocos nucifera; M: Myrcia; Mc: Mimosa caesalpiniaefolia;
Ms: Mimosa scabrella.

*Carb.: carboidratos

Letras diferentes na mesma linha dos resultados representam diferengas estatisticas (p<0,05) pelo
teste de LSD Fisher.

No PAD de Alternanthera observaram-se os maiores valores de carboidratos
totais e ferro (p<0,05) e o menor valor de zinco (p<0,05). O conteudo de ferro, nesta
amostra (1017,5 mg/kg) foi duas vezes maior que o constatado no PAD com o
segundo maior teor (Anadenanthera: 466,34 mg/kg) e doze vezes maior que o
observado no PAD com o menor contetudo deste mineral entre as amostras (Mimosa
scabrella coletado em Mato Grosso: 78,95 mg/kg). Apenas as duas amostras com 0
menor conteddo de ferro (Mimosa scabrella de Mato Grosso e Myrcia) ndo puderam
ser consideradas “fonte” deste mineral, todas as outras forneceram, pelo menos,
15% da IDR para adultos (BRASIL, 2005; BRASIL, 2012).

No PAD de Anadenanthera foi constatado o maior conteddo de zinco

(p<0,05) e o menor teor de lipideos (p<0,05). Na amostra composta pela espécie
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Cocos nucifera foram observados os maiores valores de calcio, magnésio e L*
(p<0,05); os menores valores de fendlicos totais, capacidade antioxidante pelo
método DPPH, a*, b* e Chroma (p<0,05); e um dos menores valores de capacidade
antimicrobiana contra bactérias. Essa amostra reflete a tendéncia observada pela
analise multivariada - PCA, discutida no item anterior, de que o PAD com este tipo
polinico tem valores elevados de calcio, magnésio e parametro L* e também baixos
valores de fendlicos totais, capacidade antioxidante e demais parametros
instrumentais de cor.

No PAD de Mimosa caesalpiniaefolia foi observado o maior teor de cinzas
(p<0,05) e, ainda, a menor capacidade antimicrobiana contra leveduras (p<0,05). A
amostra monofloral do género Myrcia foi a que apresentou os maiores valores de
fendlicos totais, flavonoides totais e capacidade antioxidante (p<0,05), além de ser
uma das amostras com maior capacidade antimicrobiana contra leveduras, de modo
gue este produto pode ser considerado o de maior potencial biolégico entre os oito
analisados. Além disso, esta amostra diferenciou das demais quanto ao menor
conteldo de cinzas, céalcio e manganés (p<0,05) e maior conteudo de cobre
(p<0,05).

Entre as amostras monoflorais de Mimosa scabrella, o valor nutricional e
biolégico variou entre as regides de coleta. A principal variacédo foi observada no teor
de flavonoides totais que, na amostra coletada em Mato Grosso, foi treze vezes
maior que o observado na amostra coletada em Santa Catarina, respectivamente
0,31 e 1,55 mg EQ/g. Com estes resultados, pode-se dizer que ndo é possivel
estabelecer um perfil fisico-quimico que seja caracteristico do PAD monofloral deste
tipo polinico, possivelmente porque a composicdo do polen das plantas desta
espécie é inconstante.

Souza (2014), em amostras monoflorais de Mimosa scabrella, observou
conteudo médio de proteinas de 23,69 g/100 g, lipideos de 5,45 g/100 g e cinzas
2,29 g/100 g. Arruda (2013) analisou um PAD desta mesma espécie e observou
conteudo de proteinas de 18,54 g/100 g, lipideos de 5,83 g/100 g e cinzas de 2,97
g/100 g. As autoras analisaram amostras coletadas, respectivamente, no Rio Grande
do Sul e na Bahia, o que explicaria as diferencas observadas em relagdo ao
presente estudo. LeBlanc et al. (2009) analisaram PAD do género Mimosa coletado
em Tucson/USA e observaram teor de fendlicos totais de 34,85 mg EAG/g, valor

superior ao maximo de 12,55 mg EAG/g constatado neste trabalho.
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3.2.1 Identificacdo dos compostos por espectrometria de massas

Os compostos fendlicos presentes nas amostras foram identificados por
HPLC-MS por comparacao dos espectros com os padrdes e com base na literatura
consultada. Na Tabela 22 sdo apresentados os dados gerados pela andlise dos

padrdes.

Tabela 22. Tempo de retencéo (tr) e principais fragmentos dos padrdes de acidos
fendlicos e flavonoides analisados.

Composto tr Mw MS MS? MS3

(min) [M-H] (m/z)* (m/z)*

(m/z)*

Acido galico 6,9 170 169 125 125, 97, 81
Acido 11,6 154 153 109 109
protocatéquico
Catequina 16,2 290 289 245, 205, 179 227, 203, 187, 161
Acido clorogénico 19,2 354 353 191 173,127, 111, 93, 85
Acido vanilico 20,6 168 167 153,123 108
Acido caféico 22,4 180 179 135 135
Epicatequina 22,9 290 289
Acido p-resorcilico 23,2 154 153 109 109, 65
Acido siringico 23,7 198 197 182,166 153
Acido p-cumarico 30,3 164 163 119 119
Acido fertlico 32,1 194 193 178, 149, 134 134
Acido sinapico 32,7 224 223 208, 179, 164 193, 164, 149
Naringina 40,1 580 579 459, 313, 271,235 441, 357, 339, 271, 235
Rutina 43,5 610 609 301 273, 179, 151
Acido cinamico 48,3 148 147
Naringenina 52,6 272 271 177,151 107
Quercetina 53,6 302 301 273,179, 151 151
Kaempferol 58,8 286 285 229, 151 185

*relac@o massa/carga.

A andlise por espectrometria de massas de extratos de vegetais indica a
presenca de uma grande variedade de substancias bioativas (BENAVIDES et al.,
2006; CHISTE et al., 2011; KAJDZANOSKA et al., 2010; LV et al., 2015). Os
flavonoides sdo encontrados, frequentemente, sob a forma de O- ou C-glicosideos,
com unidades de agucar ligadas diretamente ao grupo hidroxila ou a um dos atomos
de carbono da aglicona (XIAO; CHEN; CAO, 2014; LV et al., 2015). Flavonoides
como a quercetina-3-O-p-D-glicosil-(2—l)-B-glicosideo, o campferol-3,4'-di-O-B-D-
glicosideo e o campferol 3-O-B-D-glicosil-(2—1)-B-D-glicosideo ja foram identificados
em amostras monoflorais de PAD (ZHOU et al.,, 2015). Na Tabela 23 séo
apresentados os dados gerados a partir da analise de oito amostras monoflorais de

PAD, bem como a identidade proposta para os polifendis.
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Tabela 23. Tempo de retencéo (tr), comprimento de onda de maxima absorcéo e principais fragmentos dos polifendis detectados
no extrato etandlico do podlen apicola desidratado, propostas de identificacdo e referéncias utilizadas.

Amostra: Alternanthera

Pico tgr AInm MS MS2 MS3 Identificagédo proposta Referéncia
(min) [|\/| - H]- (m/z) (m/z)
(m/z)

1 6,6 265 326 236, 278, 164 164 NI

2 7,6 234, 264, 278 199 125, 153,171 79 NI

3 111 234, 265, 275 117 71 NI

4 15,8 278 289 245, 205, 179 227, 203, 186, 161 catequina padrédo

5 20,9 289 436 316 273 4-metil-sulfonil-butil glicosinolato (glucorafanina) Phenol-Explorer, 2015

6 21,6 286 342 222,164 147, 74, 164 pinobanksina-3-O-butirato (ou isdmero) Keckes et al. (2013)

7 21,7 278 131 85 69 NI

8 22,6 279 197 182,166 153 acido siringico padrdo

9 23,8 289 436 316 119, 273 4-metil-sulfonil-butil glicosinolato (glucorafanina) Phenol-Explorer, 2015

10 30,6 308 163 119 93 acido p-cumarico padrédo

11 34,9 275, 298, 307 639 519, 399, 315 399 isoramnetina-3-O-diglicosideo Negri et al. (2011),
Mihajlovic et al. (2015)

12 38,1 264, 351 595 301 255 guercetina-3-0-glicosil-6-O-pentosideo Mihajlovic et al. (2015)

13 38,9 265, 330, 347 609 429, 285 339, 309, 297 guercetina-3-O-rutinosideo Keckes et al. (2013)

14 40,4 265, 348 755 593, 285 285 campferol-3-O-glicosil-rutinosideo Bresciani et al. (2015)

15 40,9 301, 255, 354 623 459, 314, 299 299 isoramnetina-3-O-ramnosil-glicosideo Negri et al. (2011)

16 43,3 264, 300, 350 579 429, 284, 255 255 NI

17 43,7 254, 352 609 301 151 rutina padréo

18 45,1 271, 289, 356 723 678 659 338, 225 1-sinapoil-2-feruloil gentiobiose Phenol-Explorer, 2015

19 49,3 307 478 358 315, 145, 119 petunidina-3-O-galactosideo Phenol-Explorer, 2015

20 50,2 321 630 494, 468 332, 296 NI

21 51,6 292 950 904 886, 678, 565, 451 NI

22 52,2 289 582 462, 342 342 tri-p-cumaril-espermidina (isbmero) Mihajlovic et al. (2015)

23 53,3 265,299,326,337 489 285 267, 257, 229, 213 luteolina-7-O-6"-acetil-glicosideo Lin et al. (2010)

24 53,8 371 301 179, 151 151 quercetina padréo

25 54,1 310 785 665, 545 545, 291 NI

26 56,7 292, 308 582 462, 342 342 tri-p-cumaril-espermidina (ou isdmero) Mihajlovic et al. (2015)
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Amostra: Anadenanthera

Pico tr Alnm MS MS? MS3 Identificacdo proposta Referéncia
(min) [M-H]T @m72) (m/z)
(m/z)

1 7,0 261 323 211, 280 97, 77, 193, 139 NI

2 16,2 283 289 245, 205 203, 227, 187 catequina padrédo

3 20,5 167 153,123 108 acido vanilico padrédo

4 22,1 290 319 193 165 ampeloptina Abu-Reidah et al. (2015)

5 23,0 280 153 109 109, 65 acido B-resorcilico padrédo

6 23,6 271, 280 440 253, 272, 422 179, 210,171 NI

8 27,8 286, 330 602 512, 440 422, 272, 254 NI

9 32,6 288 303 285 241, 199, 175 NI

10 32,2 316 193 149, 178, 134 134 acido ferulico padrdo

11 34,5 256, 354 625 445, 301 265 guercetina diglicosideo Mihajlovic et al. (2015)

12 35,2 255, 354 433 271 179, 151 guercetina-3-O-arabinosideo Negri et al. (2011)

13 35,7 271 639 315, 299 476 isoramnetina-3-O-diglicosideo ou Negri et al. (2011),
patuletina-3-O-ramnosil-glicosideo Mihajlovic et al. (2015)

14 37,0 351 609 300, 271 271, 255 guercetina rutinosideo (isémero) Mihajlovic et al. (2015)

15 37,5 255, 301, 354 623 459, 314, 299 299 isoramnetina-3-O- ramnosil-glicosideo Negri et al. (2011)

16 38,9 266, 347 609 429, 285 151 guercetina-3-O-rutinosideo Keckes et al. (2013)

17 40,3 291, 269, 328 287 269 125 eriodictiol Keckes et al. (2013)

18 40,9 265, 351 623 459, 314, 299 299 isoramnetina-3-O- ramnosil-glicosideo (isdmero) Negri et al. (2011)

19 43,7 254, 352 609 301 151 rutina padréo

20 45,2 271 723 678 659, 338, 225 1-sinapoil-2-feruloil gentiobiose Phenol-Explorer, 2015

21 47,2 328, 377, 389 433 271 151 naringenina hexosideo Bystrom et al. (2008)

22 48,4 251 147 acido cinamico padrao

23 49,1 268, 292, 315 837 791 773, 564, 451 NI

24 49,6 289 582 462 342 tri-p-cumaril-espermidina Mihajlovic et al. (2015)

25 50,2 297, 320 630 494, 468 332 NI

26 51,6 265,393 301 255, 229 211, 185 acido elagico

27 52,9 290 271 151, 177 107 naringenina padréo

28 53,8 371 301 179, 151 151 quercetina padrao
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Amostra: Anadenanthera (continuacéo)

Pico tr Alnm MS MS? MS3 Identificacdo proposta Referéncia
(min) [M-H]T @m72) (m/z)
(m/z)
29 56,6 266, 284, 294 582 462, 342 342 tri-p-cumaril-espermidina (isbmero) Mihajlovic et al. (2015)
30 57,3 297, 309 672 536, 522 479, 372 N’, N”, N”’-tris-p-feruloil-espermidina Negri et al. (2011)
31 60,6 294, 308 785 665, 545 545 NI
32 62,3 290 596 476 433 NI
Amostra: Cocos nucifera
Pico tr Alnm MS MS? MS3 Identificag&do proposta Referéncia
(min) [M-H]T @m/72) (m/z)
(m/z)
1 11,8 264, 353 606 403, 273, 323 272,97 NI
2 19,3 323 353 191 172, 85, 93 acido clorogénico padrédo
3 32,1 193 149, 178, 134 133 acido ferulico padrédo
4 32,9 223 208, 179, 164 164, 150 acido sinapico padrédo
5 36,4 259, 354 609 477, 315 300 isoramnetina rutinosideo Mihajlovic et al. (2015)
6 39,6 255, 354 623 314, 459, 299 299 isoramnetina-3-O-ramnosil-glicosideo Negri et al. (2011)
7 43,5 235, 289, 353 187 125 97 NI
8 43,7 254, 352 609 301 151 rutina padrdo
9 45,3 271, 356 723 678, 577 660, 225, 338, 451 1-sinapoil-2-feruloil gentiobiose Phenol-Explorer, 2015
10 47,3 254, 355 709 665 501, 314, 299, 623 NI
11 49,2 292, 316 837 791 773, 565, 452, 338 NI
12 51,7 294, 320 950 904 886, 565,451,678 NI
13 53,8 371 301 179, 151 150,88 quercetina padréo
14 54,4 299, 310 623 315, 300 300 isoramnetina-3-O-ramnosil-glicosideo (isdbmero) Negri et al. (2011)
15 56,6 295 582 462, 342 342 N',N",N"-tris-p-cumaroil espermidina Mihajlovic et al. (2015)
16 57,1 296, 330 672 522,536 479, 372 N',N",N"-tris-p-feruloil-espermidina Negri et al. (2011)
17 61,1 280 327 309, 291, 229, 211, 209 pinobanksina-5-metil-éter-3-O-acetato Falcéo et al. (2013)
211,171
18 61,9 282 695 677,651,569, 551 551, 525 NI
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Amostra: Cocos nucifera (continuacéo)

Pico tgr Alnm MS MS2 MS3 Identificagdo proposta Referéncia
(min) [M-H]T @m72) (m/z)
(m/z)
19 62,5 282 785 623 615, 295 isoramnetina-3-O-rutinosideo-7-O-glicosideo Truchado et al. (2009)
20 63,4 283 607 589, 481, 463, 463, 437 NI
437
21 63,9 280 329 311, 229 211, 209 guercetina bi-metilada Keckes et al. (2013)
22 64,7 282 529 511, 297, 271 251, 185 NI
Amostra: Mimosa caesalpiniaefolia
Pico tgr Anm MS MS2 MS3 Identificacdo proposta Referéncia
(min) [M-H]T @72 (m/z)
(m/z)

1 15,8 278 289 245, 205, 179 227,203,187,161 catequina padrdo

2 18,8 326 353 191 93, 85 acido clorogénico padrdo

3 22,0 323 179 135 107 acido caféico padrdo

4 22,6 279 197 182,166 153 acido siringico padrdo

5 28,2 298, 309 436 316 273, 145 4-metil-sulfonil-butil glicosinolato (glucorafanina) Phenol-Explorer, 2015

6 29,7 265, 347 593 285 155 campferol-3-O-ramnosil-glicosideo Negri et al. (2011)

7 32,6 270, 344 639 476, 313 341, 298 isoramnetina-3-O-diglicosideo Negri et al. (2011),
Mihajlovic et al. (2015)

8 36,5 267, 330, 346 785 639, 623, 605 315 isoramnetina-3-O-rutinosideo-7-O-glicosideo Truchado et al. (2009)

9 39,1 255, 301, 354 623 459, 314, 299 299 isoramnetina-3-O-ramnosil-glicosideo Negri et al. (2011)

10 43,3 254, 352 609 301 151 rutina padrdo

11 44,3 265, 366 447 285 151 campferol-3-O-glicosideo Mihajlovic et al. (2015)

12 45,3 271, 289, 356 723 678 660, 451, 338, 225 1-sinapoil-2-feruloil gentiobiose Phenol-Explorer, 2015

13 47,4 253, 355 709 665 314 NI

14 49,3 308 477 357 314 isoramnetina-3-0-glicosideo Mihajlovic et al. (2015)

15 50,5 305, 320, 398 762 596,582,556, 402 567, 539, 402, 387 NI

16 51,4 949 904 885, 677, 564, 451 NI

17 53,9 371 301 179, 151 151 quercetina padrao

18 56,1 315, 337 762 596,582,556, 402 402, 387, 376, 205 NI
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Amostra: Mimosa caesalpiniaefolia (continuacéo)

Pico tgr Alnm MS MS2 MS3 Identificagdo proposta Referéncia
(min) [M-H]T @m72) (m/z)
(m/z)

19 58,2 319 489 442, 309 185 campferol-3-O-acetil-glicosideo Kajdzanoska et al. (2010)

20 59,2 265, 364 285 229,151 185 campferol padrdo

21 59,9 236, 319 315 300 271, 255, 151 guercetina-3-metil éter Keckes et al. (2013)

22 61,2 289 327 239 183, 155, 125 pinobanksina-5-metil-éter-3-O-acetato Falcéo et al. (2013)

23 64,0 285 329 311, 293 211, 209, 155, 130 guercetina bi-metilada Keckes et al. (2013)

24 66,2 284, 373 605 587, 461, 443 425, 399, 381 NI

25 70,3 314 505 487, 469, 443 469, 443, 425, 373 isoramnetina-3-O-metil-hexurOnide Mihajlovic et al. (2015)

26 73,3 312 449 417 373, 163, 145 diidroquercetina-3-O-ramnosideo Phenol-Explorer, 2015

Amostra: Myrcia
Pico tgr Anm MS MS2 MS3 Identificacédo proposta Referéncia
(min) [M-H]" @m72) (m/z)
(m/z)

1 20,5 260 167 153,123 108 acido vanilico padrdo

2 20,6 296 389 345,209,165,121 183,165,143,121 NI

3 29,8 297 403 371, 223, 179 165, 121 NI

4 30,6 308 163 119 119 acido p-cumérico padréo

5 32,8 320 223 208, 179, 164 164, 149 acido sinapico padrédo

6 34,6 265, 294 625 463, 445, 300, 271, 255 guercetina diglicosideo Mihajlovic et al. (2015)

505

7 37,1 266, 294 609 300, 271 271, 255 guercetina rutinosideo (isdmero) Mihajlovic et al. (2015)

8 37,5 290 303 151 107 NI

9 38,1 266, 297, 307 595 449 287 cianidina-3-rutinosideo Koolen et al. (2013)

10 38,8 255 610 564 547, 225 NI

11 39,5 270, 297 639 519 476 isoramnetina-3-O-diglicosideo Negri et al. (2011),
Mihajlovic et al. (2015)

12 41,2 256, 350, 400 463 316 287, 271 miricetina-3-0O-a-L-ramnopiranosideo Saldanha et al. (2013)

13 419 284, 327 403 271 151 pinobanksina-3-O-fenilpropionato Falcéo et al. (2013)
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Amostra: Myrcia (continuacéo)

Pico tgr Anm MS MS2 MS3 Identificacdo proposta Referéncia
(min) [M-H]" @m72) (m/z)
(m/z)
14 43,3 265, 347 579 429, 327 255 orientina-2”-O-xyloside Sakalem et al. (2012)
15 43,7 254, 352 609 301 151 rutina padrao
16 45,2 270 723 678 660, 451, 338, 225 1-sinapoil-2-feruloil gentiobiose Phenol-Explorer, 2015
17 46,1 327 641 479 317 miricetina-3,7-di-O-glicosideo Truchado et al. (2009)
18 47,8 264, 306, 326, 317 179, 151 151 miricetina Bresciani et al. (2015)
390, 399
19 48,2 253, 344 447 301, 285 283, 179, 151 campferol-3-O-glicosideo
20 49,1 273,294 837 791 772,565,451,338 NI
21 50,6 252, 271, 315, 625 477, 315 151 isoramnetina rutinosideo Mihajlovic et al. (2015)
377, 387
22 51,5 265, 345 301 255, 229 211, 185 acido elagico
23 52,7 271, 319 609 463, 301 301 quercetina rutinosideo (isémero)
24 52,3 265, 324 489 285 267, 257, 229, 213 luteolina-7-O-6"-acetil-glicosideo Lin et al. (2010)
25 53,8 371 301 179, 151 151 guercetina padréo
26 54,9 327 639 315, 301 300 isoramnetina-3-O-diglicosideo (isdmero) Mihajlovic et al. (2015)
27 56,5 299, 308 593 447, 285 241,217, 199, 175 campferol-3-O-ramnosil-glicosideo Negri et al. (2011)
28 57,4 254, 360 623 323, 299, 285 241,217, 199, 175 isoramnetina-3-O-ramnosil-glicosideo Negri et al. (2011)
29 58,5 266, 314 593 285 241, 217, 175, 151 campferol-3-O-rutinosideo Bresciani et al. (2015)
30 59,7 271, 313 609 301 151 quercetina rutinosideo (isdmero)
31 60,3 267, 320, 347 269 225,201,149,151 197, 181, 169 apigenina Brito et al. (2014)
32 60,7 299, 309 785 665, 545 545 NI
33 61,3 238, 272, 314 593 285 241, 217, 199, 175 campferol rutinosideo (isbmero) Truchado et al. (2009)
34 61,7 289 615 597, 251, 277 231,223,209,125,169 NI
35 62,6 252, 326, 364 583 301 179, 151 NI
36 63,5 265, 330, 339 567 285 241,217,199, 175 NI
37 64,2 284 573 555, 297, 271 251 NI
38 64,9 276 529 511, 297, 271 251 NI
39 68,2 270 773 755, 737, 685 737, 667, 641 NI
40 69,3 266 595 463, 445 301 tricetina-7-O-(pentosideo-glicosideo) Truchado et al. (2009)
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Amostra: Mimosa scabrella (Santa Catarina)

Pico tr Alnm MS MS? MS3 Identificacdo proposta Referéncia
(min) [M-H]T @m72) (m/z)
(m/z)

1 7,6 288 434 419, 259, 275 157, 176, 224, 402 NI

2 9,9 288 471 341, 425 341, 323 NI

3 11,5 224, 260 153 109 109 acido protocatéquico padrédo

4 20,8 293 436 316 273 4-metil-sulfonil-butil glicosinolato (glucorafanina) Phenol-Explorer, 2015

6 27,8 265, 357 639 477, 315 300 isoramnetina-diglicosideo Negri et al. (2011),
Mihajlovic et al. (2015)

7 29,0 313 701 565,535,399,555 399, 389 NI

8 30,1 298, 307 639 519, 399 399 isoramnetina-diglicosideo (isbmero) Negri et al. (2011),
Mihajlovic et al. (2015)

9 32,4 316 193 149, 178, 134 134 acido ferulico padrédo

10 33,0 311 715 569, 549, 399 506, 399 NI

11 34,6 267, 310 625 463, 445, 301 151 tricetina-7-O-soforosideo(glicosil(1-2)glicosideo) Truchado et al. (2009)

12 35,0 271, 313 609 445, 285, 315 151 guercetina rutinosideo (isémero) Mihajlovic et al. (2015)

13 35,3 310 715 549, 399 399, 506 NI

14 35,7 297, 307 639 519, 399 399 isoramnetina-3-O-diglicosideo ou Negri et al. (2011),

patuletina-3-O-ramnosil-glicosideo Mihajlovic et al. (2015)

15 38,7 265,295,330,347 609 429, 285, 255 339, 309 luteolina-7-O- soforosideo(glicosil(1-2)glicosideo)  Truchado et al. (2009)

16 40,4 266, 343 755 593 285 campferol-3-O-glicosil-rutinosideo Bresciani et al. (2015)

17 41,3 262, 282 593 429, 285 255 campferol-3-O-ramnosil-glicosideo Negri et al. (2011)

18 41,8 282 403 271 253; 151 pinobanksina-3-O-fenilpropionato Falcéo et al. (2013)

19 43,8 255, 354 609 301 179, 151 rutina padrao

20 45,2 271, 312 724 678 660, 451, 338, 225 NI

21 46,1 271, 320 477 315, 300 300 isoramnetina-3-O-glicosideo Mihajlovic et al. (2015)

22 46,9 271, 324, 399 507 492, 345, 329 329 NI

23 47,4 329, 366 433 313, 271 151 quercetina-3-O-arabinosideo Negri et al. (2011)

24 47,9 301, 328, 354 317 179, 151 151 miricetina Bresciani et al. (2015)

25 49,6 292, 320 582 462, 342 342 tri-p-cumaril-espermidina (isbmero) Mihajlovic et al. (2015)

26 50,2 297, 321 630 494, 468, 358 332 NI

27 51,0 371 301 179, 151 151 quercetina padrao
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Amostra: Mimosa scabrella (Santa Catarina) (continuacéo)

Pico tgr Alnm MS MS2 MS3 Identificagdo proposta Referéncia
(min) [M-H]T @m72) (m/z)
(m/z)
29 51,7 254, 366 301 257, 229 185 acido elagico Kajdzanoska et al. (2010)
30 52,2 298, 310 582 462, 342 342 tri-p-cumaril-espermidina (isbmero) Mihajlovic et al. (2015)
31 52,6 324 403 271 151 pinobanksina-3-O-fenilpropionato (isdmero) Falcéo et al. (2013)
32 52,8 290 271 151, 177 107 naringenina padrédo
33 53,5 310, 338 879 743,717 581, 555, 551, 415 NI
34 54,1 291 785 665, 545 545 NI
36 55,3 319 863 727,701,671,561 565, 535, 399 NI
37 55,9 294 785 665, 545 545 NI
38 57,3 317 672 536, 522 479, 372 N’, N”, N"’-tris-p-feruloil-espermidina Negri et al. (2011)
39 58,8 297, 308 785 665, 545 545 NI
40 59,3 265, 366 285 229,151 185 campferol padrdo
41 63,9 280 329 311,229,211,293 211, 209, 125 quercetina bi-metilada Keckes et al. (2013)
42 68,6 294, 308 575 557, 539, 415 539, 521, 441, 415 NI
43 69,1 312 421 403,377,359,333 359, 341, 317, 299 NI
Amostra: Mimosa scabrella (Rio Grande do Norte)
Pico tr Alnm MS MS? MS3 Identificac&o proposta Referéncia
(min) [M-H] (m/z) (m/z)
(m/z)
1 16,2 267, 288 377 329, 287, 215 215 derivado de acido cafeico Bystrom et al. (2008)
2 23,1 280 153 109 109, 65 acido B-resorcilico padréo
3 25,1 265, 345 609 447, 285 285 orientina-7-glicosideo Sakalem et al. (2012)
4 26,6 265, 331, 345 755 593 285 campferol-3-O-glicosil-rutinosideo (isdmero) Bresciani et al. (2015)
5 28,2 265, 331, 347 609 489, 447, 285 327, 255, 284 campferol-3,7-di-O-glicosideo Bresciani et al. (2015)
6 32,8 320 223 208, 179, 164 164, 149 acido sinapico padrao
7 38,5 265, 331, 350 609 429, 285 151 guercetina-3-O- rutinosideo Keckes et al. (2013)
8 40,9 265, 349 593 429, 285, 255 255 campferol-7-O-rutinosideo Truchado et al. (2009)
9 42,9 254, 352 609 301 151 rutina padréo
10 44,2 264, 367 447 285 151 campferol-3-O-glicosideo Mihajlovic et al. (2015)
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Amostra: Mimosa scabrella (Rio Grande do Norte) (continuacéo)

Pico tgr Alnm MS MS2 MS3 Identificagdo proposta Referéncia
(min) [M-H]T @m72) (m/z)
(m/z)
11 45,4 254,370 723 678 660, 225, 338, 451 1-sinapoil-2-feruloil gentiobiose Phenol-Explorer, 2015
12 47,4 303, 358 709 665 314, 299 NI
13 48,4 266,327,345 447 284 255, 227 campferol-3-O-glicosideo (isdmero) Mihajlovic et al. (2015)
14 48,6 266,299,326,339 593 285 267, 257, 229, 213 campferol-7-O- rutinosideo Truchado et al. (2009)
15 49,2 272,296,307 837 791 773, 565, 452, 338 NI
16 50,8 361 331 316 287, 271 NI
17 51,5 268, 345 301 255, 229 211, 185 acido elagico
18 52,4 292 403 271 253 pinobanksina-3-O-fenilpropionato Falcéo et al. (2013)
19 52,9 290 271 151 63, 83 naringenina padrdo
20 53,9 297, 366 301 179, 151 151 quercetina padrdo
21 54,2 297, 308 598 478 342 dicumaroil-cafeoil-espermidina Mihajlovic et al. (2015)
22 56,8 238, 319 635 617,327,309,291 273, 247, 193, 165 NI
23 58,1 297, 307 628 492, 466 449, 372 NI
24 58,3 297 489 327, 309, 291 273, 247, 193, 165 campferol-3-O-acetil-glicosideo
25 59,2 265, 366 285 229, 151 185 campferol padréo
26 60,1 256, 355 315 300 271, 255,151 guercetina-3-métil-éter Falcéo et al. (2013)
27 60,3 298, 307 612 492 449, 372 NI
28 61,1 290 327 291,229,211,171 211,125 pinobanksina-5-metil-éter-3-O-acetato Falcéo et al. (2013)
29 61,6 284 327 309,291,229,171 153, 127,125 pinobanksina-3-O-propionato Falcéo et al. (2013)
30 66,1 297 626 506 491 NI
31 68,7 236, 280 577 559 443, 417 procianidina B1 (dimero) Sakalem et al. (2012)
32 69,5 313 489 442, 309 185 campferol-3-O-acetilglicosideo Jajdzanoska et al. (2010)
Amostra: Mimosa scabrella (Mato Grosso)
Pico tr Alnm MS MS2 MS3 Identificagdo proposta Referéncia
(min) [M-H] (72 (m/z)
(m/z)
1 12,5 293, 312 305 263, 149, 134 134 NI
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Amostra: Mimosa scabrella (Mato Grosso) (continuacéo)

Pico tr A/nm MS MS2 MS3 Identificacdo proposta Referéncia
(min) [M-H]T @m72) (m/z)
(m/z)
2 14,3 295 727 709, 623 303, 667, 521, 385 NI
3 19,9 296 210 94 66 NI
4 23,4 294 278 163, 132, 216, 119 NI
234
5 30,7 266, 304 655 346, 331 331 NI
6 33,9 270, 294, 314 625 300, 301, 445, 271, 255 guercetina diglicosideo Mihajlovic et al. (2015)
271
7 37,0 275, 287 609 300, 271, 255 271, 255 quercetina rutinosideo (isémero) Mihajlovic et al. (2015)
8 38,7 280 610 565 547, 225 NI
9 39,1 282 403 271 253 pinobanksina-3-O-fenil-propionato (isdbmero) Falcéo et al. (2013)
10 41,3 266, 283, 314 593 429, 285, 255 255 campferol rutinosideo Mihajlovic et al. (2015)
11 41,8 282 403 271 151 pinobanksina-3-O-fenil-propionato (isdbmero) Falcéo et al. (2013)
12 45,1 271, 289, 356 723 678 659, 338, 225 1-sinapoil-2-feruloil gentiobiose Phenol-Explorer, 2015
13 49,1 269 837 791 772,565, 451, 338 NI
14 49,6 292, 320 582 462, 342 342 tri-p-cumaril-espermidina Mihajlovic et al. (2015)
15 50,6 304 762 582, 556, 596 567, 402, 539, 387 NI
16 51,6 295 950 904 886, 678, 565, 451 NI
17 52,2 296 672 536, 522 479, 372 N',N",N"-tris-p-feruloil-espermidina Negri et al. (2011)
18 52,7 292 403 271 253 pinobanksina-3-O-fenil-propionato (isdbmero) Falcéo et al. (2013)
19 53,3 315 762 596, 582 568, 539, 402, 387 NI
20 54,6 296, 316 672 536, 522 479, 372 N',N",N"-tris-p-feruloil-espermidina (isbmero) Negri et al. (2011)
21 56,1 319 762 596, 582 567, 539, 402, 387 NI
22 56,6 319 702 566, 552, 522 537, 509, 402, 372 NI
23 57,2 300 672 536, 522 479, 372 N',N",N"'-tris-p-feruloil-espermidina (isdmero) Negri et al. (2011)
24 61,1 294 327 271 253 pinobanksina-3-O-propionato Falcéo et al. (2013)
25 69,2 268, 329 537 443, 375 331 NI

NI: ndo identificado.
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Entre os compostos identificados predominaram os flavonoides glicosideos,
principalmente os 3-O-glicosideos de quercetina, campferol e isoramnetina. A
presenca de um acucar na molécula pode influenciar na absorcédo, distribuicdo e
metabolismo das substancias pelo organismo. Alguns compostos glicosilados séo
rapidamente absorvidos no intestino delgado, enquanto outros sofrem hidrolise
enzimatica ou sdo metabolizados em agliconas pela microbiota e, entdo, absorvidos.
Em estudos in vitro identificou-se que a glicosilacdo pode afetar positiva ou
negativamente a capacidade antioxidante das agliconas. No caso da quercetina e do
campferol, a adicdo de um aglUcar a molécula promoveu a redugdo do potencial de
inativacdo do peroxinitrito (CROZIER; DEL-RIO; CLIFFORD, 2010; XIAO; CHEN,;
CAO, 2014).

A presenca de derivados de pinobanksina foi sugerida em sete amostras e
apenas em Anadenanthera este composto ndo foi identificado. Trata-se de um
diidroflavonol com potencial antibacteriano (SIMOES, 2007) j& identificado em
amostras de mel e de propolis (CABRAL, 2008; FALCAO et al., 2013; KECKES et
al., 2013). O 4-metil-sulfonil-butil glicosinolato (glucorafanina), encontrado em trés
amostras (Alternanthera, Mimosa caesalpiniaefolia e M. scabrella de Santa
Catarina), faz parte do grupo dos glicosinolatos, cujos compostos ocorrem
principalmente em vegetais da familia Brassicaceae, mas também em outras
angiospermas (PRAKASH; GUPTA, 2013). Traka et al. (2013), em estudos com
Brassica oleracea L. (brécolis), observaram quantidades variaveis de glucorafanina
nas amostras e citaram efeitos benéficos para a salde, como o potencial
anticarcinogénico, relacionados com a presenca de glucorafanina e produtos da
hdrélise desta substancia. Com base na literatura consultada, esta € a primeira vez
gue este composto foi identificado em amostras de PAD.

No espectro de massas da amostra monofloral de Alternanthera foram
observados 26 picos e 18 foram identificados, incluindo cinco padrbes e 0s picos
majoritarios. O conteudo de catequina (0,73 + 0,08 mg/100 g de amostra), acido
siringico (4,81 = 0,05 mg/100 g), acido p-cumarico (0,47 £ 0,02 mg/100 g), rutina
(6,65 = 0,05 mg/100 g) e quercetina (1,92 = 0,02 mg/100 g) foi determinado
utilizando a curva de calibrag&o construida com uma mistura dos padrbes analisados
por HPLC-DAD. Os compostos majoritarios identificados foram uma antocianina
glicosilada (petunidina-3-O-galactosideo, tempo de retencdo: 49,3 min) e um
derivado de espermidina (tri-p-cumaril-espermidina, tempo de retencdo: 56,7 min). O
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composto petunidina-3-O-galactosideo resulta da substituicdo de um grupo hidroxila
da aglicona por uma unidade de galactose. Derivados de petunidina foram
previamente identificados em vinho tinto (JIMENEZ el at., 2010). O tri-p-cumaril-
espermidina € um conjugado de poliamina com compostos fendlicos que faz parte de
um grupo de substancias bioativas com potencial antimicrobiano (BASSARD et al.,
2010). A ocorréncia de derivados de espermidina foi reportada em amostras de PAD
produzidas em Belgrado, Sérvia (MIHAJLOVIC et al., 2014).

A analise da amostra de Anadenanthera indicou 32 picos, dos quais 23
foram identificados, entre eles, oito padrdes e os picos majoritarios. Os padrbes
foram também quantificados: 0,69 + 0,03 mg de catequina/100 g de amostra, 12,54 +
0,12 mg de acido B-resorcilico/100 g, 1,04 + 0,01 mg de acido feralico/100 g, 3,66 +
0,14 mg de rutina/100 g, 13,05 + 0,08 mg de acido cinamico/100 g, 4,57 + 0,17 mg
de naringenina/100 g e 7,42 = 0,15 mg de quercetina/100 g. A catequina nao foi
identificada na analise por HPLC-DAD e, consequentemente, ndo foi quantificada,
porque o conteldo estava abaixo do limite de deteccéo.

Considerando-se a intensidade dos picos, dois derivados de espermidina
foram os principais compostos no PAD de Anadenanthera: tri-p-cumaril-espermidina
(tempo de retencdo: 56,6 min) e N’, N”, N’”-tris-p-feruloil-espermidina (tempo de
retencdo: 57,3 min). O maior tempo de retencdo deste Ultimo indica uma menor
polaridade em relacdo aos demais, o que coincide com o observado por Negri et al.
(2011) para este composto em amostras de PAD. Os autores atribuiram a menor
polaridade desta substanca a presenca de um grupo metoxil na unidade feruloil.

Os compostos ampeloptina e eriodictiol ocorreram, apenas, no PAD de
Anadenanthera. Zhou et al. (2010) citaram que a ampeloptina (ou diidromiricetina) é
utilizada na medicina chinesa como agente anti-inflamatorio e que, em estudos in
vitro, este composto demonstrou potencial antioxidante e antitumoral. Keckes et al.
(2013) sugeriram que o eriodictiol e a quercetina podem ser utilizados como
marcadores para o mel de girassol produzido na Sérvia.

Dentre os espectros gerados, o do PAD de Cocos nucifera foi aguele com o
menor numero de picos (22), dos quais 14 foram identificados. Entre as oito
amostras, verificou-se que esta teve a menor capacidade antioxidante e baixa
capacidade antimicrobina contra bactérias, conforme mencionado anteriormente, o
gue pode estar relacionado ao menor nimero ou ao tipo de compostos nesse PAD.
Um glicosideo de isoramnetina (isoramnetina-3-O-ramnosil-glicosideo) foi o
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composto majoritario, o qual ja foi identificado previamente no PAD (NEGRI et al.,
2011). Flavonoides-O-glicosideos foram identificados no mel e, o tipo e a quantidade
destas substancias, relacionados com a origem botanica das amostras
(TRUCHADO; FERRERES; TOMAS-BARBERAN, 2009). A presenca de cinco
padrées foi confirmada e estes quantificados por HPLC-DAD: acido clorogénico
(4,85 + 0,12 mg/100 g), acido ferulico (0,71 £ 0,02 mg/100 g), &cido sinapico (0,29 +
0,03 mg/100 @), rutina (4,78 + 0,10 mg/100 g) e quercetina (1,86 £ 0,01 mg/100 Q).

Dos 26 picos observados na amostra de M. caesalpiniaefolia, 21 foram
identificados. Esta foi uma das duas amostras em que o composto majoritario (tempo
de retencao: 56,1 min) ndo foi identificado, composto esse que ocorreu, também, na
amostra M. scabrella coletada em Mato Grosso (MT). O segundo pico de maior
intensidade corresponde ao composto isoramnetina-3-O-glicosideo. Sete padrdes
foram confirmados, sendo que o teor determinado por HPLC-DAD foi de: 0,75 + 0,05
mg de catequina/100 g de amostra, 4,53 = 0,19 mg de &cido clorogénico/100 g, 0,15
+ 0,01 mg de acido caféico/100 g, 5,36 + 0,24 mg de &cido siringico/100 g, 8,39 +
0,16 mg de rutina/100 g, 2,91 + 0,06 mg de quercetina/100 g e 7,40 + 0,45 mg de
campferol/100 g.

Para o PAD de Myrcia detectaram-se 40 picos, sendo 28 identificacdes. Os
compostos majoritarios foram identificados como miricetina (tempo de retencéo: 47,8
min) e acido elagico (tempo de retencdo: 51,5 min). A miricetina € uma substancia
de acdo antioxidante que, dependendo da concentracdo e das condi¢cdes do meio,
pode agir como pré-oxidante (CHOBOT; HADACEK, 2011). O &cido elagico é um
dimero de acido galico com acdo anti-inflamatoéria (BAE et al., 2010), antioxidante
(FESTA et al.,, 2001) e potencial para reduzir o acumulo de lipideos no tecido
adiposo (OKLA et al., 2015). Saldanha et al. (2013) analisaram extratos de Myrcia
bella, uma espécie do género Myrcia comum nas areas de Cerrado, e identificaram,
assim como no presente estudo, glicosideos de miricetina, quercetina e campferol.

Cinco padrdes foram confirmados por espectrometria de massas no PAD de
Myrcia, mas um deles, o acido sinapico, ndo foi identificado e quantificado por
HPLC-DAD. O contetdo de acido vanilico foi de 6,06 £ 0,08 mg /100 g, acido p-
cumarico de 6,68 £ 0,02 mg /100 g, rutina de 3,98 + 0,01 mg /100 g e quercetina de
67,91 + 0,25 mg /100 g. Este foi o maior teor de quercetina observado entre as
amostras e foi, também neste PAD, que se observou a maior capacidade

antioxidante por ambos os métodos. Isto corrobora com o resultado da analise de
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correlacdo de Pearson, discutida anteriormente (parte 1), que indicou correlacéo
positiva entre este composto e a capacidade antioxidante do PAD.

Os compostos cianidina-3-rutinosideo e apigenina foram encontrados
apenas na amostra de Myrcia. O primeiro € um polifenol do grupo das antocianinas
com potencial para auxiliar na prevencdo de doencas degenerativas, que ja foi
identificado em amostras de acai coletadas no estado do Para (GOUVEA et al.,
2012). A apigenina é um flavonoide da classe das flavonas encontrado em frutas e
vegetais, com acao anti-inflamatéria, antioxidante e antitumoral (SHUKLA; GUPTA,
2010).

Cada uma das trés amostras de M. scabrella apresentou um perfil singular
de compostos. Esta variacao pode estar relacionada com diferencas agronémicas ou
genotipicas; condi¢cdes climaticas, como temperatura, estresse hidrico e intensidade
de luz; além de condic¢des de solo; que poderiam influenciar na composi¢ao do pdélen
destas plantas (DAOUD et al., 2015). No PAD coletado em Santa Catarina foi
observado o maior nimero de picos (43) e, embora 0 composto majoritario nao
tenha sido identificado (tempo de retencdo: 53,6), outros 28 o foram. Seis padrbes
foram identificados, um deles apenas na analise por espectrometria de massas
(acido ferulico). O contetdo dos padrdes variou de 1,50 a 46,80 mg/100 g, sendo:
acido protocatéquico (1,50 = 0,01 mg/100 g), rutina (46,80 = 2,57 mg/100 @),
naringenina (18,36 + 1,09 mg/100 g), quercetina (5,97 + 0,29 mg/100 g) e campferol
(5,50 = 0,31 mg/100 g). Deve-se mencionar que, nesta amostra, foram identificados
dois compostos comuns a plantas do género Myrcia: miricetina e tricetina-7-O-
soforosideolglicosil(1-2)glicosideo].

No PAD coletado no Rio Grande do Norte foram observados 32 picos no
espectro de massas, dos quais 25 foram identificados. O campferol-3-O-glicosideo
foi 0 composto majoritario (tempo de retencdo: 44,2 min) e, além deste, outros sete
glicosideos deste flavonol foram identificados. Acido B-resorcilico, acido sinapico,
rutina, naringenina, quercetina e campferol foram confirmados, de modo que o
conteudo foi de, respectivamente, 9,65 + 0,12 mg/100 g, 0,33 + 0,03 mg/100 g, 25,81
+ 0,31 mg/100 g, 10,41 + 0,25 mg/100 g, 5,05 + 0,21 mg/100 g e 44,97 + 2,88
mg/100 g. A procianidina B1, que foi identificada apenas nesta amostra, € uma
substancia de ag&o antioxidante (AMIC; LUCIC, 2010) e antiviral (LI et al., 2010).

Na amostra coletada em Mato Grosso, dos 25 picos observados, 13 foram

identificados, incluindo o majoritario (N',N",N™-tris-p-feruloil-espermidina). Entre as
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trés amostras de M. scabrella, nesta observou-se o menor nimero de compostos,
juntamente com a menor capacidade antioxidante por ambos os métodos (conforme
discutido anteriormente), no entanto, a capacidade antimicrobiana foi intermediaria,
sinalizando que este parametro pode ser mais influenciado pelo tipo de compostos

presentes na amostra do que pelo niumero total de compostos.

4 CONCLUSAO

O polen apicola desidratado € fonte de energia e proteinas. Tem elevado
contetdo de zinco, manganés e cobre e algumas amostras tem quantidades
importantes de ferro e manganés, portanto, seria importante a realizacdo de testes
de biodisponibilidade destes micronutrientes. Quanto as propriedades bioldgicas,
destaca-se a capacidade antioxidante, muitas vezes superior ao observado nas
frutas vermelhas reconhecidas como fontes de antioxidantes na dieta. Os compostos
fendlicos atuam como agentes potencialmente bioativos, sendo que a quercetina
tem especial importancia neste alimento. Com relacdo a capacidade antimicrobiana,
mais estudos devem ser conduzidos para determinar quais compostos atuam e se
outros micro-organismos sdo mais sensiveis. Flavonoides glicosilados sdo os
principais compostos fendlicos neste produto e devem ser estudados, porém, outras
substancias de elevado potencial biol6gico devem ser melhor investigadas, tanto em
relacdo a prevaléncia destes compostos no polen apicola desidratado, quanto aos
possiveis efeitos in vitro e in vivo.

Os parametros instrum