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RESUMO

O pdlen apicola surge quando as abelhas recolhnem os grdos de pélen das
anteras e agregam-no com o auxilio de néctar e saliva. A composi¢cdo quimica
e o valor nutricional dos grédos dependem principalmente das espécies florais
polinizadas pelas abelhas e de fatores ambientais. A presenca de compostos
bioativos justifica 0 uso do pdlen apicola e seus extratos para tratamentos
medicinais. Este trabalho surge da necessidade de obter informacbes
referentes as caracteristicas do pdélen apicola comercializado, devido ao
crescente consumo desse produto. Para investigar a presenca de compostos
bioativos no polen apicola comercial foi realizada uma triagem qualitativa
através do método de cromatografia em camada delgada. A determinacao das
concentracfes de compostos fendlicos totais nas amostras foi realizada com os
extratos preparados, adotando-se o método espectrofotométrico. A avaliagdo
dos parametros de qualidade do pélen apicola comercial foi realizada através
de andlises fisico-quimicas (pH, umidade, acidez livre, cinzas e acucares
totais). Os resultados obtidos na triagem indicaram em todas as amostras
analisadas a presenca de compostos fendlicos, principalmente flavonoides, e
de derivados antracénicos, especialmente iridoides. O teor de compostos
fendlicos totais nas amostras variaram entre 5,194 e 19,083 mg GAE/g pdlen
apicola. Dentre os requisitos fisico-quimicos avaliados, apenas a umidade das
amostras foi identificada fora dos parametros, em valores superiores ao
maximo estabelecido.

Palavras-chave: compostos bioativos, fendlicos, polen apicola.



ABSTRACT

The bee pollen occurs when bees collect the pollen from the anthers and add it
with the aid of nectar and saliva. The chemical composition and nutritional value
of the grains depend mainly of floral species pollinated by bees and
environmental factors. The presence of bioactive compounds justifies the use of
bee pollen and its extracts for medicinal treatments. This paper arises from the
need to obtain information regarding the characteristics of bee pollen sold due
to the increasing consumption of this product. To investigate the presence of
bioactive compounds in commercial bee pollen a qualitative screening was
performed by chromatography on thin layer method. The determination of the
concentrations of phenolic compounds in the samples was carried out with
prepared statements, adopting spectrophotometric method. The evaluation of
the commercial bee pollen quality parameters was performed by physical and
chemical analysis (pH, moisture, free acidity, ash and total sugars). The results
of the screening indicated in all samples analyzed the presence of phenolic
compounds, especially flavonoids, and anthracene derivatives, especially
iridoid. The content of phenolic compounds in the samples ranged between
5.194 and 19.083 mg GAE/g bee pollen. Among the physicochemical
requirements evaluated, only the humidity of the samples was identified outside
these parameters, for values greater than the maximum established.

Keywords: bioactive compounds, phenolics, bee pollen.
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1- INTRODUCAO

O Brasil é um pais privilegiado por sua rica biodiversidade e tem se
destacado devido a existéncia de diversas espécies de frutas e plantas ricas
em antioxidantes, substancias com capacidade de acao contra danos normais
causados pelos efeitos do processo fisiologico de oxidacdo (FINLAYS TEA
SOLUTIONS, 2009).

Os antioxidantes sdo substancias capazes de estabilizar ou desativar
os radicais livres antes que ataquem os alvos biolégicos nas células (SOUSA,
et al.,, 2007). Os radicais livres sdo compostos oxidantes produzidos pelo
metabolismo normal do corpo (MELO, et al., 2006).

Nos dultimos anos, muitas evidéncias tém indicado o papel dos
oxidantes como responsaveis pelo envelhecimento e pelo desenvolvimento de
doencas cronicas e degenerativas associadas a esse fator (ROESLER, et al.,
2007). A producdo de radicais livres pode ser controlada por compostos
antioxidantes (MELO, et al., 2006).

Quando incorporados a alimentacdo humana, o0s antioxidantes
conservam a qualidade do alimento, além de reduzir os efeitos danosos
causados pela acdo dos radicais livres. Os antioxidantes podem ser de origem
enddgena ou proveniente da dieta alimentar. Tendo em vista que antioxidantes
sintéticos podem representar riscos a saude humana, tem se tornado crescente
a busca por antioxidantes naturais (ANDREO e JORGE, 2006).

Neste contexto, existe uma tendéncia mundial de busca por produtos
naturais, favoravel ao consumo de produtos como suplemento para dietas e
com fins terapéuticos. O podlen apicola tem se destacado nesse mercado de
produtos naturais devido as suas excelentes propriedades (VASCONCELOS,
DUARTE e LOPEZ, 2011).

Polen é o gameta masculino das flores das plantas, produzido pelas
anteras e atraido pelo ovario para garantir a fecundacdo e reproducdo da
planta. O pdlen apicola surge quando as abelhas recolhem os graos de pélen
das anteras e agregam-no com auxilio de néctar e saliva (MILFONT, FREITAS
e ALVES, 2011).
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Para producdo do pédlen apicola, as abelhas podem visitar uma ou
varias espécies florais (MORETI, et al., 2002). A composi¢éo quimica e o valor
nutricional dos graos de pdlen apicola sdo variaveis, sendo determinados por
véarios fatores. Em especial, dependem da origem das espécies polinizadas
pelas abelhas e de fatores ambientais, como condi¢cdes climaticas e tipo de
solo (VASCONCELOS, DUARTE e LOPEZ, 2011).

Por suas caracteristicas terapéuticas e dietéticas benéficas para a
salde humana, o pélen apicola tem sido considerado um alimento diferenciado
(KERR, CARVALHO e NASCIMENTO, 1996), amplamente consumido. Este
produto € um alimento completo, pois é fonte de energia, rico em nutrientes e
em substéncias bioativas (MEDEIROS, 2006).

O polen apicola e seus extratos tém sido usados de forma medicinal
(MILFONT, FREITAS e ALVES, 2011) devido a presenca de substancias
bioativas com atividade antioxidante e altos teores de compostos fendlicos
(ALMEIDA-MURADIAN, et al., 2005; MEDEIROS, 2006; CARPES, et al.,
2008).

Os compostos fendlicos sdo aqueles que apresentam ao menos uma
hidroxila ligada a um anel aromatico, nas formas simples ou de polimeros
(ANGELO e JORGE, 2007). Esses compostos apresentam muitas
propriedades fisioloégicas (ANDREO e JORGE, 2006), que podem justificar o

uso terapéutico do podlen apicola, ja que este produto contém tais compostos.

Pela crescente importancia, torna-se necessaria a identificacdo das
caracteristicas do polen apicola produzido e comercializado em cada regido. A
obtencao de informacdes a cerca das caracteristicas do produto possibilita a
avaliacdo de qualidade do mesmo. Por outro lado, devido a esparsa, com
dados relativos ao perfil de compostos bioativos, este trabalho torna-se

significativo.

Neste sentido, este trabalho relata o estudo de amostras de poélen
apicola produzido por abelhas africanizadas, comercializadas na forma
desidratada em diferentes cidades brasileiras. Através de cromatografia em

camada delgada realizou-se a triagem fitoquimica para a identificacdo dos
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principais compostos bioativos contidos nas amostras. A determinagédo de
compostos fenolicos foi realizada com os extratos etandlicos das amostras
através de método espectrofotométrico. Por meio de analises fisico-quimicas
das amostras foram avaliados os requisitos fisico-quimicos de qualidade para o

produto.
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2 - REVISAO DA LITERATURA

2.1 - Compostos bioativos

Quando a producéo de radicais livres estad além das defesas do corpo
pode ocorrer 0 estresse oxidativo, que tem sido associado ao envelhecimento e
ao desenvolvimento de doencas cronicas e degenerativas (ROESLER, et al.,
2007). Os chamados compostos bioativos atuam em alvos fisioldgicos
especificos e interferem nos processos patogénicos de doencas crénicas nao
transmissiveis (BASTOS, ROGERO e AREAS, 2009).

Através do processo fisiolégico de oxidacdo, os radicais livres
(compostos com um ou mais elétrons desemparelhados e altamente instaveis
produzidos pelo metabolismo normal do corpo), buscam se apropriar ou doar
elétrons, podendo reagir com DNA, RNA, proteinas ou outras substancias
oxidaveis (MELO, et al., 2006). Para evitar os efeitos danosos desse processo,

€ importante incorporar compostos biativos a alimentacao.

Os compostos bioativos estdo naturalmente presentes em diversos
alimentos, cuja ingestdo promove a manutencdo da saude. Existem varios
desses compostos, que podem atuar de formas diferentes, em relacdo aos
alvos fisiolégicos e aos mecanismos de acdo (BASTOS, ROGERO e AREAS,
2009).

2.2 - Antioxidantes

Durante e ap6s o periodo da | Guerra Mundial, os pesquisadores
Moureu e Dufraise realizaram testes da atividade antioxidante de mais de 500
compostos. Essa pesquisa desencadeou a busca por aditivos quimicos para
controlar a oxidacdo, proporcionando o comeco do atual conhecimento das
propriedades de varios produtos quimicos para prevenir a oxidacdo de
gorduras e alimentos (FINLAYS TEA SOLUTIONS, 2009).

Uma conceituacdo geral para antioxidantes os define como
“substancias que presentes em concentragbes baixas, comparadas ao
substrato oxidavel, retardam significativamente ou inibem a oxidacdo do
substrato” (SOUSA, et al., 2007, p. 351).
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A partir de antioxidantes s&o formados radicais menos reativos, assim
ndo ha propagacao da reacdo em cadeia e os radicais podem ser neutralizados
por reacdo com outro radical, formando produtos estaveis ou que possam ser

reciclados por outro antioxidante (SOUSA, et al., 2007).

Ha duas classes de compostos antioxidantes, classificados de acordo
com sua atividade enzimatica. Uma classe inclui compostos que apresentam
essa atividade, sdo enzimas capazes de bloquear a iniciacdo da oxidacéo
removendo as espécies reativas ao oxigénio. A outra classe engloba moléculas
gue ndo tem atividade enzimatica, mas que reagem com as espécies

radicalares, sendo consumidas durante a reacdo (ANGELO e JORGE, 2007).

Compostos que possuem atividade antioxidante incluem a classe de
fendis, acidos fenolicos e seus derivados, flavonoides, tocoferadis, fosfolipidios,
aminoacidos, acido fitico, acido ascoérbico, pigmentos e esterdis (ROESLER, et
al., 2007). Os carotenoides também apresentam propriedades antioxidantes
(SOUSA, et al., 2007; OLIVEIRA, et al., 2011).

A origem das substancias antioxidantes pode ser sintética ou natural
(ANDREO e JORGE, 2006). Centenas de compostos tém sido propostas para
inibir a deterioracdo oxidativa das substancias oxidaveis, no entanto apenas
alguns desses podem ser usados em produtos destinados ao consumo
humano (FINLAYS TEA SOLUTIONS, 2009).

Os antioxidantes sintéticos sdo usados para diminuir a fase de
propagacédo da reacao de oxidacdo, mas o0 consumo dessas substancias esta
associado a riscos a saude humana, por isso € crescente a busca de
antioxidantes naturais para substitui-los (ANDREO e JORGE, 2006).

Os antioxidantes naturais podem ser extraidos de vegetais e plantas
por meio diversos métodos extrativos. Esses antioxidantes podem ser
incorporados a alimentacdo humana, para conservar a qualidade do alimento,
além de reduzir o risco de desenvolvimento de patologias (ANGELO e JORGE,
2007).
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Neste contexto destaca-se o poélen apicola, por se tratar de um produto
natural que apresenta substancias bioativas com atividade antioxidante,
principalmente altos teores de compostos fenodlicos (ALMEIDA-MURADIAN, et
al., 2005), flavonoides (CARPES, et al., 2008; NOGUEIRA, 2012) e
carotenoides (MENEZES, et al., 2010).

2.3 - Compostos fendlicos

Quimicamente, os compostos fendlicos apresentam hidroxilas em anéis
aromaticos, na forma simples ou de polimeros. Estima-se a existéncia de cinco
mil fendis que, por possuirem uma estrutura variavel, sdo multifuncionais
(ANGELO e JORGE, 2007).

A atividade antioxidante desses compostos deve-se principalmente as
suas propriedades redutoras e estrutura quimica, caracteristicas que
desempenham importante papel na neutralizacdo ou sequestro de radicais
livres, com acdo nas etapas de iniciacdo e de propagacdo do processo
oxidativo (SOUSA, et al., 2007).

Os compostos fendlicos sdo produzidos pelo metabolismo secundario
das plantas (ANGELO e JORGE, 2007). O grupo dos polifendis é dividido em
subgrupos, que incluem substancias comumente encontradas em frutas,
vegetais e graos (FINLAYS TEA SOLUTIONS, 2009).

Nas plantas os fenois atuam como pigmentos, protetor solar, repelente
para insetos, antioxidantes e antimicrobianos (FINLAYS TEA SOLUTIONS,
2009). Nos alimentos, os compostos fendlicos sdo responsaveis por
caracteristicas como cor, aroma, adstringéncia e estabilidade oxidativa
(ANGELO e JORGE, 2007).

Os compostos fendlicos apresentam grande quantidade de
propriedades fisiol6gicas, tais como antialergénica, antiarteriogénica, anti-
inflamatoria, antimicrobiana, antitrombotica, cardioprotetora e vasodilatadora
(ANDREO e JORGE, 2006).

A quantificacdo de compostos fendlicos pode ser realizada através de

varias técnicas espectrométricas, sendo mais empregada a que utiliza o
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reagente de Folin-Ciocalteu. Este método permite quantificar compostos
fendlicos, flavonoides e antocianinas presentes nas amostras (ALMEIDA e
BENASSI, 2011).

A técnica da espectrofotometria fundamenta-se na lei de Lambert-Beer,
através da qual fica estabelecido que a absorbancia é diretamente proporcional
a concentracdo da solucdo de amostra (HARRIS, 2012). Os compostos
fendlicos em solucdo respeitam a Lei de Lambert-Beer dentro da faixa de

concentracgao utilizada neste trabalho.

Para quantificar a concentracdo de compostos fendlicos totais
presentes em podlen apicola comumente é adotado o0 método
espectrofotométrico com reagente Folin-Ciocalteu (CARPES, et al., 2008;
MENEZES, et al., 2010; NOGUEIRA, 2012).

2.4 - Pblen

Polen é o gameta masculino produzido pelas anteras das flores. A
polinizacdo consiste na transferéncia de grdos de poélen para o estigma,
receptor feminino da flor. Ha espécies vegetais capazes de realizar
autopolinizacdo, mas a maioria depende de agentes externos para que a
fecundacdo e a reproducdo da planta acontecam (RIZZARDO, FREITAS e
MILFONT, 2011). Estima-se que 73% das espécies vegetais cultivadas no
mundo séo polinizadas por abelhas (FAO, 2015).

A importancia do polen é irrefutavel, tanto para a coloénia quanto para
os derivados da colmeia (MARCHINI, REIS e MORET]I, 2006). O pdlen tem alto
valor nutritivo, por isso € usado para a preparacdo do alimento das larvas
jovens (SEELEY, 2006). O pélen é a principal fonte alimentar de proteinas,

vitaminas, lipideos e minerais para as abelhas (PEREIRA, et al., 2011).
2.5 - Pdélen apicola

Quando as abelhas operérias visitam as flores para recolher o poélen,
utilizam saliva e néctar para agregar os graos ao corpo, transferindo-os
posteriormente para as corbiculas das patas traseiras, como mostra a figura 1.
Assim surge o poélen apicola (MILFONT, FREITAS e ALVES, 2011).
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FIGURA 1: Abelha africanizada e pdlen apicola.

FONTE: http://www.redeprofauna.pr.gov.br

O excesso de pélen carregado pelas abelhas é coletado antes da
entrada na colmeia por armadilhas, conhecidas como caca-pélen. Esse produto
€ limpo, desidratado e comercializado como poélen apicola, um excelente
suplemento nutricional (DUARTE, VASCONCELOS e LOPEZ, 2011).

Quando transportado para o interior das colmeias, as abelhas
armazenam o0s grdos de polen nos alvéolos dos favos e as operarias
compactam a mistura com a cabeca, dando origem ao chamado péo de abelha
(MILFONT, FREITAS e ALVES, 2011).

As abelhas visitam uma ou varias espécies florais para a obtencédo de
um polen apicola completo. As caracteristicas especificas (composicédo quimica
e valor nutricional) dependem das espécies polinizadas pelas abelhas, pois a
origem botéanica interfere na quantidade de vitaminas, proteinas, carboidratos,

minerais e acucares (MORETI, et al., 2002).

A composicdo do podlen apicola € muito variavel entre as espécies
vegetais e o ambiente exerce influéncia sobre sua producdo (MILFONT,
FREITAS e ALVES, 2011). Origem geografica, condi¢cdes climaticas, tipo de
solo e maneio apicola também séo fatores que interferem na composicao do
polen (VASCONCELOS, DUARTE e LOPEZ, 2011).

A producédo de pélen de um apiario sofre influéncias do meio
ambiente de tal maneira que dificimente haverd uma
semelhancga entre o conteddo de pdlen apicola de dois apiarios

com distancias superiores a quatro quildbmetros (MILFONT,
FREITAS e ALVES, 2011, p. 20).
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2.6 - Polen apicola na alimentagdo humana

O pélen apicola tem se destacado no mercado de produtos naturais,
que é favoravel ao consumo de produtos complementares a dietas ou com
efeitos terapéuticos (VASCONCELOS, DUARTE e LOPEZ, 2011). Trata-se de
um excelente suplemento nutricional para os seres humanos (DUARTE,
VASCONCELOS e LOPEZ, 2011).

Sao componentes do polen proteinas (10% a 33%), carboidratos (20%
a 40%), lipideos (1% a 14%), sais minerais (2,5% a 3,5%), fibras (3% a 5%),
aminoacidos livres (10% a 13%), acUcares redutores (24% a 36%) e nao
redutores (2% a 4%) (MILFONT, FREITAS e ALVES, 2011).

Os elementos minerais predominantes em polen apicola sdo potassio,
fésforo, calcio, magnésio e silicio, enquanto sdo encontrados em menores
proporgdes sodio, ferro, manganés, zinco, cobre e cloro. Muitos desses
elementos desempenham importantes fungdes no organismo humano
(KROYER e HEGEDUS, 2001; MILFONT, FREITAS e ALVES, 2011), fazendo

deste um produto atraente para a alimentacéao.

A elevada razao potassio/sodio torna o poélen apicola interessante para
dietas com balanco eletrolitico definido. A presenca de cobre e zinco,
considerados nutrientes antioxidantes (KROYER e HEGEDUS, 2001), torna

esse produto ainda mais instigante para o consumo humano.

Diversas vitaminas podem ser encontradas no poélen apicola, dentre
elas: biotina, colina, vitamina A, tiamina, riboflavina, niacina, acido pantoténico,
piridoxina, inositol, &cido folico, acido ascorbico, vitaminas D, tocoferol,
vitamina P e B-caroteno (KROYER e HEGEDUS, 2001; MILFONT, FREITAS e
ALVES, 2011).

O péblen apicola apresenta também outros componentes, como
compostos biativos, principalmente fendlicos, substancias antibidticas, enzimas
e resinas. E ainda particularmente rico nos acidos graxos linoleico e linolénico
(KROYER e HEGEDUS, 2001). Portanto, além de se apresentar como um
suplemento alimentar, contém substancias interessantes para a manutencao

da saude.
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2.7 - Polen apicola na saude humana

O pdlen apicola e seus extratos tém sido utilizados de forma medicinal
em tratamentos alternativos (ALMEIDA-MURADIAN, et al., 2005; MILFONT,
FREITAS e ALVES, 2011), em virtude da presenca de substancias bioativas,
com atividade antioxidante (MEDEIROS, 2006; CARPES, et al., 2008) e
antimicrobiana (SULZBACH, et al., 2009).

Os extratos de pdlen atuam como sequestradores de radicais livres e
inibidores de peroxidacdo lipidica. A propriedade antioxidante do extrato de
poélen estd associada com efeitos radioprotetores, detoxificantes e anti-
inflamatérios, além de ser importante no retardo do envelhecimento, na
prevencao e tratamento de varias doencas (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

Tem sido descrito o emprego de podlen apicola e seus extratos na
medicina tradicional para o tratamento de doencas como prostatite, sindrome
da dor crbnica pélvica, Ulceras de estbmago, doencas hemorragicas
infecciosas (MILFONT, FREITAS e ALVES, 2011), cancer, doencas
cardiovasculares e diabetes (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

2.8 - Qualidade do po6len apicola comercial

O polen apicola destinado ao comércio, nacional ou internacional, deve
atender a requisitos minimos de qualidade, estabelecidos pelo Ministério da
Agricultura, através do Regulamento Técnico para a Fixacdo de ldentidade e
Qualidade de Pdlen Apicola (BRASIL, 2001). Os parametros fisico-quimicos de
gualidade para o polen apicola comercial desidratado sdo apresentados na

tabela a seguir.
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TABELA 1: Parametros fisico-quimicos de qualidade para o pdlen apicola
comercial desidratado.

Requisitos Parametro

pH 4a6

Umidade Méaximo de 4%

Acidez livre Maximo de 300 mEq/Kg

Cinzas Méaximo de 4% (m/m na base seca)
Lipidios Minimo de 1,8% (m/m na base seca)
Proteinas Minimo de 8% (m/m na base seca)
Fibra bruta 2% (m/m na base seca)

AcUcares totais 14,5 a 55% (m/m na base seca)
FONTE: BRASIL, 2001.




21

3 - OBJETIVOS

3.1 - Objetivo Geral

Investigar a composi¢cdo do pdlen apicola comercial, a partir de amostras
produzidas por abelhas africanizadas e comercializadas na forma desidratada
em diferentes cidades brasileiras.

3.2 - Objetivos Especificos

e Verificar a presenga de compostos bioativos nas amostras comerciais
de pdlen apicola.

e Analisar o0 método extrativo de compostos fendlicos mais adequado
para as amostras de polen apicola comercial.

e Quantificar a concentragdo de compostos fendlicos presentes nas
amostras comerciais de podlen apicola.

e Avaliar os requisitos fisico-quimicos de qualidade das amostras de

polen apicola comercial.
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4 - MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas quatro amostras de pdlen apicola comercial
desidratado, produzidos por abelhas africanizadas. Em lojas virtuais de
produtos apicolas foram adquiridas duas amostras, comercializadas nas
cidades Nova Friburgo-RJ e Itabaiana-SE. As outras duas amostras,
comercializadas nas cidades Exu-PE e Petrolina-PE, foram adquiridas

diretamente com os fornecedores.

Para a realizacdo dos procedimentos experimentais, as amostras de
poélen apicola foram denominadas P1, P2, P3 e P4, respectivamente
comercializadas nas cidades Itabaiana-SE, Exu-PE, Nova Friburgo-RJ e
Petrolina-PE. As amostras tiveram o0 mesmo tempo de andlise, ocorrida dentro
do prazo de validade estabelecido pelos fornecedores.

FIGURA 2: Amostras de poélen apicola comercial desidratado: a) P1, b) P2,
c) P3ed) P4.

| S

FONTE: Proprio autor, 2015.

4.1 - Triagem fitoquimica qualitativa

Para a identificacdo dos compostos bioativos contidos nas amostras foi
realizada uma triagem fitoquimica qualitativa, de acordo com metodologia
descrita por Wagner e Bladt (1996), no laboratério de Bioquimica da
Universidade Federal do Vale do Sao Francisco (UNIVASF), em Petrolina-PE.

Adicionou-se um pouco de metanol 10% (v/iv) a uma pequena
guantidade de cada amostra, mantendo-as por dois minutos a 25° C em um
sonicador para melhor solubilizagdo. Em seguida as amostras foram
submetidas as analises cromatograficas em camada delgada, com silica gel 60
F254, com suporte de aluminio, aplicados com micropipeta e eluidos com

diferentes sistemas de solventes, de acordo com a tabela 2.
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TABELA 2: Sistemas de elui¢céo e reveladores utilizados na triagem fitoquimica
das amostras de poélen apicola por cromatografia em camada delgada.

Metabdlitos

Secundarios Sistemas de eluicao Reveladores
Alcaloides Tolueno: acetato de etila: dietilamina Reagente de
gerais (70:20:10, v/v) Dragendorff

Acetato de etila: acido férmico: acido Anisaldeido-

Antocianinas acético glacial: 4gua (100:11:11:26, v/v)  sulfdrico

Antraquinonas e Eter de petréleo: acetato de etila: cido Acido

agliconas formico (75:25:1, viv) fosfomolibdico
Compostos Acetato de etila: acido férmico: acido Reagente PEG
fendlicos aceético glacial: agua (100:11:11:26, v/v) g
Cumarinas Tolueno: etil éter (1:1 saturado com acido KOH etandlico
acético 10%, v/v) 10%
Derivados Acetato de etila: metanol: agua Vanilina
antracénicos (100:13,5:10, v/v) sulfurica
. L L A Vanilina
Lignanas Cloroférmio: metanol: agua (70:30:4, v/v) fosforica
Mono, sesqui e Vanilina

Tolueno: acetato de etila (93:7, v/v) sulfurica

KOH etandlico

diterpenos

Naftoquinonas  Tolueno: acido férmico (99:1, v/v)

10%

Saponinas Cloroférmio: acido acético: metanol: agua Anisaldeido-
P (64:32:12:8, viv) sulfarico
Taninos Acetato de etila: &cido acético glacial: Vanilina
condensados acido férmico: agua (100:11:11:26, v/v) cloridrica
Taninos n-Butanol: acetona: tampéo fosfato pH Sulfato de ferro
hidrolisaveis 5,0 (40:50:10, v/iv) amonical (1%)
Triterpenos e Tolueno: cloroférmio: etanol (40:40:10, Reagente de
: Lieberman-

esteroides A%

Burchard

. Acetato de etila: metanol: 4gua

Xantinas -

(100:13,5:10, v/v)

FONTE: WAGNER e BLADT, 1996.

4.2 - Extratos etandlicos de pdlen apicola

Para o procedimento de quantificacdo dos compostos fendlicos totais
foram preparados extratos etandlicos de pélen (EEP) de cada amostra
comercial. Neste trabalho, para a producdo dos EEP exploramos diferentes

metodologias.
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Geralmente, nos estudos que envolvem a identificagdo de compostos
fendlicos em polen apicola adota-se o método de banho-maria, a 70 °C,
utilizando-se pequenas quantidades de amostra macerada (um ou dois
gramas) e 15 mL de etanol 70% (v/v) para a preparagao do extrato (CARPES,
et al., 2008; MENEZES, et al., 2010).

Também testamos a extracdo de compostos fendlicos pelo método de
banho ultrassonico, adaptando a metodologia descrita por Zhang, et al. (2011)
para o uso de pdlen apicola, para tanto utilizamos dois gramas de amostra
macerada e 15 mL de etanol 70% (v/v), a temperatura ambiente. Os métodos
de banho-maria e de banho ultrassénico testados para a producdo dos EEP
séo descritos no esquema da figura a seguir.

FIGURA 3: Esquema de meétodos testados para obtencéo de EEP.

- 1e2qgde Filtrado:
Bagh?mdrggna > amostra estufa com
macerada 15 mL de 30 min. o / circulacéo de
Banho etanol 70%|"|em banho[”| Fillragéo aras0°C
ultrassénico 29 de y -
3 95 °C amosira Evaporagéo
macerada total do
solvente

FONTE: préprio autor, 2015.

Os EEP utilizados para o procedimento de quantificacdo dos
compostos fendlicos totais foram preparados com base na metodologia descrita
por Nogueira (2012), que emprega dois periodos de repouso no escuro a
temperatura ambiente. Para tanto foram utilizados 1,8 gramas de amostra

macerada e 18 mL de etanol 70% (v/v).

O procedimento adotado para a preparacdo dos EEP através do
método de repouso no escuro é apresentado no esquema da figura 4. Os EEP
obtidos por meio deste método foram armazenados a temperatura ambiente e

no escuro, para posterior utilizacao.
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FIGURA 4: Esquema do método extrativo por repouso no escuro.

* 1,8 g de amostra macerada A

» 18 mL de etanol 70%
* 96 h de repouso a temperatura ambiente

* Filtrado: estufa de ar circulante a 50°C

» Material retido: retornado ao recipiente
inicial da mistura

* + 18 mL de etanol 70% na mistura

* 72 h de repouso a temperatura ambiente

r

* Filtrado: colhido no mesmo recipiente do 10)
» Estufa de ar circulante a 50°C
+ Evaporacdo total do solvente

FONTE: préprio autor, 2015.
4.3 - Compostos fendlicos totais

A quantificacdo da concentracdo dos compostos fendlicos totais
presentes nas amostras foi realizada no laboratorio de Bioquimica da UNIVASF
Campus Petrolina, utilizando os EEP preparados previamente. Adotou-se para
tanto o método espectrométrico que emprega o reagente de Folin-Ciocalteu,
segundo a metodologia descrita por Slinkard e Singleton (1977), utilizando o

acido galico como padréo de referéncia (NOGUEIRA, 2012).

A solucdo méae do padrdo, de concentragcdo 5 mg/mL, foi preparada
pesando-se 0,006 gramas de acido galico e adicionando 120 uL de etanol 10%
e 1080 pL de agua destilada. Foram feitas diluicbes para obter solucbes de
concentragfes, em mg/mL, 50, 100, 150, 250, 500 e 1000.

Para preparar a solucdo mae de cada EEP, de concentracdo 15
mg/mL, pesou-se aproximadamente 0,018 gramas de cada extrato, adicionou-
se 120 uL de etanol 10% e 1080 pL de agua destilada. As solucdes foram
mantidas por dois minutos a 25°C no sonicador, para melhor solubilizacéo.
Foram realizados testes para verificar a melhor condicdo e feitas diluicdes para
obter solu¢Bes de concentracdes 1, 2 e 3 mg/mL, cujas absorbancias respeitam

a Lei de Lambert-Beer.
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Em cubetas de vidro adicionou-se 40 L da fragéo diluida, 3,16 mL de
agua destilada, 200 pL do reagente de Folin-Cicalteu e, apés o intervalo de
cinco minutos, 600 pL de solucdo supersaturada de carbonato de sodio (20%
m/v), misturando bem ao final. O mesmo foi feito com o padrédo &cido gélico,
com o branco (substituindo a fracdo diluida por agua destilada), e com as
solucbes mae dos EEP (solucdo mde em substituicdo a fracdo diluida). Tal
procedimento foi realizado em triplicata.

Em meio alcalino ocorre a reducédo do reagente Folin-Ciocalteu pelos
compostos fendlicos das amostras, produzindo um complexo de coloragdo
azul, cuja intensidade aumenta linearmente a 760 nm (ALMEIDA e BENASSI,
2011). O namero de grupos hidroxilas ou de grupos potencialmente oxidaveis
controla a intensidade da cor formada (ANGELO e JORGE, 2007).

Apoés duas horas de repouso no escuro, a temperatura ambiente, as
absorbancias das solugdes foram lidas a 765 nm em espectrofotdmetro UV-Vis.
A quantidade total de compostos fendlicos de cada extrato, expressa como
equivalentes de acido galico, € quantificada por meio de uma curva padréao
preparada com acido galico (ALMEIDA e BENASSI, 2011).

4.4 - Avaliacdo de qualidade

Por se tratar de um produto alimenticio comercializado, devem ser
seguidos parametros de qualidade estabelecidos pela legislacdo vigente. Para
a avaliacdo dos requisitos de qualidade do podlen apicola sdo adotadas analises
fisico-quimicas propostas no Regulamento Técnico para a Fixacdo de
Identidade e Qualidade de Pélen Apicola (BRASIL, 2001).

Devido as limitacbes materiais e instrumentais, avaliamos apenas 0s
seguintes requisitos fisico-quimicos: pH, umidade, acidez livre, cinzas e
acUcares totais. Tais andlises fisico-quimicas foram realizadas em triplicata,
nos laboratérios de Quimica do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e

Tecnologia do Sertdo Pernambucano (IF Sertdo), Campi Ouricuri e Petrolina.

Para a determinacéo de pH foi utilizado aproximadamente dois gramas

de cada amostra, adicionando-se 20 mL de agua destilada as mesmas. Apos
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agitar, até que as particulas ficassem uniformemente dispersas, fez-se a leitura

no potenciébmetro, com o aparelho previamente calibrado.

Para a determinacdo de umidade pesou-se aproximadamente um
grama de cada amostra em cpsula de porcelana previamente aguecida em
estufa por uma hora e pesada. As capsulas com as amostras foram mantidas
na estufa a 105° C durante 24 horas. ApOs esse periodo, as cpsulas foram
colocadas em dessecador por 30 minutos e pesadas em seguida.

Para a determinacgdo de acidez livre utilizou-se aproximadamente dois
gramas de cada amostra, adicionando-se 20 mL de &gua destilada e trés gotas
de fenolftaleina. Fez-se a titulacdo com hidroxido de sédio 0,1 M até o

surgimento da coloracéo rosea.

Na determinagdo de cinzas foi usado cadinho de porcelana,
previamente aquecido em mufla a 600°C por uma hora, resfriado em
dessecador e pesado, no qual pesou-se aproximadamente um grama de cada
amostra. Os cadinhos com as amostras foram mantidos na mufla por quatro
horas. Apos esse periodo, foram colocados em dessecador por 30 minutos e

pesados em seguida.

Para a determinacdo de acucares totais foi usado aproximadamente
dois gramas de cada amostra, adicionando-se 2 mL de &acido cloridrico
concentrado e 50 mL de agua destilada. Cada erlenmeyer com as amostras foi
deixado em refluxo por uma hora apos a ebulicdo. Depois de esfriar, adicionou-
se hidroxido de sodio 40% para a neutralizacdo, verificada com auxilio de papel
indicador. As amostras foram transferidas para balées de 100 mL, sendo

aferido o volume com agua destilada, agitando e filtrando em seguida.

Em um erlenmeyer adicionou-se 4 mL de Fheling A, 4 mL de Fheling B
e 16 mL de agua destilada. A solucao foi colocada para aquecer até ebulicao,
sendo titulada com os filtrados obtidos na etapa anterior. Na primeira mudanca
de coloracdo adicionou-se duas gotas de azul de metileno. Cada titulacdo

prosseguiu até a viragem de cor para vermelho tijolo.

Para o preparo da solucao de Fheling A foi utilizado exatamente 3,4639

gramas de sulfato de cobre penta hidratado, transferido para um baldo de 100
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mL com auxilio de dgua destilada, adicionada até o ponto de afericdo, seguida
da devida homogeneizacéo.

Para preparar a solucdo de Fheling B foi utilizado exatamente 17,3
gramas de tartarato de sédio e potassio, ao qual adicionou-se 25 mL de agua
destilada, e 5 gramas de hidroxido de sdédio, diluido em agua destilada. As
duas solucdes foram transferidas para o mesmo baldo de 100 mL, em seguida

aferiu-se o volume com agua destilada e fez-se a devida homogeneizacéo.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 - Triagem fitoquimica qualitativa

A analise das placas cromatograficas utilizadas para a triagem
fitoquimica indicou a presenca de compostos fendlicos e derivados
antracénicos em todas as amostras. A tabela 4 apresenta os resultados
observados na analise das placas.

TABELA 3: Triagem fitoquimica qualitativa de pdlen apicola comercial
desidratado, por cromatografia em camada delgada.

Metabdlitos
Secundéarios

P1 P2 P3 P4

Alcaloides gerais - - - -
Antocianinas - - - -

Antraquinonas e
agliconas

Compostos fenadlicos ++ + ++ ++
Cumarinas - - - -
Derivados antracénicos ++ ++ + +
Lignanas - . } )

Mono, sesqui e
diterpenos

Naftoquinonas - - - -
Saponinas - - - -
Taninos condensados - - - -
Taninos hidrolisaveis - - - -
Triterpenos e esteroides - - - -

Xantinas - - - -
(-) = Nao detectado; (+) = Fracamente positivo; (++) = Moderadamente positivo.

A presenca de manchas amareladas na placa de andlise de fendlicos
foi observada na camara de luz UV a 365 nm para todas as amostras,
indicando a presenca de flavonoides nas mesmas. Tal afirmativa tem como
referéncia o estudo de Wagner e Bladt (1996), que indica que manchas laranja
e amarela na placa de analise de fendlicos, observadas em camara de luz UV a

365 nm, detectam flavonoides na amostra analisada.
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Estes resultados estdo de acordo com varios estudos a cerca do polen
apicola produzido por abelhas africanizadas em diversas regifes brasileiras,
que indicam principalmente a presenca de compostos fendlicos e flavonoides
(ALMEIDA-MURADIAN, et al., 2005; MEDEIROS, 2006; CARPES, et al., 2008;
NOGUEIRA, 2012).

Na analise da placa de derivados antracénicos foram observadas
manchas cinza para todas as amostras, indicando a presenca de iridoides nas
mesmas. Tal resultado é corroborado pelo estudo de Wagner e Bladt (1996),
gue aponta a presenca de manchas de cor cinza, marrom-vermelho e violeta,
visiveis a olho nu na placa de derivados antracénicos, como indicativo da

existéncia de iridoides na amostra analisada.

Alguns iridoides apresentam atividades farmacoldgicas. Séao
conhecidos iridoides com comprovada acao anti-inflamatoria, antibacteriana,
antitumoral (POSER, et al, 1996), antimicrobiana, antineoplastica e
antiflogistica (SILVA, et al.,, 1998). Nao foram encontrados na literatura
cientifica estudos sobre a presenca e a quantificacdo de iridoides em polen

apicola.
5.2 - Extratos etanolicos de polen apicola

Os métodos extrativos propostos por Menezes et al. (2010) e Carpes et
al. (2008) foram testados para o presente estudo, no entanto, nos EEP
preparados de acordo os mesmos nao foram identificados compostos fendlicos
através do método espectrofotométrico adotado para quantifica-los. O método
de extracdo por sonicacdo proporcionou EEP nos quais também ndo foram

identificados compostos fendlicos pelo método espectrofotométrico adotado.

A nao identificacdo dos compostos fendlicos contraria os resultados
obtidos na triagem fitoquimica realizada anteriormente e descritos na literatura.
Por esta razéo, foi adotado mais um método extrativo, baseado no descrito por
Nogueira (2012), em que ha periodo de repouso e duas filtracdes. Este método
foi eficaz para a extracdo, sendo possivel quantificar os compostos fendlicos

presentes nas amostras usadas neste trabalho.
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Vale destacar que no estudo realizado por Nogueira (2012) foram
empregadas amostras comerciais de poélen apicola, da mesma forma que
utilizamos para o presente trabalho. Nos estudos de Menezes et al. (2010) e de
Carpes et al. (2008) ndo sao utilizadas amostras comerciais de pélen, mas sim
frescas, coletadas para estudo.

Fica evidente que ha algum fator associado ao produto comercializado
que dificulta a extracdo de compostos fendlicos. Sugere-se que tal fator esta
relacionado ao processo de desidratacdo pelo qual passa o polen apicola para
a comercializacao, tendo em vista que com o0 aquecimento para a secagem do

produto pode ocorrer a degradacédo dos compostos fendlicos.
5.3 - Compostos fendlicos totais

Para a determinacdo de compostos fendlicos totais nas amostras, foi
adotado o método de Folin-Ciocalteu, utilizado o acido galico como padréo de
referéncia. O grafico a seguir apresenta a curva padrdo que foi construida
utilizando o acido galico, em concentracbes (mg/mL) 0, 50, 100, 150, 250, 500
e 1000.

GRAFICO 1: Curva padréo de acido galico.
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A partir das leituras da curva foi determinada, por regresséo linear, a
equacao geral da reta, obtendo-se Rz = 0,9992. Tal valor demonstra uma
resposta linear do equipamento para a faixa de concentracdo utilizada,

obedecendo-se a lei de Lambert-Beer.
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Para que o resultado seja considerado confiavel, é necessario que o R?
da curva padréo esteja no intervalo de 0,95-1,0 (SLINKARD e SINGLETON,
1977). Como o valor obtido para R? foi 0,9992, o resultado do teor de
compostos fendlicos, calculado por meio desta curva padrdo, pode ser

considerado confiavel.

A guantidade total de compostos fendlicos de cada extrato, expressa
como equivalentes de acido galico, é quantificada por meio da curva padrédo
preparada com acido gélico (ALMEIDA e BENASSI, 2011). Os resultados
obtidos para os compostos fendlicos nas amostras estdo organizados no
grafico a seguir.

GRAFICO 2: Quantidade de compostos fendlicos em mg GAE/g polen apicola.
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Os resultados obtidos para os compostos fendlicos variaram entre
5,194 e 19,083 mg GAE/g polen apicola. A amostra que apresentou menor teor
de compostos fendlicos foi P2, comercializada na cidade de Exu-PE. Tal
resultado ja era esperado, pois a triagem fitoquimica indicou um sinal

fracamente positivo para a presenca de compostos fendélicos na amostra P2.

Nas demais amostras foram verificados valores superiores para o teor
de compostos fendlicos, o que corrobora os resultados obtidos através da
triagem fitoquimica, que indicou sinais moderadamente positivo para fendlicos
nessas amostras. A maior quantidade de fendlicos totais foi verificada na

amostra P3, comercializada em Nova Friburgo-RJ.
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E imprescindivel considerar que diversos fatores estdo associados a
esses resultados, pois afetam a composicdo do pélen apicola. Se fossem
comparadas outras amostras comercializadas no mesmo local, coletadas em
diferentes periodos do ano, possivelmente ndo seriam obtidos resultados
iguais, tendo em vista que a composicdo quimica do pdlen apicola é
influenciada por diversos fatores.

A composicdo quimica e nutricional dos gréos de pdlen depende das
espécies florais polinizadas, da origem apibotanica e geografica, do solo e da
sazonalidade (VASCONCELOS, DUARTE e LOPEZ, 2011). Portanto, 0s
valores obtidos para o teor de compostos fendlicos nas amostras podem diferir
guando o pdlen apicola analisado for coletado em outro periodo do ano.

Desse modo, ndo € definitiva a hipotese de que o podlen apicola
comercializado na cidade de Exu-PE tenha quantidades pouco expressivas de
compostos fendlicos. O mesmo cabe as demais amostras, pois tais compostos
podem se apresentar em valores maiores ou menores quando produzidos em

outro momento.

Justificam-se os diferentes valores obtidos para compostos fendlicos
nas amostras pelo fato de serem oriundas de diferentes regifes. A composicao
do pdlen apicola é muito variavel entre as espécies vegetais, caracteristicas em
cada regido, e a producao de podlen de um apiario sofre influéncias de fatores
ambientais (MILFONT, FREITAS e ALVES, 2011).

Em um estudo mais abrangente acerca do polen apicola comercial de
diferentes regides brasileiras foram encontrados valores para o teor de
compostos fendlicos variantes de 16,079 a 45,953 mg GAE/g de pdlen apicola
(NOGUEIRA, 2012).

E importante destacar que o método adotado para a quantificacdo dos
compostos fendlicos totais ndo € especifico e substancias redutoras
adicionadas ou naturalmente presentes nas amostras podem interferir nos
resultados (ANDREO e JORGE, 2006).
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5.4 - Avaliagao de qualidade

O resultado da avaliacdo dos requisitos fisico-quimicos de qualidade
(pH, umidade, acidez livre, cinzas e acucares totais) das amostras de pdlen

apicola é apresentado na tabela a seguir.

TABELA 4: Propriedades fisico-quimicas qualitativas das amostras de pdélen
apicola comercial desidratado.

Requisitos P1 P2 P3 P4
pH 4,313 4,575 4,245 4,927
Umidade 14,708% 13,836% 13,770% 12,832%
: : 105,565 91,234 79,162 34,930
Acidez livre mEqg/Kg mEq/Kg mEq/Kg mEq/Kg
Cinzas 2,383% 1,399% 1,296% 2,089%

Acucares totais  35,049% 30,150% 16,097% 37,289%

A partir dos dados obtidos foi verificado que, dentre os requisitos fisico-
guimicos analisados, todas as amostras estdo dentro dos parametros de
gualidade para pH, acidez livre, cinzas e agUcares totais, estabelecidos no
Regulamento Técnico para a Fixacdo de Identidade e Qualidade de Pdlen
Apicola (BRASIL, 2001).

Apenas a umidade das amostras foi verificada fora dos parametros,
gue estabelece um valor maximo de 4% (BRASIL, 2001). N&o é possivel definir
com precisao a razdo da umidade superior ao permitido, pois para tanto seria
necessario conhecer todas as etapas pelas quais passaram as amostras de
polen apicola, desde a coleta até a embalagem e transporte para

comercializacdo, informacdes nao disponibilizadas pelos fornecedores.

O sucesso da conservacdo do pélen depende principalmente do
periodo, temperatura e umidade relativa do ambiente de armazenamento, do
grau de umidade do gréo e do estagio fisiolégico da flor (VIEIRA, et al., 2012).
Portanto, a elevada umidade das amostras analisadas pode ser decorrente de
fatores como o processo inadequado de desidratacdo, o longo tempo de

armazenamento, o local e o modo incorreto de armazenagem.
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6 — CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos estudos realizados com amostras de podlen apicola
produzido por abelhas africanizadas, comercializadas na forma desidratada em
diferentes cidades brasileiras, podemos inferir as seguintes consideracoes:

o A triagem fitoquimica realizada indicou a presenca de compostos
fendlicos, principalmente flavonoides, e de derivados antracénicos,
especialmente iridoides, em todas as amostras de pélen apicola comercial.

o O péblen apicola comercial requer um método extrativo de
compostos fendlicos especifico para este produto.

o O teor de compostos fendlicos totais nas amostras comerciais
variaram entre 5,194 e 19,083 mg GAE/g polen apicola. A amostra
comercializada na cidade de Exu-PE apresentou o menor valor, enquanto o
maior foi verificado na amostra comercializada em Nova Friburgo-RJ.

o Dentre os requisitos fisico-quimicos avaliados, pH, acidez livre,
cinzas e acucares totais foram verificados em todas as amostras dentro dos
parametros de qualidade estabelecidos para os mesmos. Apenas 0 requisito
umidade das amostras foi identificado fora dos parametros, em valores

superiores ao maximo estabelecido.

Alguns aspectos verificados neste trabalho podem subsidiar futuros
estudos, como a presenca de iridoides em podlen apicola, tendo em vista que
ndo ha dados a respeito na literatura cientifica, e o método extrativo de
fendlicos para polen apicola comercial, ja que ndo ha um método especifico

para o produto.
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