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RESUMO

Os graos de polen € um recurso proteico coletado pelas abelhas para alimentagdo das
larvas e adultos dentro da colmeia. Durante essa coleta a abelha Apis mellifera L. deposita
substancias salivares, ricas em enzimas e vitaminas que enriquecem os graos de polen
nutricionalmente e este passa a ser denominado polen apicola. Esse produto apicola pode ser
classificado como monofloral ou multifloral, a depender da composi¢do botanica das
amostras. Contudo, essa classificagdo requer alguns cuidados como, por exemplo, o método
de contagem usado, pois € preciso levar em consideracdo o volume das unidades polinicas
durante o processo de quantificagdo dos tipos polinicos. E importante ressaltar que além do
conhecimento polinico, os ultimos estudos com pdlen apicola t€ém mostrado que a composi¢ado
quimica se tornou prioridade e, por conta dessas descobertas, o consumo do pdlen apicola
cresceu rapidamente no mercado e passou a ser alvo de maior interesse pela ciéncia. Nesse
contexto, o objetivo central do estudo foi realizar uma analise polinica e quimica das amostras
de polen apicola com indicacdo monofloral de Arecaceae, relacionar a frequéncia e o volume
polinico para confirmar ou refutar a indicagdo dos apicultores e, por fim, determinar o teor de
fenolicos e atividade antioxidante. As amostras foram submetidas ao processo de acetolise
para as analises polinicas e aos processos de extracdo com solventes para as andlises
quimicas. Apos a acetdlise foram montadas cinco ldminas permanentes e contabilizados, no
minimo, 500 grdos de pdlen por amostra. Na andlise quimica foram produzidas fragdes dos
extratos etanolicos (EtOH) e acetato (AcOEt), assim como o uso de radicais livres como
DPPH e ABTS" para os testes antioxidantes. Os resultados obtidos foram descritos em quatro
capitulos, cujos foram construidos em forma de artigos cientificos para posterior submissao
em revistas cientificas. Com base nos resultados, ¢ possivel afirmar que a analise polinica ¢é
uma ferramenta essencial na identificacdo botanica das amostras de polen apicola e que a
classificagdo proposta pelos apicultores ndo ¢ confiavel, pois sdo informac¢des de cunho
apenas empirico. As analises volumétricas mostraram que apenas a contagem polinica ndo ¢é
suficiente para classificar as amostras em monofloral ou multifloral. Por fim, em relagdo as
analises quimicas, pode-se afirmar que os resultados foram relevantes para o produto apicola
e que essas informagdes podem ser utilizadas como uma forma de certificacdo na garantia de

qualidade e agregacao de valor ao produto.

Palavras-chave: Apicultura; Apis mellifera L.; palinologia; unifloral; volume.



ABSTRACT

The pollen grains are a protein resource collected by bees for feeding larvae and adults
inside the hive. During this collection the bee Apis mellifera L. deposits salivary substances,
rich in enzymes and vitamins that enrich the pollen grains nutritionally and this happens to be
denominated bee pollen. This bee product can be classified as monofloral or multifloral,
depending on the botanical composition of the samples. However, this classification requires
some care, for example, the counting method used, since it is necessary to take into account
the volume of the pollen units during the process of quantification of the pollen types. Is
important to note that in addition of the pollen knowledge, recent studies with bee pollen have
shown that a chemical composition has become priority and, due to these findings, bee pollen
consumption has increased rapidly in the market and has become a major interest in science.
In this context, the main goal of study was to perform a pollen and chemical analysis of the
samples of bee pollen with monofloral indication of Arecaceae, to relate the frequency and
pollen volume to confirm or refute the indication of beekeepers and, finally, to determine the
content of phenolics and antioxidant activity. The samples were submitted to the acetolysis
process for pollen analysis and solvent extraction for chemical analyzes. After the acetolysis,
five permanent slides were collected and counted at least 500 pollen grains per samples. In the
chemical analysis, fractions of ethanolic extracts (EtOH) and acetate (AcOEt) were produced,
as well as the use radical free as DPPH and ABTS™ for the antioxidant tests. The results were
described in four chapters, which were constructed in the form of the papers for later
submission in scientific journals. Based on the results, it is possible to affirm that pollen
analysis is an essential tool in the botanical identification of bee pollen samples and that the
classification proposed for the beekeepers is not reliable, since they are only empirical
information. The volumetric analysis showed that only a pollen count is not enough to classify
the samples in monofloral or multifloral. Finally, in relation to the chemical analysis, it can be
stated that the results were relevant for the bee products and that this information can be used

as a form of certification in the quality assurance and value added to the product.

Keywords: Apiculture; Apis mellifera L.; palynology; unifloral; volume.
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INTRODUCAO

Os grios de polen s3o estruturas microscopicas, presentes nas fanerégamas, que
desempenham um papel fundamental no processo reprodutivo ¢ na perpetuacdo das espécies
vegetais. Do ponto de vista ecologico, a interagdo planta-polinizador tem a participagdo direta
dessa estrutura, pois esta ¢ a fonte proteica utilizada pelos animais no momento da coleta.
Entre os principais polinizadores atuantes nessa intera¢ao, o maior destaque ¢ para as abelhas,

sendo consideradas as mais eficientes no processo de polinizagao.

Geralmente, os graos de poélen coletados sdo transportados até a colmeia nas
corbiculas das abelhas para alimentar as larvas e adultos, uma vez que o pdlen ¢ rico em
proteinas e outros nutrientes, que contribuem para o desenvolvimento desses insetos
(Almeida-Muradian, et al., 2005). Entre as abelhas que participam da coleta de pdlen, a
espécie Apis mellifera L., conhecida como abelha africanizada se destaca, principalmente por

conta da sua elevada capacidade de forrageio quando comparada a outras espécies.

De acordo com Barreto et al. (2005), os graos de poélen recebem a denominagdo de
poélen apicola a partir do momento da coleta, pois a abelha deposita junto a bolota substancias
salivares (rica em enzimas e vitaminas) que promovem uma modificagdo quimica na
composi¢do polinica. Cada grdo de polen apresenta suas caracteristicas especificas ligadas as
espécies florais visitadas pelas abelhas. Além disso, os graos de pdlen também sdo bons
indicadores de origem geografica, além da botanica (Borges et al., 2006; Estevinho et al.,

2012), sendo essas informagdes fundamentais para os apicultores.

O podlen apicola recebe uma classificagdo de acordo com os percentuais encontrados
nas amostras. Assim, ¢ possivel classificar as amostras em monofloral ou unifloral e
multifloral ou heterofloral. Desta forma, quando a amostra apresentar uma Unica origem
botanica ou o predominio de um determinado tipo polinico ¢ denominada monofloral, porém
quando a amostra possuir uma riqueza de tipos polinicos, sem que ocorra o predominio de um
tipo especifico, denomina-se de heterofloral.

Entretanto, essa classificagdo baseada apenas na contagem polinica pode apresentar
algumas falhas, uma vez que o tamanho e o volume polinico ndo sdo levados em
consideragdo. De acordo com Modro et al. (2009), valorizar a contagem polinica em
detrimento do tamanho e volume pode gerar uma sub ou superrepresentatividade polinica e,

com isso comprometer o resultado da analise. Os trabalhos de Vossler (2015) e Alves &



Santos (2017) sdo os mais recentes com essa abordagem polinica, mas outros estudos
anteriores (Tasei, 1973; Silveira, 1991; Biesmeijer et al., 1992) ja tentaram utilizar o volume
polinico associado com a contagem polinica.

A identificagdo botanica por meio de andlises polinicas promove um conhecimento
com outra perspectiva e, a partir disso, ¢ possivel otimizar a utilizagdo dos recursos troficos,
seja na implantacdo ou na manutengdo de pastos apicolas locais, principalmente em areas de
vegetacdo natural. Outro ponto a ser destacado ¢ que a palinologia passou a ser uma
ferramenta essencial, pois o interesse na determinagdo da origem botanica promoveu
vantagens comerciais em relacdo a qualidade do produto (Modro et al., 2011).

A utiliza¢do de monoculturas associado com a apicultura passou a ser uma atividade
bem rentavel, pois o produto gerado (poélen apicola monofloral) é bem aceito no mercado
consumidor como, por exemplo, o polen monofloral de Cocos nucifera L. produzido no
estado de Sergipe (Alves & Santos, 2014). O pélen monofloral das palmeiras (Arecaceae) tem
destaque por conta da textura, coloracdo e sabor adocicado, principalmente das espécies
Cocos nucifera L. (coqueiro) ¢ Elaeis guineenses Jacq. (dendezeiro).

No Brasil, os estudos com graos de polen da familia Arecaceae estdo associados a
melissopalinologia e, raramente, & palinotaxonomia (Salgado-Labouriau, 1973; Moretti et al.,
2000; Aires & Freitas, 2001; Chaves, 2006; Ramalho et al., 2007). A literatura palinoldgica
carece de estudos mais aprofundados sobre o conteudo polinico do pdlen apicola monofloral,
pois ainda sdo poucos os estudos voltados para essa area.

Por outro lado, vale ressaltar que além do conhecimento polinico, os tltimos anos tém
mostrado que o conhecimento da composicao quimica do pélen apicola tornou-se prioridade
em muitos estudos (Leja et al., 2007; Silva et al., 2009; Freire et al., 2012; Yang et al., 2013),
pois algumas descobertas sobre esse produto apicola t€ém ganhado importancia no cenario
cientifico como, por exemplo, as propriedades nutricionais (proteinas, carboidratos, lipidios) e
bioativas como atividade antibacteriana, antifingica, anti-inflamatodria, entre outros (Carpes et
al., 2007; Marghitas et al., 2009; Morais et al., 2011; Cheng et al., 2013; Pascoal et al., 2014).

Por conta dessas descobertas, o consumo do pélen apicola tem aumentado rapidamente
¢ tem sido alvo de maior interesse pela ciéncia. Segundo Carpes et al. (2013), esse produto é
considerado um suplemento alimentar, além de uma excelente fonte energética. A atividade
antioxidante presente nos produtos apicolas tem sido muito estudada, pois algumas
substancias como, por exemplo, os fendlicos, apresentam um potencial antioxidante e sdo

considerados benéficos para a saude humana.



Os compostos fendlicos diminuem o risco de doengas degenerativas, com a
diminuicdo do estresse oxidativo e inibi¢do de oxidagdo macromolecular (Morais et al., 2011).
Associado a essas caracteristicas, a capacidade antioxidante também ganhou destaque, pois ¢é
comprovada a relagdo direta entre a atividade antioxidante ¢ o teor de fenolicos (Silva et al.,
2006; Silva et al., 2009; Féas et al., 2012; Bogdanov, 2014).

Diante do exposto percebe-se que o conhecimento quimico e polinico sobre o poélen
apicola, especialmente do monofloral, ¢ muito importante e, como forma de contribuir
cientificamente para o conhecimento dessa area, esse estudo tem como objetivo principal
conhecer e caracterizar quimica e palinologicamente o polen apicola monofloral de plantas
das palmeiras (Arecaceae). Além disso, ratificar ou retificar as amostras monoflorais através
da analise polinica com base em dados volumétricos e, por fim correlacionar a composi¢éo

botanica com a composi¢do quimica.
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Relacio entre o volume e a contagem polinica na determinacao
da origem floral do polen apicola

*O conteudo desse capitulo sera submetido na forma de artigo a revista Palynology
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RESUMO

As abelhas Apis mellifera L. coletam os grdos de poélen com o objetivo de nutrir as
larvas e adultos presentes na colmeia, uma vez que esse recurso polinico € rico em proteinas e
outros nutrientes. O podlen apicola também apresenta essas caracteristicas e, por isso se
destaca no mercado consumidor, sendo muito utilizado na suplementagdo alimentar. Os
apicultores classificam o polen apicola em monofloral e multifloral, porém essa classificagdo
¢ empirica, sem nenhuma confirmagdo cientifica. Assim, a palinologia tornou-se uma
ferramenta fundamental para o esclarecimento dessa classificagdo. Diante disso, o objetivo
desse estudo ¢ investigar a composi¢do botanica das amostras de pdlen apicola consideradas
monofloral de Elaeis guineensis L. e a partir de analises polinicas e estimativas volumétricas
dos respectivos graos de pélen para tracar o seu perfil botanico. 25 amostras de pélen apicola
foram obtidas diretamente com os apicultores durante um periodo de dois anos. Em
laboratorio, as amostras foram tratadas quimicamente com a técnica de acetolise e laminas
permanentes foram montadas para posterior analise. O censo polinico foi realizado com uma
contagem, minima, de 500 grios de polen por amostra. Na analise volumétrica foram
selecionados os tipos polinicos mais frequentes na amostra (Attalea funifera, Fabaceae 2,
Mimosa pudica e Rynchospora) e mensuradas 25 unidades polinicas para obten¢do de um
tamanho médio. Em seguida foi realizada uma analogia com as formas geométricas (Cone,
esfera, prisma) para aplicagdo das formulas matematicas. Apos as analises foi possivel
determinar 45 tipos polinicos, pertencentes a 24 familias botanicas, sendo Fabaceae com
maior numero de representantes (9), seguida por Asteraceae e Euphorbiaceae. A familia
Arecaceae apresentou apenas um tipo polinico, Elaeis guineensis, porém esteve presente em
100% das amostras. Com base na contagem polinica, a maioria das amostras apresentaram
uma predominancia do tipo Mimosa pudica, porém apos a aplicagdo das formulas de volume
foi detectado que o tipo polinico Elaeis guineensis apresentou uma maior contribui¢do na
amostra. Essa confirmacdo esta diretamente relacionada com o tamanho da unidade polinica,
uma vez que mesmo em concentragdes maiores, o tipo polinico Mimosa pudica ndo consegue
ser superior ao tipo Elaeis guineensis, do ponto de vista volumétrico. Portanto, & possivel
afirmar que a adi¢do das andlises volumétricas a contagem polinica evita a sub ou
superrepresentatividade polinica e auxilia no esclarecimento da classificagdo do pdlen apicola
em monofloral ou multifloral.

Palavras-chave: Apicultura; Arecaceae; contagem polinica; monofloral.
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ABSTRACT

The bees Apis mellifera L. collect the pollen grains with the objective of nourishing
the larvae and adults present in the hive, since this pollen resource is rich in proteins and other
nutrients. The bee pollen also has these characteristics and, therefore, stands out in the
consumer market, being very used in the food supplementation. Beekeepers classify the bee
pollen as monofloral and multifloral, but this classification is empirical, with no scientific
confirmation. Therefore, the aim of this study is to investigate the botanical composition of
the bee pollen samples considered monofloral of FElaeis guineensis L. and from pollen
analyzes and volumetric estimates of the respective pollen grains to trace its botanical profile.
25 samples of bee pollen were directly obtained with the beekeepers during a period of two
years. In the laboratory, the samples were chemically treated with an acetolysis technique and
permanents slides were assembled for later analyzes. The pollen census was conducted with a
minimum count of 500 pollen grains per sample. In the volumetric analysis, the most frequent
pollen types were selected in the sample (Attalea funifera, Fabaceae 2, Mimosa pudica e
Rynchospora) and 25 pollen units were measured to obtain an average size. Then an analogy
was made with the geometric forms (Cone, sphere, and prism) for application in the
mathematical formulas. After analyzes, was possible to determine 45 pollen types belonging
to 24 botanical families, being Fabaceae with greater number of representatives (9), followed
by Asteraceae and Euphorbiaceae. The Arecaceae family showed only one pollen type, Elaeis
guineensis, but was present in 100% of the samples. Based on the pollen count, most of the
samples showed a predominance of the Mimosa pudica type, but after the application of the
volume formulas, it was detected that the pollen type Elaeis guineensis showed a greater
contribution in the sample. This confirmation is directly related with a size of pollen unit,
since even at higher concentrations, the pollen type Mimosa pudica can not be superior to the
Elaeis guineensis type, from a volumetric point of view. Therefore, it is possible to affirm that
the addition of the volumetric analyzes to the pollen count avoids the pollen sub or
superrepresentativeness and helps to clarify the classification of bee pollen in monofloral or
multifloral.

Keywords: Apiculture; Arecaceae; pollen count; monofloral.
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INTRODUCAO

Os grios de polen sdo coletados pelas abelhas Apis mellifera L. como fonte de
alimentacdo para as larvas e adultos da colmeia, ja que esse ¢ o unico recurso nitrogenado
fundamental para o seu desenvolvimento. De acordo com Almeida-Muradian (2005), ¢ um
recurso que possui uma variedade de nutrientes que vdo além das proteinas como, por
exemplo, carboidratos, vitaminas, flavonoides, entre outros.

Por conta dessa elevada riqueza nutricional, o pdlen apicola passou a ser considerado
um dos produtos apicolas mais procurados e essa demanda cresceu significativamente nos
ultimos anos, uma vez que as pessoas aderiram a busca por uma alimentacdo mais saudavel,
sendo o polen apicola destaque como a principal fonte de suplementacdo alimentar (Campos
et al., 2008; Féas et al., 2012; Carpes et al., 2013; Alves & Santos, 2014).

O polen apicola monofloral de Arecaceae, por sua vez, € recente no mercado, pois
passou a ser muito apreciado pelos consumidores, sobretudo por conta da textura, coloragdo e
do sabor adocicado proveniente, principalmente, das espécies pertencentes a familia.
Entretanto, a literatura palinologica apresenta um déficit de trabalhos mais aprofundados
sobre o conteudo polinico do pdlen apicola monofloral, ja que ainda sdo poucos os estudos
voltados para essa area.

O pdlen apicola ¢ classificado como monofloral quando ha uma tnica origem botanica
ou quando ha o predominio de determinado tipo polinico, ou multifloral (silvestre) quando ¢
composto por varias espécies vegetais, sem que seja predominante um determinado tipo
polinico. Essa classificagdo ¢ realizada de forma empirica pelos apicultores, baseada apenas
no padrao de coloracdo das bolotas de pélen associado com a florada local.

Para a classificacdo do polen apicola em mono ou multifloral, ¢ importante considerar
o tamanho dos graos de pdlen presentes na amostra de pdlen apicola para que ndo haja uma
sub ou super-representatividade de algum tipo polinico (Modro et al., 2009). Além disso,
alguns autores acreditam que seja necessario utilizar o volume dos grdos de polen para
explicar essa representatividade polinica (Tasei, 1973; Silveira, 1991; Biesmeijer et al., 1992;
Vossler, 2015).

A analise polinica tem o potencial de determinar a origem botanica (Moar, 1985)
como a origem geografica (Borges et al., 2006; Estevinho et al., 2012; Matos et al., 2014) dos
produtos apicolas. Assim, por meio dessas analises € possivel tragar um diagndstico polinico

das amostras e confirmar ou refutar as informagoes obtidas pelos apicultores. Além disso, o
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resultado dessas andlises tem como caracteristica agregar valor ao produto, uma vez que a
busca por uma padronizac¢do de qualidade incentiva a producdo e comercializagdo no mercado
interno e externo.

Diante disso, o objetivo desse estudo foi investigar a composi¢do botanica das
amostras de polen apicola consideradas monofloral de Elaeis guineensis L. a partir de analises
polinicas e estimativas volumétricas dos respectivos tipos polinicos para tragar o seu perfil

botanico.
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Area de estudo

O municipio de Nilo Peganha (13°36'13"S e 39°06'14"W) fica localizado no litoral do

baixo sul da Bahia, delimitado pelos municipios de Taperod, Itubera e Presidente Tancredo

Neves, a uma altitude de 31 m ao nivel do mar.

Sua extensdo territorial € de,

aproximadamente 391.653,00 km? (Figura 1). O bioma predominante ¢ a floresta de Mata

Atlantica com cobertura vegetal, sendo esta associada as plantagdes de palmeiras,

principalmente dendé (Elaeis guineensis L.) e piacava (Attalea funifera Mart.) que contribuem

para a atividade comercial da regido. As amostras estudadas foram coletadas de colonias

associadas a essas plantacdes.

Segundo a classificacdo de Kd&ppen, o clima no municipio de Nilo Pecanha ¢

considerado como tropical iimido ou equatorial, com temperatura média em torno de 24.6 °C,

jé a pluviosidade apresenta uma média anual de 2.057 mm.
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Figura 1. Localizagdo do municipio de Nilo Pecanha, estado da Bahia.
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Coleta das amostras

As amostras de podlen apicola foram obtidas diretamente com os apicultores do
municipio de Nilo Pecanha, em uma regido com vastas plantagcdes de dendé e outras espécies
da familia Arecaceae (Figura 2), durante um periodo de dois anos. No total foram utilizadas
25 amostras de polen apicola desidratado (~100 g) ja no estado de pré-venda ao consumidor.
As amostras foram identificadas com os dados de producdo e a indicagdo de sua origem
botanica, de acordo com o produtor — todas em geral eram consideradas como “pdlen
monofloral de dendé”. As amostras foram acondicionadas em geladeiras ou freezers no
Laboratério de Micromorfologia Vegetal (LAMIV) na Universidade Estadual de Feira de
Santana (UEFS).
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Figura 2. Area utilizada para a coleta das amostras de pélen apicola em uma plantagio de
Dendé (Elaeis guineensis L.) (A) e em uma area com a presenca de outra espécie de
Arecaceae (Attalea funifera Mart.) (B), com destaque para a inflorescéncia (C) no municipio
de Nilo Pecanha (Bahia).

Contagem e identificacdo polinicas

A analise das amostras de poélen apicola foi realizada com base no protocolo
desenvolvido por Alvarado & Delgado (1985), porém algumas modificacdes, proposta por
Novais et al. (2009), foram utilizadas. Quatro gramas de polen apicola de cada amostra foram
reidratados com 4agua aquecida (~40 °C) e, em seguida, deixada em repouso por,

aproximadamente, duas horas. A cada 30 minutos as amostras eram colocadas no agitador de
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tubos Vortex com o objetivo de desagregar as bolotas de pdlen. Apods, esse periodo de
repouso, as amostras foram postas em ultrassom durante 10 minutos para completar a
desagregacdo. Em seguida, as amostras foram centrifugadas (2500 rpm, 10 minutos) para
concentrar os graos de polen e descartar o sobrenadante.

Os graos de polen resultantes da centrifugacdo foram desidratados com acido acético
glacial (20 ml) por, no minimo, 60 minutos e novamente centrifugados. Os graos de polen
resultante foram acetolisados conforme a técnica descrita por Erdtman (1960). Apos a
acetolise, o sedimento polinico foi centrifugado e, em seguida, adicionado uma solucdo de
glicerina (50%) durante um periodo de uma a 24 horas para reidratagdo e recuperagdo do
formato dos graos de pdlen apos o tratamento quimico. De cada amostra acetolisada, foram
montadas cinco laminas permanentes com gelatina glicerinada (uma corada com safranina ou
fucsina) e seladas com parafina. Como procedimento padréo do laboratorio, todas as laminas
foram depositadas na palinoteca do LAMIV apo6s o término das analises.

Inicialmente foi realizada uma observacdo geral e ampla do campo visual no
microscopio de luz para uma identificacdo e analise qualitativa dos principais tipos polinicos.
Em seguida, foi feita uma analise quantitativa, como proposto por Moar (1985), com uma
contagem de 500 griaos de pdlen, no minimo, por amostra para o estabelecimento de uma
frequéncia de ocorréncia (F.O.) de cada tipo polinico como recomendado por Bucher et al.
(2004).

Para a frequéncia de distribui¢@o dos tipos polinicos presentes nas amostras, ou seja, a
quantidade de vezes que um determinado tipo polinico ocorreu nas amostras analisadas
independentemente da quantidade de graos presentes, foi empregada a classificagdo de Jones
& Bryant Jr. (1996) que distribui da seguinte forma: Muito frequente (>50%), frequente (21-
50%), pouco frequente (10-20%) e raro (<10%).

A identificacdo botanica dos grdos de polen seguiu as recomendac¢des de Santos
(2011), no qual indica a utilizacdo da palinoteca de referéncia presente no LAMIV/UEFS.
Além disso, a utilizagdo de catalogos polinicos como Moncada & Salas (1983), Roubik &
Moreno (1991), Martinez-Hernandez et al. (1993), Melhem et al. (2003), Lima et al. (2008),
principalmente para o género Mimosa, Bauermann et al. (2013), Silva et al. (2014) e Oliveira
& Santos (2015).

Os tipos polinicos identificados foram organizados com base no sistema de

classificagdo proposto pelo sistema APG III. Para as ilustragdes, os graos de pdlen foram
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fotomicrografados com o auxilio do fotomicroscopio Olympus BX51 do Laboratério de

Micologia (LAMIC/UEFS).

Volume polinico

Como as amostras analisadas foram classificadas como “monoflorais” pelos
apicultores, uma forma encontrada para tentar explicar essa caracteristica foi o uso de calculos
matematicos como a utiliza¢do do volume (um?).

Assim, foram selecionados os tipos polinicos com as maiores frequéncias nas amostras
e relacionados com o tipo pertencente a familia Arecaceac. Uma amostra aleatéria de 25
unidades polinicas pertencentes aos tipos E. guineensis, Mimosa pudica, Fabaceae 2 ¢
Rynchospora tiveram seus didmetros medidos para estimag¢do do tamanho médio (Salgado-
Labouriau, 1973) e, em seguida o volume de cada unidade polinica, conforme Vossler et al.
(2010) e Vossler (2015).

Para a realizagdo dessa analise foi utilizada informagdes de geometria espacial, cuja
aplicabilidade foi feita com base em analogias as figuras geométricas como, por exemplo,
cone, esfera e prisma. Como a utilizacdo dessa metodologia requer a medida de trés
dimensodes (base, altura e profundidade), as medidas foram realizadas com o uso de técnicas

como a rotagdo das unidades polinicas para a medi¢do da profundidade, por exemplo.

Andlises estatisticas

Para entender a diversidade encontrada nas amostras de polen apicola foram realizadas
algumas analises. Inicialmente foi realizado um teste de similaridade entre as amostras com o
auxilio do programa PAST Palacontological Statistics (versdo 3.14) (Hammer et al., 2006).
Essa analise foi utilizada porque este indice de similaridade ndo considera a auséncia de tipos
polinicos como uma evidéncia de similaridade. Apds a analise, um dendrograma foi

confeccionado para uma melhor leitura da similaridade entre as amostras.
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RESULTADOS

a)  Riqueza polinica

A anadlise polinica das amostras de polen apicola, coletadas durante um periodo de dois
anos de producdo (2013-2015), mostrou uma elevada riqueza para amostras consideradas
monoflorais de Arecaceae (Tabela 1). Foi possivel determinar 45 tipos polinicos, pertencentes
a 24 familias botanicas (Figura 3). Destaque para a familia Fabaceae que apresentou a maior
quantidade de representantes (9), com o género Mimosa sendo o mais representativo -
composto por quatro tipos polinicos.

A familia Asteraceaec e Euphorbiaceae foram, depois de Fabaceae, as duas mais
representativas com relagdo a riqueza polinica (Tabela 1), porém suas frequéncias polinicas
nas amostras foram baixas (<10%). Myrtaceae e Anacardiaceae, por sua vez, apresentaram
trés tipos polinicos distintos cada, com destaque para o tipo Myrcia que esteve presente em
dez amostras, ja na familia Anacardiaceae somente o tipo Schinus se destacou com a presenga
em cinco amostras.

Em relagdo a presenga dos tipos polinicos no conjunto amostral, Mimosa pudica,
Mikania e Rynchospora se destacaram, sendo representadas em 24, 15 e 19 amostras,
respectivamente. Somente o tipo Elaeis guineensis esteve presente em 100% das amostras. O
tipo Cecropia esteve presente somente em 10 amostras e foi possivel destacar que a sua
presenga ocorreu de forma sazonal, uma vez que estiveram presentes em periodos bem
pontuais (final da primavera e inicio do verdo).

Os demais tipos polinicos identificados nas amostras apresentaram baixa
representatividade (<10%), tanto no conjunto amostral como nas amostras analisadas
individualmente. Houve algumas excecdes, como o tipo Mimosa arenosa que esteve presente

nas amostras 20 e 21 com frequéncia acima de 15% (Tabela 1).

b)  Polen monofloral x pélen multifloral

As amostras foram consideradas empiricamente como monoflorais pelos apicultores
da regido produtora. Contudo, a analise polinica detectou algumas divergéncias entre esse
diagnostico prévio e o a posteriori (palinologico), pois nem todas as amostras foram
determinadas como monoflorais (Tabela 1). O tipo polinico Elaeis guineensis, por exemplo,
esteve presente em todas as amostras, porém sua quantidade em algumas amostras ndo as

qualificaram em monofloral.
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A presenga marcante do tipo Mimosa pudica desconfigurou a classifica¢do indicada
pelos apicultores, uma vez que o valor percentual do tipo Mimosa pudica muitas vezes foi o
dobro da quantidade do tipo Elaeis guineensis (Tabela 1). Assim, a utilizagdo de ferramentas
matematicas como uso do volume e da propor¢do de tamanho foram fundamentais na
reclassificacdo das amostras de polen apicola (Tabela 2).

Os resultados encontrados nos dois métodos (contagem polinica e estimativa de
volume) divergiram consideravelmente, pois tipos polinicos cujos graos de podlen tém
pequeno tamanho dominaram as amostras numericamente como, por exemplo, Mimosa
pudica. Contudo, na estimativa de volume houve um resultado diferente, sendo FElaeis
guineensis o tipo polinico predominante nas amostras (Tabela 2).

Para classificar as amostras em monoflorais e multiflorais, foi necessario determinar a
contribuicdo volumétrica que cada tipo polinico representava em cada amostra, pois a
classificagdo por contagem polinica provocou uma sub-representacdo do tipo Elaeis
guineensis. Deste modo, a caracterizacdo em monofloral de algumas amostras foi confirmada
apos a corre¢do matematica com aplicagdo dos dados de volume polinico, contudo em outras
amostras ndo foi possivel verificar essa classifica¢do, pois o volume encontrado para Elaeis
guineensis foi menor que o obtido para o tipo em maior quantidade na amostra (Tabela 2).

Em relag¢do aos dados volumétricos, foi necessario fazer uma analogia com as formas
geométricas conforme proposto por Silveira (1991) e Vossler (2015). Assim, o tipo polinico
Elaeis guineensis foi relacionado com a forma de um prisma de base triangular, o tipo
Mimosa pudica e Fabaceae 2 com uma esfera e o tipo polinico Rynchospora apresentou uma
forma semelhante a um cone. Apds essas analogias, foram encontrados os respectivos valores
do volume ocupado por cada tipo polinico:

Elaeis guineensis: 16.080,24 pm?
Mimosa pudica: 523,33 pm?
Fabaceae 2: 763,02 um?
Rynchospora: 21.971,64pm?

Vale ressaltar que esses dados foram fundamentados em analogias, pois € importante
lembrar que os tipos polinicos apresentam variagdes na sua morfologia e tamanho,
principalmente por conta dos processos quimicos, como a propria acetolise.

Apo6s analise dos dados volumétricos e aplicacdo das formulas, foi percebido que

somente quatro amostras nao apresentaram dominio volumétrico do tipo Elaeis guineensis e,
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em outras amostras, ¢ possivel perceber um equilibrio do ponto de vista volumétrico, mas ao

comparar com a contagem polinica, a diferenca é muito grande (Tabela 2).

c) Andlises estatisticas

A andlise estatistica revelou uma similaridade elevada entre as amostras e com uma
correlacdo cofenética confiavel (0,77). O dendrograma mostrou um agrupamento entre as
amostras dos meses de ago/2013 e set/2013 com um indice de similaridade de 80% (Figura 5).
A presenca dos tipos polinicos Elaeis guineensis, Mimosa pudica, Mikania ¢ Rynchospora
foram responsaveis por essa similaridade elevada. Juntamente com essas amostras, a amostra
do més de set/2014 também foi similar, porém com um indice de 62% de similaridade apenas,
a diferenca foi a presenca do tipo Ricinus que ndo esteve presente nos meses de ago/2013 e
set/2013.

Outro agrupamento que foi formado diz respeito as amostras dos meses de mar/2014 e
ago/2014 que apresentaram a segunda maior similaridade (75%). Os tipos polinicos em
comum nas amostras foram Elaeis guineensis, Mimosa pudica ¢ Rynchospora. A formagdo
desse agrupamento ocorreu com elevada taxa por conta da baixa quantidade de tipos
identificados em ambas amostras (trés ¢ quatro tipos polinicos, respectivamente).

A similaridade encontrada entre os meses abr/2014 e mai/2014 com os meses de
jul/2014 e ago/2015 foi a mesma, ja que tiveram cinco tipos polinicos em comum e com uma
similaridade de 62% em cada agrupamento. Os meses de abr/2014 e mai/2014 apresentaram
os tipos Borreria, Elaeis guineensis, Mimosa pudica, Rynchospora e Triumfetta, ja as
amostras dos meses de jul/2014 e ago/2015 exibiram os tipos polinicos Cecropia, Elaeis
guineensis, Mikania, Mimosa pudica e Myrcia (Tabela 1).

O clado composto pelos meses jan/2014 e fev/2014 apresentou uma similaridade de
aproximadamente 57%, com cinco tipos polinicos em comum. As amostras dos meses de
jul/2013 e jul/2014 apresentaram um indice de similaridade de 50%, sendo que o més de
jul/2014 apresentou o dobro de tipos polinicos e, somente os tipos Elaeis guineensis, Mikania

e Mimosa pudica estiveram presentes em ambas amostras.
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Figura 3. Tipos polinicos encontrados nas Amostras de podlen apicola com indicacao

monofloral de Elaeis guineensis L. A. Anacardiaceae: Schinus. B-C. Arecaceae: Elaeis
guineensis. D-E. Asteraceae: Mikania (D), Vernonanthura (E). F. Cyperaceae: Rynchospora.
G-K. Fabaceae: Anadenanthera (G), Fabaceae 2 (H-I), Mimosa arenosa (J), Mimosa pudica
(K). L. Melastomataceae: Miconia. M-N. Myrtaceae: Eucalyptus (M), Myrcia (N). O.

Poaceae: Poaceae 1. P. Solanaceae: Solanum. (Escala 10um).
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Figura 4. Dendrograma de similaridade (indice de Jaccard) entre as amostras de polen apicola consideradas monofloral de Elaeis guineensis L.
produzidas no municipio de Nilo Pecanha, Bahia, Brasil.
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Tabela 1. Dados comparativos entre a frequéncia (%), n° de unidades polinicas (valor absoluto) e o
volume do tipo Elaeis guineensis ¢ os tipos polinicos com maiores frequéncias encontrados nas

amostras de polen apicola com indicagdo monofloral produzidas em Nilo Pecanha, Bahia, Brasil.

Tipos polinicos Frequéncia (%) Unidades polinicas Volume (um?)
Julho/2013
Elaeis guineensis 46,7 248 405.666,00
Mimosa pudica 487 259 16.941,19
Agosto/2013
Elaeis guineensis 7,0 36 58.887,00
Mimosa pudica 87,2 448 29.303,68
Setembro/2013
Elaeis guineensis 13,1 66 107.959,50
Mimosa pudica 71,4 360 23.547,60
Outubro/2013
Elaeis guineensis 25,7 144 235.548,00
Mimosa pudica 55,8 233 15.240,53
Novembro/2013
Elaeis guineensis 10,9 58 94.873,50
Mimosa pudica 32,0 170 11.119,70
Dezembro/2013
Elaeis guineensis 28,7 58 94.873,50
Rynchospora 37,0 134 158.280,80
Janeiro/2014
Elaeis guineensis 82,0 357 583.962,75
Rynchospora 11,0 59 69.690,80
Fevereiro/2014
Elaeis guineensis 90,5 462 755.716,50
Rynchospora 5,2 27 31.892,40
Marco/2014
Elaeis guineensis 30,9 163 266.627,25
Mimosa pudica 41,8 220 14.399,20
Abril/20140
Elaeis guineensis 52,6 239 390.944,25

Fabaceae 2 9,9 234 89.273,34
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Tipos polinicos Frequéncia (%) Unidades polinicas Volume (um?)
Maio/2014
Elaeis guineensis 38.5 193 315.699,75
Fabaceae 2 14,3 200 76.302,00
Junho/2014
Elaeis guineensis 8,2 42 68.701,50
Mimosa pudica 83,9 429 28.060,89
Julho/2014
Elaeis guineensis 1,4 8 13.086,00
Mimosa pudica 91,6 494 32.312,54
Agosto/2014
Elaeis guineensis 0,7 4 6.543,00
Mimosa pudica 95,2 540 35.321,40
Setembro/2014
Elaeis guineensis 1,4 8 13.086,00
Mimosa pudica 94,7 386 25.248.26
Outubro/2014
Elaeis guineensis 5,9 30 49.072,50
Mimosa pudica 90,7 463 30.284,83
Novembro/2014
Elaeis guineensis 34,5 177 289.527,75
Mimosa pudica 16,0 82 5.363,62
Dezembro/2014
Elaeis guineensis 22,3 118 193.018,50
Mimosa pudica 47,2 250 16.352,50
Fevereiro/2015
Elaeis guineensis 5,7 29 47.436,75
Mimosa pudica 55,3 282 18.445,62
Marc¢o/2015
Elaeis guineensis 22,6 121 197.925,75
Mimosa pudica 274 147 9.174,27
Abril/2015
Elaeis guineensis 66,5 342 559.426,50
Mimosa pudica 11,7 60 3.924,60
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Tipos polinicos Frequéncia (%) Unidades polinicas Volume (um?)
Maio/2015
Elaeis guineensis 93,0 476 778.617,00
Mimosa pudica 2,9 15 981,15
Julho/2015
Elaeis guineensis 21,1 91 148.853,25
Mimosa pudica 69,6 300 19.623,00
Agosto/2015
Elaeis guineensis 36,5 29 47.436,75
Mimosa pudica 61,0 282 18.445,62
Setembro/2015
Elaeis guineensis 33,6 121 197.925,75
Mimosa pudica 62,2 147 9.615,27
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Tabela 2. Frequéncia polinica encontrada em amostras de pdlen apicola monofloral de Arecaceae produzido no municipio de Nilo Pecanha, Bahia, Brasil.

Tipos polinicos 2013 2014 2015

Amostras Juuu Ago Set Out Nov Dez Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez Fev Mar Abr Mai Jul Ago Set
Anacardiaceae
Schinus 1,8 1,3 0,2 1 0,2
Spondias 1,1 1,3
Tapirira 0,5
Aquifoliaceae
Ilex 0,2 1,2
Arecaceae
Elaeis guineensis 46,7 7,0 13,1 257 10,9 287 82,0 90,5 309 526 385 82 1,4 0,7 14 59 345 223 57 226 66,5 930 21,1 365 33,6
Syagrus 24 L1
Attalea funifera 2,7
Asteraceae
Asteraceae 1 0,1 0,2
Mikania 39 03 1,1 6,9 0,7 0,5 0,6 5,0 0,7 1,4 09 04 58 04 1,6
Vernonanthura 0,5 0,1 0,2 02 02 02 02
Wedelia 0,2
Celastraceae
Celastraceae 1 1,2
Cyperaceae
Rynchospora 52 142 48 252 370 11,0 52 11,7 7.8 5,9 0,7 0,3 30 49 23 37 02 02 7.8
Commelinaceae
Commelina 0,1
Dilleniaceae

Dilleniaceae 1 0,7
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Tipos polinicos

2013

2014

2015

Amostras
Erythroxylaceae

Erytrhroxylum
Euphorbiaceae

Acalypha
Alchornea

Croton

Ricinus

Fabaceae
Chamaecrista
Fabaceae 1
Fabaceae 2

Inga

Mimosa acutistipula
Mimosa arenosa
Mimosa pudica
Mimosa quadrivalvis
Poeppigia
Stryphinodendron
Lamiaceae

Hyptis
Malpighiaceae

Byrsonima

Jul

48,7

Ago

87,2

Set

71,4

Out

0,1

s

1,2

0,1

55,8

0,1

Nov  Dez Jan

0,1

0,1
1,1
0,1

320 162 0,5

Fev Mar Abr

0,2

154 283
0,1

41,8 99

Mai  Jun Jul

0,3
39,9

09 50
143

83,9 91,6

Ago

0,1

95,2

Set  Out

0,3

94,7 90,7

0,1

Nov

1,7

16

9,2

16

4,5

Dez

0,2

0,2

>

0,2

47,2

Fev. Mar Abr Mai Jul Ago

1,6

s

04 0.2

0,6

>

0,6

179 1

274 11,7 29
0,2

0,2

24,5

553 69,6 61,0

0,2

>

0,6

Set

62,2
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Tipos polinicos

2013

2014

2015

Amostras
Melastomataceae

Miconia
Myrtaceae
Eucalyptus
Myrcia
Psidium
Nyctaginaceae
Bougainvillea
Nyctaginaceae 1
Plantaginaceae
Angelonia
Phyllantaceae
Phyllanthus
Poaceae
Poaceae 1
Rubiaceae
Borreria
Salicaceae
Casearia
Solanaceae
Solanum
Tiliaceae

Triumfetta

Out

0,3

Nov

8,4

s

1,7

0,1

Dez Jan Fev

0,9

9.6

4.4 0,2
20 02

0,1

Abr

0,5

0,1

s

Mai  Jun

0,2
0,2

0,2

0,2
0,4

Dez

0,2

2,6
1,1

Fev

0,6

s

12,7

0,2

0,2

gl

Mar Abr Mai Jul Ago

5,2 2,1 04
0,2
0,7

0,4

0,6

3,3
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Tabela 2. Continuacao

Tipos polinicos 2013 2014 2015
Amostras Juu Ago Set Out Nov Dez Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez Fev Mar Abr Mai Jul Ago Set
Urticaceae
Cecropia 8,8 0,9 08 02 256 08 10,1 05 06 1,0
0,2 34 10,7 09 0,2 123 02 129 19 1.2 0,2
Indeterminados*
(M @ @ 0 M @ M o @O M Q)]

*Frequéncia de tipos polinicos (numero de tipos polinicos).
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DISCUSSAO

A classificag@o do polen apicola monofloral indicada pelos apicultores nem sempre foi
ratificada pelos resultados das analises. As abelhas, Apis mellifera, foram forragear além das
flores das palmeiras, entre as quais havia o predominio de FElaeis guineensis. Esse habito
generalista ¢ caracteristico da espécie como visto nos estudos de Alves & Santos (2014), Silva
& Santos (2014) e Matos & Santos (2017).

A presenca de outros tipos polinicos nas amostras ja era aguardada, pois o
comportamento generalista da abelha Apis mellifera atrelado a riqueza botanica do local,
apesar da monocultura de FElaeis guineensis, comprovou que a producdo de podlen apicola
monofloral ¢ uma atividade que necessita de uma ferramenta como a palinologia para
confirmar ou refutar os dados apresentados pelos apicultores.

A presenca da familia Fabaceae nesse trabalho, mais uma vez, confirmou a
importancia apicola desse grupo. Diversos trabalhos discutem a presenca dessa familia em
produtos apicolas (Luz et al., 2010; Oliveira et al., 2010; Novais et al., 2010; Rech & Absy,
2011; Novais et al., 2015), visto que ¢ uma familia bem caracterizada e encontrada em
praticamente todos os ambientes terrestres (Queiroz et al., 2009). Segundo Moreti et al.,
(2007), é uma familia bastante visitada por conta da presenca de néctar e polen. Dentro dessa
familia, o género Mimosa normalmente se destaca, principalmente por conta do seu potencial
polinifero (Lima et al., 2008; Freitas et al., 2013; Matos et al., 2014).

O tipo polinico Mimosa pudica representa um grupo de espécies com caracteristicas
invasoras (Queiroz, 2009), caracteristico de ambientes antropicos, tipico da area de estudo
desse trabalho, uma vez que para a implantacio do apiario ¢ necessario a intervencdo humana.
A presenca em grande quantidade desse tipo polinico nas amostras descaracterizou a
indicag@o proposta pelos apicultores. Assim, a utilizacdo de formulas matematicas tornou-se
uma ferramenta adicional para esclarecer essa classificagao.

A utilizagdo do volume em analises polinicas ¢ um método antigo proposto por Tasei
(1973) e, posteriormente estudada por Silveira (1991), Buchman & O’Rourke (1991),
Biesmeijer et al., (1992) e Vossler et al., (2010). Contudo, esses estudos ndo foram muito
elucidativos. Em seguida, Castagnino et al., (2004) e Modro et al., (2009) afirmaram que a
utilizagdo do volume seria uma estratégia importante a ser considerada nas analises
palinoldgicas, pois somente assim seria possivel ter uma correta avaliagdo das amostras,
principalmente para aquelas com interesses comerciais (polen apicola desidratado).

A relacdo dos tipos polinicos mais frequentes nas amostras (Mimosa pudica, Fabaceae

2 e Rynchospora) com o tipo Elaeis guineensis comprovou as conclusdes de Tasei (1973) e
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Silveira (1991), que indicam que o diagndstico floral do pélen apicola com base na contagem
polinica ndo ¢ compativel quando se compara com os dados de volume do pélen. Contudo,
essa atividade de forrageio da abelha pode estar associada a disponibilidade do recurso na
area e nao diretamente com o tamanho ou volume da unidade polinica (Vossler, 2015).

A utilizagdo dos tipos polinicos acima como modelos para o método matematico
mostrou a importancia do desenvolvimento de trabalhos com essa perspectiva volumétrica,
uma vez que a classificacdo baseada na contagem polinica induz a uma informagdo que nao
condiz com a realidade das amostras. Modro et al., (2009) frisaram a importancia dessa forma
de avaliagdo para futuros estudos que envolvam a contribuicdo de determinados tipos
polinicos, ja que a classificacdo das amostras em monofloral ou multifloral depende desse
modelo de avaliagao.

Cecropia e Myrcia estiveram presentes em 40% das amostras e com percentuais bem
semelhantes, porém a presenga de ambos pode ser explicada de maneiras distintas. O tipo
Cecropia, representa espécies anemofilas, porém ¢ um tipo polinico comumente encontrado
em produtos apicolas (Jesus et al., 2014; Silva & Santos, 2014; Matos & Santos, 2017), sendo
considerado um marcador geografico. Ja o tipo Myrcia pertence a familia Myrtaceae que €
caracterizada por apresentar um potencial apicola (Carvalho et al., 1999; Modro et al., 2011),
mas nesse estudo a sua presenga foi pouco frequente tanto no conjunto amostral como nas
amostras individualmente.

Em relagfo as analises estatisticas, foi comprovado que com a riqueza encontrada nas
amostras de polen apicola ndo foi possivel construir um dendrograma mais homogéneo, com a
formagdo de grupos bem organizados. Houve, na verdade, a formacdo de pequenos grupos e
subgrupos provocados principalmente pela presenca marcante de Elaeis guineensis € Mimosa
pudica.

Uma demonstracdo da influéncia direta desses tipos polinicos sobre a formagdo dos
grupos esta no fato de que todos os grupos que apresentaram um indice de similaridade acima
de 60% tiveram como principais representantes os tipos citados acima. Os demais tipos
polinicos ndo influenciaram de maneira direta na formacdo desses grupos, uma vez que a

presenga desses tipos foi relativamente baixa.
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CONCLUSAO

A comparacdo entre a contagem e o volume mostrou uma grande diferenca, uma vez
que na contagem polinica houve o predominio de graos de pdlen pequenos (Mimosa pudica),
enquanto que a utilizagdo do volume polinico revelou um padrdo diferente, com Elaeis
guineensis predominando na amostra. Assim, apenas a contagem polinica ndo pode ser
utilizada para classificagdo polinica nas amostras de polen apicola.

A utilizagdo de outros pardmetros como volume na quantificacdo polinica passa a ser
de fundamental importancia, pois auxilia no entendimento da participag¢do individual de cada
tipo polinico e evita a sub ou superrepresentagdo das unidades polinicas. Além disso,
contribui para determinar a classificagdo das amostras em monofloral e multifloral, como
mostrado nesse estudo.

Além disso, a participacdo direta de FElaeis guineensis foi detectado a partir das
analises estatisticas, uma vez que contribuiu para a formagao da maioria dos clados. Esse fato
reforca a importancia da espécie como recurso primario utilizado na alimentagdo das abelhas

e, consequentemente na producao de polen apicola monofloral.
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RESUMO

A heterogeneidade boténica encontrada no bioma mata atldntica ¢ essencial para a
sobrevivéncia da fauna, principalmente abelhas, uma vez que esses insetos necessitam dos
recursos (pdlen e néctar) originados pelas plantas. A analise polinica é uma das principais
ferramentas usadas para o conhecimento dos recursos utilizados pelas abelhas e com essa
informagdo ¢ possivel assegurar uma maior veracidade na identificagdo dos graos. Assim, o
objetivo desse trabalho foi identificar os principais tipos polinicos utilizados pelas abelhas
Apis. mellifera L. em um fragmento de mata atlantica na regido sul do estado da Bahia ¢ com
isso tragar o perfil botanico através do espectro polinico. Foram coletadas amostras de poélen
apicola durante o periodo de mar¢o/2012 a abril/2013. Em seguida, as amostras foram
acetolisadas, montadas e analisadas a partir de uma contagem, minima, de 500 graos de polen.
A identificacdo foi realizada com base em literatura especializada, além da palinoteca de
referéncia do Laboratério de Micromorfologia Vegetal (LAMIV-UEFS). Os resultados
mostraram que foi possivel distinguir morfologicamente 35 tipos nas amostras de polen
apicola, pertencentes a 20 familias botanicas. A familia Fabaceae apresentou a maior riqueza
polinica (9), seguida das familias Asteraceae (4) e Anacardiaceae, Myrtaceae e Poaceae com
dois tipos cada uma. Arecaceae, apesar de apresentar apenas um tipo polinico, esteve presente
em todas as amostras, seguida pelas familias Asteraceae e Myrtaceae (>50%). Os meses de
dezembro/2012 e abril/2013 apresentaram as maiores riquezas polinicas (16), ja o més de
mar¢o/2012 foi o que apresentou a menor riqueza, com apenas quatro tipos polinicos
presentes na amostra, com destaque para os tipos polinicos Cocos nucifera ¢ Cecropia. A
analise estatistica detectou a formacdo de alguns grupos (cluster) através da relagdo
meses/riqueza polinica, porém a correlagdo variaveis ambientais/riqueza polinica ndo foi
confirmada (p<0,05). Esses resultados refletem o alto potencial apicola da familia Arecaceae,
uma vez que esteve presente em todas amostras e com frequéncias elevadas, assim como
explica que outros fatores, além de temperatura e pluviosidade podem estar influenciando na

riqueza polinica.

Palavras-chave: Apis mellifera L.; Arecaceae; Fabaceae.
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ABSTRACT

The botanical heterogeneity found in the Atlantic Forest is essential for the survival of
fauna in this biome, especially bees because they depend on resources (pollen and nectar)
provided by plants. The pollen analysis is one the main tools employed to understand the
resources used by bees and provides information that improves the identification accuracy of
pollen grains. The goal of this work was to identify the main pollen types used by Apis
mellifera L. bees, in a fragment of Atlantic Forest in the southern region of Bahia State, and to
trace the botanical profile based on the pollen spectrum. Bee pollen samples were collected
from March 2012 to April 2013. The samples were acetolyzed, mounted, and analyzed based
on a minimum count of 500 pollen grains. Identifications were made using the literature and
the pollen reference library at the Laboratorio de Micromorfologia Vegetal (LAMIV-UEFS).
Thirty-five pollen types were morphologically distinguished in the samples, which belong to
20 plant families. The family Fabaceae had the highest pollen richness (9 types), followed by
Asteraceae (4) and Anacardiaceae, Myrtaceae and Poaceae (2 each). Arecaceae was present in
all of the samples, although it was represented by only one pollen type, followed by
Asteraceae and Myrtaceae (>50%). December/2012 and April/2013 had the highest pollen
richness (16). March/12 had the lowest richness (4), and the Cocos nucifera and Cecropia
pollen types were highlight in this sample. The statistical analysis detected some groups
(cluster) in relation to month/pollen richness, but a correlation between environmental
variables/pollen richness was not confirmed (p<0.05). The results show the high apicultural
potential of the family Arecaceae, because it was present in all of the samples, and that other

factors (such as temperature and rainfall) might influence pollen richness.

Keywords: Apis mellifera L.; Arecaceae; Fabaceae.
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INTRODUCTION

The Atlantic Forest is the second largest tropical rain forest in the America and is one
of the 25 global biodiversity hotspots (Tabarelli et al., 2005). This biome is extremely
heterogeneous, with several plant formations, climatic zones and abrupt changes in soil type
and depth. In addition, it has a high diversity index and endemism for many taxonomic

groups, mainly plants, with more than 20.000 species recorded (Ribeiro et al., 2009).

The high diversity index combined with high fragmentation and loss of habitat, due to
anthropogenic actions, has resulted in most of the remaining remnants being protected in
conservation units (Ribeiro et al., 2009). Some of these areas are in the Northeast Region. For
example, the Atlantic Forest central corridor (AFCC) is located along the coast from southern
Bahia State to Espirito Santo State, and is formed by small fragments, of which 90% are

remnants of Atlantic Forest.

The botanical heterogeneity found in this biome is essential for the survival of fauna,
especially bees because they depend on resources (pollen and nectar) produced by plants. This
symbiotic relationship allows the insects to obtain food and ensures the reproduction and
genetic diversity of plants (Saavedra et al., 2013). The pollen is a fundamental food for bees
because it is their main source of protein, and nectar is an energy source (Adekanmbi &

Ogundipe, 2009).

The pollen analysis is one the main tools employed to understand the resources used
by bees because it reveals the main botanical sources collected near an apiary (Andrada &
Telleria, 2005; Novais et al., 2010; Alves & Santos, 2014). In addition, knowledge of the bee
flora is important because this information improves the identification accuracy of pollen
grains. However, there are relatively few studies about the bee flora of Brazil, especially for

the Northeast Region (Vidal et al., 2008).

With some exceptions (e.g., Dorea et al., 2010), most studies about bee pollen of
Bahia State have concentrated on the Caatinga (Novais et al., 2009; Novais et al., 2010;
Novais et al., 2013). Although studies about the Atlantic Forest biome have been conducted,
such as Luz et al. (2007) for Rio de Janeiro State and Modro et al. (2009) for Minas Gerais
State, the overall lack of palynological studies in this biome is an important reason why there

needs to be additional botanical origin and bee flora studies of this region.
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Therefore, the aim of this work was to identify the main pollen types used by the Apis
mellifera L. bees, in a fragment of Atlantic Forest in the southern region of Bahia State, and to

trace the botanical profile based on the pollen spectrum.
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MATERIAL AND METHODS

Study area

The municipality of Marau is located on the coast of Bahia in the southern mesoregion
of the state, is within an environmental protected area, and is approximately 823,40 km?2. It
borders the municipality of Camamu in the north and the municipality of Itacaré in the south

(Silva & Souza-Filho, 2011) (Figure 1).

The vegetation is within the Atlantic Forest biome and is part of the central corridor
that extends to Espirito Santo State. Restinga and mangrove vegetation are associated with the
biome and occur in large extensions in the western part of the municipality (Silva & Souza-
Filho, 2011), and coconut trees (Cocos nucifera L.) are numerous and one the main economic
activities in the region. Climatic data for the study area were obtained from the Instituto
Nacional de Meteorologia - INMET. The average temperature during the study period was
25.1 °C and the average rainfall rate was 165.4 mm (INMET, 2015).
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Figure 1. Location of the state of Bahia (A) and highlighted study area, Marau (B).

Collection of samples
Bee pollen samples produced by Apis mellifera were collected monthly from
beekeepers in the region, from March/2012 to April/2013, for a total of 14 samples for the

analysis. For greater control and reliability of the data, only one apiary was used for the study.
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Dehydrated bee pollen samples (100 g) were used for analysis. The samples were
stored in freezers in the Laboratério de Micromorfologia Vegetal (LAMIV) at the
Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS).

Palynological analysis

In the laboratory, the samples were prepared using the methodology of Alvarado &
Delgado (1985) that was modified by Novais et al. (2009). The pollen sediment was
acetolyzed according to the technique described by Erdtman (1960). Subsequently, each
sample was mounted on five permanent slides with glycerine gelatin and analyzed with an
optical microscope. A quantitative analysis was then conducted based on a minimum count of
500 pollen grains per sample (Moar, 1985) to calculate the frequency of occurrence of each
previously identified pollen type (Bucher et al., 2004).

The pollen was identified using the literature (Roubik & Moreno, 1991; Carreira et al.,
1996; Melhem et al., 2003; Silva et al., 2010; Bauermann et al., 2013; Silva et al., 2016) and
by comparing samples to the reference pollen library at the Laboratério de Micromorfologia
Vegetal (LAMIV-UEFS), as proposed by Santos (2011).

Pollen types are based on De Klerk and Joosten (2007). A pollen type represents a
morphological entity and can include more than one species or taxon. Based on this
definition, authorship is only giving when a plant species is mentioned, which is irrelevant
when referring to a pollen type.

Using the percentage of occurrence of each pollen type in the sample set, the
frequency of occurrence (FO) was assigned to the types in each sample (as proposed by Jones
& Bryant, 1996): Rare (<10%), less frequent (10-20%), frequent (21-50%), and very frequent
(>50%)

Statistical analysis

The statistical analyses were made using the software PAST Palaecontological
Statistics) version 3.09 (Hammer et al., 2001). Euclidean distance (dissimilarity measure),
with the UPGMA clustering method, was used to evaluate the formation of groups among the
samples studied, based on the abundance of pollen types identified, where the greater the
dissimilarity measure the smaller the similarity between samples. In addition, Pearson's
correlation analysis was used to evaluate the influence of climate variables (temperature and

rainfall) on pollen type richness.
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RESULTS

Based on the pollen spectrum, 35 types were distinguished in the bee pollen produced
in the Atlantic Forest fragment. The pollen types are associated with 20 plant families that are
also found in the region (check list). The family richest in pollen types was Fabaceae (9
types), followed by Asteraceae (4), and Anacardiaceae, Myrtaceae, and Poaceae (2 types
each). The remaining families had only one pollen type (Table 1).

Although the pollen types are based on the morphological diversity of the pollen
grains (Figure 2), some samples (six) had undetermined pollen types. January/2013 had the
highest number of undetermined types (three), comprising 7.3% of the pollen counted.

The family Arecaceae was represented by the Cocos nucifera pollen type, which was
present in all of the samples analyzed (100%) and, because of the high rates, the pollen
samples of the region were classified as monofloral. In addition, three other pollen types were
present in more than 50% of the samples, which were classified as very frequent (VF):
Mikania, Vernonanthura (Asteraceae) and Myrcia (Myrtaceae) (Table 1).

Pollen richness in months December/2012, March/2013 and April/2013 had the
highest values (15,15 and 16 each), followed by January/2013 with 11 pollen types and
April/2012, August/2012 and February/2013 (10 each) (Table 1). Of the months with the
lowest pollen richness values, March/2012 is highlight for only having four types, of which
Cocos nucifera and Cecropia had the highest values (68.3% and 26.0%, respectively).

The Mikania pollen type was present in 13 samples (~93%), but only August/2013 and
October/2013 had a significant quantity (>25%), and the Myrcia type was present in eight
samples, of which four months were above 20%. The Byrsonima pollen type was recorded for
six of the months, but was only significant (38.6%) in February/2013; in the other months, it
was classified as rare or less frequent.

The cluster analysis detected the formation of some groups based on Euclidean
distance. The March/2013 and April/2013 samples were highly similar, as well as the
August/2012 and September/2012 samples. In addition, subgroups formed (Figure 3). In the
first case, the short Euclidean distance can be explained by the eight pollen types in common
among the 14 types identified in each sample. In the second case, the distance among the
samples was slightly longer, but still considered short and can be explained by the five pollen
types in common (Cocos nucifera, Eupatorium, Mikania, Mimosa pudica and Poaceae type).

The formation of the subgroups was mainly caused by two pollen types, Cocos
nucifera and Mikania, notably the August/2012 and September/2012 samples that had values
of 60.1 and 31.2% (August) and 68.1 and 28.2% (September), respectively. In relation to the
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environmental variables, the Pearson correlation analysis found no correlation between pollen

richness and the climate variables (p>0.05).



Figure 2. Pollen types identified in samples of bee pollen produced in a fragment of
Atlantic Forest in southern Bahia, Brazil. A. Anacardiaceae: Schinus. B-C. Arecaceae:
Cocos nucifera, monossulcado (B) e tricotomossulcado (C). D-F. Asteraceae: Mikania
(D), Vernonanthura (E-F). G. Malpighiaceae: Byrsonima. H-1. Melastomataceae:
Clidemia hirta. J. Myrtaceae: Myrcia. K. Poaceae: Poaceae 1. L. Urticaceae: Cecropia.
Scale: 10um.
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Table 1. Pollen spectrum richness (%) recorded in samples of bee pollen from the municipality of Marau, Bahia, Brazil.

Pollen types 2012 2013

Samples Mar Apr May Jun Jul Aug  Sep Oct Nov Dec Jan Feb Mar Apr
Anacardiaceae
Schinus 3,5 1,0 1,8 0,2 0,6
Spondias 0,6 0,2 LI 04
Arecaceae
Cocos nucifera 68,3 77,6 954 604 693 60,1 68,1 41,0 50,5 41,8 50,8 53,4 39,7 48,1
Asteraceae
Emilia 1,5
Eupatorium 0,2 0,6 0,9 2,8 2,8
Mikania 1,2 5,2 0,2 7,5 9,9 31,2 28,1 435 10,2 7,2 0,2 30 1,7
Vernonanthura 0,4 0,6 0,6 2,3 1,2 0,8 0,2
Bombacaceae
Bombacaceae 11,7 0,4
Cleomaceae
Cleome 0,6
Combretaceae
Combretum 0,2
Commelinaceae
Commelina 0,8
Euphorbiaceae
Croton 0,2
Ricinus 0,8
Fabaceae
Anadenanthera 0,2



Pollen types

2012

2013

Samples
Machaerium
Mimosa arenosa
Mimosa pudica
Senna
Fabaceae 1
Fabaceae 2
Fabaceae 3
Fabaceae 4
Fabaceae 5
Malpighiaceae
Byrsonima
Malvaceae
Waltheria
Melastomataceae
Clidemia hirta
Myrtaceae
Eugenia
Myrcia
Phytolaccaceae
Microtea
Plantaginaceae
Angelonia
Poaceae
Poaceae 1

Mar  Apr

0,2
0,2

0,2

0,2

4,5 4,8

May Jun

0,4 0,2

0,2

9,5

2,2 21,6

0,2

Jul Aug  Sep

7,8

5,1

0,2 0,2

0,2

0,6

1,6 0,6

Oct

Nov Dec Jan

0,2
1,2 1,2
0,2

17,5 1,3

0,8
6,0 25,6

9,4

38,7

Feb Mar Apr
1 ;7 0,4

0,2

0,3 0,5

0,2
0,2

38,6 18,1 20,8
0,6
6,6 24

0,5
42 237 223

1,4 03

0,6
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Pollen types 2012 2013

Samples Mar Apr May Jun Jul Aug  Sep Oct Nov Dec Jan Feb Mar Apr
Poaceae 2 0,2 6.4 1,9
Rubiaceae
Borreria 0,2
Solanaceae
Solanum 1 0,4 0,2
Urticaceae
Cecropia 26,0 11,2 13,2 3,1 0,4 0,2
Pollen types not 0,2 1,4 2,9 7,3 0,2 32 1,2
identified* (1) (2) » 6 GO GO @
TOTAL 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

*Total frequency of pollen types (number of pollen types).
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DISCUSSION

The pollen richness found in this study confirmed the high diversity already recorded
for the Atlantic Forest biome, and that Apis mellifera has a generalist foraging behavior.
Dorea et al (2010), in an area with the same vegetation characteristics, found 46 pollen types,
of which the Elaeis (Arecaceae) type was predominant. The remarkable presence of this
family is due to the extensive production of several species in the region, such as oil palm
(Elaeis guineensis L.), coconut (Cocos nucifera L.) and piacava (Attalea funifera Mart.) that
are important plants in the study region, especially for apiculture.

The family Arecaceae comprises highly polleniferous species that have an
anemophilous pollination syndrome but inflorescences that are visited by insects, especially
bees. The inflorescence morphology associated with the high pollen productivity makes the
species very attractive to these insects (Conceicao et al., 2004). According to Bauermann et
al. (2010), the collection of these resources is very important from a commercial point of view
because the presence of this pollen type in the sample creates and distinct texture and flavor
that consumers like and adds nutritional value.

The family Fabaceae is normally present in the pollen spectrum of bee products from
the Caatinga (Novais et al., 2010; Novais et al., 2014), Cerrado (Mendonga et al., 2008; Luz et
al., 2010), Amazonia (Rech & Absy, 2011; Novais et al., 2015) and mangroves (Muniz &
Brito, 2007). The Atlantic Forest biome was not different. Among the 14 samples analyzed
the family was present in 11 (ca. 79%), which confirms its apicultural potential. Some studies
conducted in the same biome had very similar results for Fabaceae (Modro et al., 2007,
Modro et al., 2011; Poderoso et al., 2012).

Among the representatives of Fabaceae, the Mimosa pudica pollen type was present
only in five samples, but was always in low quantities and classified as rare (Table 1).
Although this pollen type represents plants with apicultural potential, it is thought that the low
abundance is because Mimosa pudica is an invasive species that grows in anthropogenic
environments (Queiroz, 2009).

An issue and little-debated topic that should be considered is the size and volume of
pollen grains in palynological surveys of bee pollen (Modro et al., 2007; Vossler, 2015). The
size (and volume) of Cocos nucifera pollen grains is much larger than the others encountered
on slides, which could result in an overrepresentation of smaller pollen grains (with a smaller
volume), such as Byrsonima, Cecropia, and Mpyrcia, for the transported pollen mass.

Calculating the volume helps to correctly evaluate the sample, mainly in relation to the
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botanical origin and actual contribution of the determined pollen types in the pollen mass
transported by bees (Modro et al., 2009). Previous studies have tried to explain how to best
clarify this calculation (Buchmann & O’Rourke, 1991; Silveira, 1991; Biesmeijer et al.,
1992); however, it is necessary to complement these works with pollen morphology studies
because the diversity of bee pollen (including monofloral) in Brazil is very high.

The family Asteraceae, which is very important in bee diets (Vidal et al., 2008;
D’Apolito et al., 2010; Boff et al., 2011), was mainly represented by the Mikania pollen type
in the samples. This pollen type was recorded in 13 samples (~93%). The only sample that
lacked Asteraceae pollen types was February/2013. In this sample, the Byrsonima type
(38.6%) had the highest representativity.

The Myrcia pollen type was notable in the family for its presence in 64% of the
samples, showing its importance as a pollen source for the bees. Freitas et al., (2013)
encountered the Myrcia type in a study of samples from throughout Brazil and affirmed its
potential as a secondary source for A. mellifera because it was found in many samples and
classified as less frequent (10-20%) and frequent (20-50%).

The Cecropia and Poaceae pollen types were important representatives of
anemophilous taxa in the bee pollen samples. The Cecropia pollen type, for example,
represents a species characteristic of Atlantic Forest, known popularly as embatba (Freitas, et
al., 2010), and considered a geographic indicator for this biome. However, the
representativeness in the sample set was not as significant as in a study by Alves & Santos
(2014), where it was present in more than 50% of the samples. The Poaceae pollen type was
recorded in 57% of the samples. The elevated presence can be explained by the fact that this
pollen type represents highly polleniferous species and, consequently, contributes
significantly to the pollen spectrum (Alves & Santos, 2014).

The Byrsonima pollen type was seasonal and recorded twice over three consecutive
months (June to August/2012 and February to April/2013) during the study period. Species of
the genus Byrsonima are normally pollinated when insects are collecting oil (Novais & Absy,
2013). However, this resource was used as a pollen source, which might have occurred
because other main sources were less available (e.g., the Cocos nucifera and Mikania types)
and more of the Byrsonima type was available (mainly from February to April/2013) (Table
1).

The correlation analysis conducted in this study did not show a significant relation
(p>0.05), despite that Andrada & Teleria (2005), Novais et al. (2009) and D’Apolito et al.
(2010) affirmed that climatic variables can influence both the life cycle of plants and the
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foraging activities of bees. Other factors can influence the heterogeneity of pollen richness,
such as interspecific competition cited by Novais et al. (2015).

In relation to the cluster analysis, there were groups and subgroups in the dendrogram.
Alves & Santos (2014) also found this pattern, which could be due to the pollen heterogeneity
that was seen over the study period. However, according to Novais et al. (2015), this pattern is
not considered a rule because foraging strategies are influenced by diverse factors, such as

competition and resource availability.
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CONCLUSION

Based on the results found in this work, it can be concluded that the presence of the
Cocos nucifera pollen type in all samples analyzed proved the high apicultural potential of
Arecaceae. Due to the abundance of this type, the samples can be classified as monofloral of
Arecaceae. However, despite this classification, other pollen types such as Byrsonima,
Cecropia, Mikania, Myrcia, Poaceae 1 and Vernonanthura also significantly contributed
during some months, acting as secondary sources.

The lack of a correlation between the climatic variables and richness in the pollen
spectrum is an important result because it demonstrates that other factors, such as flowering
period, interspecific and intraspecific competition, could influence the foraging of bees. In
relation to the similarity analysis, the results show the pollen heterogeneity, which is due to

the generalist behavior of A. mellifera.
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CAPITULO 3

Analise polinica do pdlen apicola monofloral de Arecaceae:

uma abordagem volumétrica*

*Q contetido desse capitulo sera submetido na forma de artigo a revista Grana.
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RESUMO

A familia Arecaceae ¢ representada atualmente por 181 géneros e, aproximadamente,
2.600 espécies. No Brasil, ocorrem 38 géneros e cerca de 270 espécies, sendo plantas com
grande potencial na producdo de polen apicola monofloral. Entretanto, essa classificacao,
proposta pelos apicultores, baseia-se apenas na coloragdo das bolotas de pdlen. Assim, a
analise polinica passa a ser uma ferramenta essencial para esclarecer essa classificagdo, mas ¢
necessario levar em conta outras formas de contagem, além do padrio utilizado na
melissopalinologia como, por exemplo, o tamanho e o volume polinico, uma vez que somente
a contagem pode gerar uma sub ou superrepresentatividade polinica. Nesse contexto, o
objetivo desse estudo ¢ determinar a contribuicdo dos graos de polen de Attalea funifera Mart.
na producdo de poélen apicola, além de realizar analises volumétricas e comparar com a
contagem polinica para confirmar ou refutar a classificagdo proposta pelos apicultores. As
amostras de polen apicola foram obtidas diretamente de apicultores do municipio de Nilo
Pecanha/BA durante os meses de maio a novembro de 2014. As amostras foram tratadas
quimicamente pelo processo de acetolise. Em seguida, as amostras foram analisadas com base
na contagem minima de 500 grios de pdlen por amostra. Para a andlise volumétrica foram
utilizados os tipos polinicos mais frequentes na amostra e, em seguida mensurados para
obten¢do de um valor médio. Apds a mensuragdo, os tipos polinicos foram comparados a
formas geométricas (Cone, esfera, prisma) para realizacdo dos céalculos matematicos. Os
resultados mostraram um espectro polinico composto por 23 tipos polinicos, pertencentes a 13
familias botanicas. Dentre as familias que mais contribuiram para esse espectro, destaque para
Fabaceae (6), Euphorbiaceae (5) e Asteraceae (2), sendo as demais compostas por apenas um
tipo polinico. Em relagdo a contagem polinica, foi possivel perceber que houve uma
predominancia do tipo polinico Mimosa pudica durante o periodo de estudo, com excecdo do
més de novembro/2014 que apresentou o tipo Attalea funifera com maior frequéncia. Ja em
relacdo as analises volumétricas foi encontrado um resultado inverso, pois o volume ocupado
pelo tipo polinico Attalea funifera € muito superior ao tipo Mimosa pudica. Com excecdo do
més de junho/2014, as demais amostras foram classificadas como monofloral de Arecaceae,
pois mesmo em frequéncias menores, a contribuicdo volumétrica foi maior ao ser comparado
com os demais tipos polinicos. Portanto, pode-se afirmar que a adicdo de andlises
volumétricas a contagem polinica ¢ um método valido para auxiliar na classificacdo das

amostras de polen apicola em monofloral ou multifloral.

Palavras-chave: Apicultura; palinologia; volume.
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ABSTRACT

The Arecaceae Family is currently represented by 181 genus and approximately, 2.600
species. In Brazil, there are 38 genus and about 270 species, being plants with great potential
in the production of monofloral bee pollen. However, this classification, proposed for the
beekeepers, is based on the coloration of pollen acorns. Thus, pollen analysis becomes an
essential tool to clarify this classification, but it is necessary to take into account others count
forms, besides the standard used in melissopalynology such as the pollen size and volume,
since only counting can generate a pollen under or overrepresentativity. In this context, the
aim of this study is to determine the contribution of pollen grains of Attalea funifera Mart. in
bee pollen production, in addition to performing volumetric analyzes and compare with a
pollen count to confirm or refute the classification proposed by the beekeepers. The samples
of bee pollen were obtained directly from beekeepers of municipality of Nilo Pecanha/BA
during the months of May to November/2014. The samples were chemically treated for the
acetolysis process. Then, samples were analyzed based on the minimum count of 500 pollen
grains per sample. For the volumetric analysis, the most frequents pollen types were used in
the sample and then measured to obtain an average value. After the measurement, the pollen
types were compared a geometric forms (Cone, sphere, prysm) to perform mathematical
calculations. The results showed a pollen spectrum composed for 23 pollen types, belonging
to 13 botanical families. Among the families that contributed most to this spectrum, highlight
for Fabaceae (6), Euphorbiaceae (5) and Asteraceae (2), being the others composed for only
one pollen type. In relation to the pollen count, was possible to notice that there was a
predominance of pollen type Mimosa pudica during the study period, with exception of the
November/2014 that presented the Attalea funifera type with higher frequency. In relation to
volumetric analyzes an inverse result was found, since the volume occupied by the pollen type
Attalea funifera is larger to the Mimosa pudica type. With exception of June/2014, the other
samples were classified as monofloral from Arecaceae, because even at lower frequencies, the
volumetric contribution was higher when compared to the other pollen types. Therefore, it can
be affirmed that the addition of volumetric analyzes to the pollen count is a valid method to

aid in the classification of the bee pollen samples in monofloral or multifloral.

Keywords: Apiculture, palynology, volume.
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INTRODUCAO

O polen apicola ¢ um dos produtos encontrados dentro de uma colmeia, o qual ¢
obtido pela agregacdo de diferentes graos de podlen coletados pelas abelhas. Segundo a
normativa n.° 03 de 19 de janeiro de 2001 do Ministério de Agricultura e do Abastecimento, ¢
definido como o resultado da aglutinacdo do poélen das flores, efetuada pelas abelhas
operarias, mediante adi¢cdo de néctar e de suas substancias salivares (Brasil, 2001).

No Brasil, a producdo de pdlen apicola foi iniciada modestamente no final da década
de 1980. Nos dias atuais, o mercado ¢ favoravel ao consumo de produtos naturais,
complementares a dieta ou com efeitos terapéuticos, ¢ vem estimulando e promovendo a
producdo desta modalidade de producdo na cadeia apicola (Barreto et al., 2005). A regido que
mais se destaca na producdo do pélen apicola ¢ a regido Nordeste, reconhecida como uma das
areas de maior potencial para a apicultura no pais, principalmente os estados do Piaui, Ceara e
Bahia. Entre os municipios baianos, a regido do baixo sul apresenta um grande potencial para
o desenvolvimento dessa atividade, principalmente para o podlen apicola monofloral,
principalmente por conta das vastas plantagdes palmeira, especialmente de dendé (Elaeis
guineensis L.) e piagava (Attalea funifera Mart.).

As palmeiras (Arecaceae) sdo representadas atualmente por 181 géneros e,
aproximadamente, 2.600 espécies. No Brasil, ocorrem 38 géneros e cerca de 270 espécies
(Lorenzi et al., 2010). Sdao plantas com grande potencial na produgdo de podlen apicola
monofloral (Alves & Santos, 2017). Entre as espécies que ocorrem na Bahia, Attalea funifera
Mart., conhecida popularmente como Piagava, ¢ endémica do sul do estado, com predominio
na zona costeira, principalmente nos municipios de Cairu, Ilhéus, Nilo Pecanha, Taperoa e
Valenca (Avelar, 2008), onde ¢ utilizada pelos apicultores locais para a producao de pdlen.

O processo de producdo do pélen apicola € singular e possui caracteristicas que sao
determinadas de acordo com a espécie vegetal a qual a abelha forrageia. Desta forma, a
classificagdo do polen apicola pode ser monofloral quando sua origem é a partir de uma tnica
fonte botanica ou tem predominio de um determinado tipo polinico e multifloral quando seu
espectro apresenta uma variedade de tipos polinicos, sem que ocorra a predominancia de
algum tipo.

Contudo, para essa indicacdo de origem monofloral ou multifloral, ¢ importante
considerar outras formas de contagem, além do padrdo utilizado na melissopalinologia. A
utilizagdo de ferramentas matematicas como tamanho das unidades polinicas e o volume

presentes nas amostras de polen apicola passa a ser essencial para que ndo haja uma sub ou
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super representatividade de determinado tipo polinico (Tasei et al., 1973; Silveira, 1991;
Modro et al., 2009; Vossler et al., 2010; Vossler, 2015).

Nesse sentido, este trabalho tem como objetivo determinar a contribuigdo dos graos de
polen de Attalea funifera Mart. na producdo de podlen apicola e, por meio de analises
palinolégicas com o auxilio de ferramentas matematicas, identificar a origem botanica

(taxondmica) das amostras de pdlen com base na frequéncia e no volume polinicos.
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MATERIAL E METODOS

Area de estudo

O municipio de Nilo Peganha (13°3613"S e 39°06'14"W) esta localizado no litoral do
baixo sul da Bahia, sendo delimitado pelos municipios de Taperoa, Itubera e Presidente
Tancredo Neves, a uma altitude de 31 m. Sua extensdo territorial ¢ de, aproximadamente
391.653,00 km? (Figura 1). O bioma predominante ¢ a floresta de mata atlantica com
cobertura vegetal, sendo esta associada as plantagdes de palmeiras, principalmente dendé e
piacava, atividade comercial predominante na regido.

Segundo a classificacdo de Koppen, o clima no municipio de Nilo Pecanha ¢é
considerado como tropical imido ou equatorial, com temperatura média em torno de 24,6 °C,
ja a pluviosidade apresenta uma média anual de 2.057 mm. Os dados meteorologicos foram
obtidos a partir de estagdes automaticas instaladas no municipio mais proximo de Nilo
Pecanha, localizadas a 26,4 km e armazenados em um banco de dados no Instituto Nacional
de Meteorologia (INMET), para tais resultados foram coletados os dados de pluviosidade e

temperatura do periodo de maio a novembro de 2014.

Coleta das amostras

As amostras de polen apicola foram obtidas diretamente de apicultores do municipio
de Nilo Pecanha, em uma regido com extensas plantagdes de piacava - Attalea funifera
(Figura 2) durante um periodo de sete meses (maio a novembro de 2014). A indicagdo sobre a
classificacdo das amostras em monofloral ou multifloral foi obtida diretamente com os
apicultores no momento da coleta, com base somente na coloragdo homogénea das amostras
associado com a florada do periodo (Figura 2).

Foram utilizadas amostras de polen apicola desidratado (100 g) ja em processamento
para pré-venda ao consumidor. As amostras foram identificadas com os dados de produgao e
a indicacdo de sua origem botanica, de acordo com o produtor — todas em geral eram
consideradas como “podlen monofloral de piagava”. As amostras foram acondicionadas em
geladeira no Laboratorio de Micromorfologia Vegetal (LAMIV) da Universidade Estadual de
Feira de Santana (UEFS).
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Figura 2. Localizagdo do local de coleta das amostras de polen apicola no

municipio de Nilo Peganha, estado da Bahia, Brasil.



Figura 2 Area utilizada para a coleta das amostras de polen apicola com indicagdo monofloral de

Piacava (Attalea funifera.) (A) e a presenca destacada da inflorescéncia (B), no municipio de Nilo

Peganha (Bahia).
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Andlises palinologicas

A andlise do polen apicola foi desenvolvida conforme o protocolo de Alvarado &
Delgado (1985), seguindo as modificagdes proposta por Novais et al. (2009). O material
resultante foi acetolisado de acordo com a técnica descrita por Erdtman (1960). De cada
amostra acetolisada, foram montadas cinco ldminas permanentes com gelatina glicerinada e
seladas com parafina.

Uma observacao geral das laminas foi realizada para identificagdo e analise qualitativa
dos principais tipos polinicos. Em seguida, foi feita uma analise quantitativa, com uma
contagem de 500 graos de polen, no minimo, por amostra para estabelecer uma frequéncia de
ocorréncia de cada tipo polinico (Bucher et al., 2004). Para a classificacdo de frequéncia, foi
empregada a classificagdo de Jones & Bryant Jr. (1996) que classifica os tipos polinicos
presentes nas amostras nas classes muito frequente (>50%), frequente (21-50%), pouco
frequente (10-20%) e raro (<10%).

A classificagdo das amostras foi realizada com base no volume das unidades polinicas,
sendo utilizado os tipos polinicos mais representativos em comparagdo com o tipo polinico
Attalea funifera. Os tipos polinicos foram mensurados com base na metodologia de Salgado-
Labouriau (1973) e, com base nessas medidas, foi realizado o calculo matematico baseado no
volume.

A identificagdo botanica dos grdos de podlen foi realizada como recomendado por
Santos (2011), por comparagdo com a palinoteca referéncia presente no LAMIV/UEFS e com
o auxilio de catalogos polinicos como Moncada & Salas (1983), Roubik & Moreno (1991),
Martinez-Hernandez et al. (1993), Melhem et al. (2003) e Lima et al. (2008), para o género
Mimosa, ¢ Bauermann et al. (2013). Foram feitas também, a determinacdo do habito das
plantas com base em Marchant et al. (2002), Brito et al. (2006), Queiroz (2009) e Modro et al.
(2011).

Andlises volumétricas

As amostras analisadas foram indicadas como “monoflorais” pelos apicultores. Assim,
além da frequéncia que ¢ a forma mais usual de determinacdo da origem botanica das
amostras de polen apicola, utilizou-se o calculo do volume das unidades polinicas associado a
sua respectiva frequéncia para estabelecimento da real contribuicdo dos tipos polinicos nas
amostras de polen apicola.

Assim, para o célculo do volume polinico foram selecionados os tipos polinicos com

as maiores frequéncias nas amostras e relacionados com o tipo Attalea funifera. Desta forma,
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o volume das unidades polinicas de Attalea funifera, Mimosa pudica, Mikania e Rynchospora

foi estabelecido com base nas indicagdes para calculo de volume polinico de Vossler (2015).

Andlises estatisticas

Foram realizadas analises de similaridade entre as amostras com a utilizacdo do
software PAST Palaentological Statistics, versdo 1.84 (Hammer et al., 2006). O coeficiente de
similaridade de Jaccard foi utilizado, ja que € um indice que ndo considera a auséncia como
evidéncia de similaridade. A similaridade do espectro polinico das amostras foi avaliada
conforme o método de agrupamento UPGMA. Outra analise de similaridade (ANOSIM) foi
feita para observar a diferenga entre a composi¢do polinica entre os periodos de menores ¢
maiores taxas pluviométricas. Posteriormente, foi realizado o teste SIMPER para detectar
quais tipos polinicos explicam essa diferencia¢do. Nessas duas ultimas analises foi utilizado o

indice de Bray-Curtis, pois este leva em considera¢do a abundancia dos tipos polinicos.
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RESULTADOS

Riqueza polinica

Com base na analise quali-quantitativa dos dados, foi verificado a presenca de 23 tipos
polinicos, pertencentes a 13 familias (Tabela 2, figura 3). Dentre as familias que mais
contribuiram para esse espectro, destaque para Fabaceae (6), Euphorbiaceae (5) e Asteraceae
(2) que juntas representaram mais de 46% do total de tipos polinicos identificados. As demais
familias (10) apresentaram somente um tipo polinico.

Dentre as amostras analisadas de polen apicola com indicagdo monofloral,
aproximadamente 58% das amostras tiveram todos os tipos polinicos identificados. Contudo,
mesmo com a existéncia de tipos indeterminados, isso ndo comprometeu a avaliagdo dos
resultados, pois a quantidade destes nas amostras foi baixa (<3%)).

Em relacdo a riqueza polinica mensal nas amostras, notou-se que o més de novembro
apresentou a maior riqueza (18), seguido pelos meses de outubro e setembro (13 e 9,
respectivamente) (Tabela 2). Ja os meses de maio a julho exibiram a menor riqueza polinica
(6). Além disso, foi percebido também que apenas os tipos polinicos Attalea funifera
(Arecaceae), Mimosa pudica (Fabaceae) ¢ Rynchospora (Cyperaceae) estiveram presentes em

todas as amostras.

Dentre as amostras analisadas, cinco tipos polinicos se apresentaram como muito
frequente (Attalea funifera, Mikania, Mimosa pudica, Myrcia e Rynchospora), enquanto que
os demais tipos foram classificados como frequentes (6) e pouco frequentes (12). Com
relacdo aos dados climaticos foi percebido que houve uma baixa oscilagdo na temperatura,
enquanto que na pluviosidade a variag@o foi maior (figura 4).

Em relagdo a pluviosidade, nos meses de julho e setembro, houve maior abundéancia
do tipo polinico Mimosa pudica (Tabela 2). Ja o tipo polinico Attalea funifera foi mais

abundante nos periodos de menos chuvas (figura 4).

Andlise do volume polinico

As informacdes obtidas com os apicultores sobre as amostras de polen apicola ndo
foram confirmadas apos a analise polinica padrdo (frequéncia polinica), isto €, a indicacdo de
polen monofloral de piagava ndo foi confirmada com base no censo polinico (Tabela 2).

Os tipos polinicos com maiores frequéncias nas amostras tiveram calculados o
respectivo volume de sua unidade polinica a fim de se fazer uma estimativa da contribuigéo

individual de cada tipo polinico nas amostras (Tabela 1).
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Tabela 1. Forma (geométrica) e volume das unidades polinicas dos

principais tipos polinicos encontrados nas amostras estudadas de polen

apicola.
Tipo polinico Forma Volume (um?)
Attalea funifera Prisma 93.974,70
Mikania Esfera 8.059,89
Mimosa pudica Esfera 523,33
Rynchospora Cone 21.971,64

A analise volumétrica mostrou um resultado diferente do encontrado quando
comparado a frequéncia polinica. Somente a amostra de junho/2014 néo teve o tipo Attalea
funifera como predominante na amostra. Na contagem polinica houve uma
superrepresentatividade do tipo Mimosa pudica (Figura 6), enquanto que na estimativa de
volume o destaque foi Attalea funifera (Figura 7).

Essa analise volumétrica também contribuiu para categorizar as amostras em mono ou
multiflorais, com base na contribui¢do dos respectivos tipos polinicos nas amostras. Assim,
dentre as sete amostras analisadas, seis foram consideradas monoflorais de Attalea funifera

com base no volume.

Habito de vida das plantas

Foi identificado o habito de vida das plantas visitadas por Apis mellifera e, com base
no tipo polinico, foi constatado que a preferéncia das abelhas por espécies de porte arboreo
foi maior quando comparado aos demais habitos (Tabela 2). A exploragao de recursos troficos
em espécies com porte arbustivo e herbaceo apresentou taxas menores que 45%, enquanto

que trepadeiras e lianas foram os habitos menos representados nesse estudo (<5%).

Analise agrupamento

Ja em relagdo a analise de similaridade, o agrupamento entre as amostras dos meses de
julho e agosto apresentaram uma maior similaridade (72%). Por outro lado, as amostras dos
meses de novembro e outubro, apesar de proximos no calendario, estiveram distantes das
demais, apresentando baixas taxas de similaridade (35 e 40%), respectivamente (Figura 5). De
acordo com a analise de similaridade (ANOSIM), a riqueza polinica dos meses de chuva
diferiu dos meses de seca (p<0,05). Ja o teste SIMPER mostrou que os tipos polinicos

Mimosa pudica e Attalea funifera explicaram 68,68% dessa diferenca entre os meses.
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M

Figura 3. Tipos polinicos encontrados nas amostras de polen apicola monofloral de Arecaceae
no municipio de Nilo Pecanha, Bahia, Brasil. A-B. Anacardiaceae: Spondias. C. Aquifoliaceae:
llex. D-E. Arecaceae: Attalea funifera. F-G. Asteraceae: Mikania (F); Vernonanthura (G). H-1.
Celastraceae: Maytenus. J-K. Euphorbiaceae: Alchornea (J); Ricinus (K). L. Loranthaceae:
Loranthaceae 1. M. Fabaceae: Mimosa pudica (M). N-O. Myrtaceae: Eucalyptus (N); Myrcia

(O). P. Urticaceae: Cecropia. (Escala: 10um).
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Figura 4. Dados climatologicos de pluviosidade (P) e temperatura (T) coletados de estacdes

automaticas durante o periodo de estudo. Fonte: INMET (2012).
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de poélen apicola com base no censo polinico nos respectivos meses de coleta de 2014.



Tabela 2. Frequéncia dos tipos polinicos (%) encontrados nas amostras de polen apicola
produzido no municipio de Nilo Peganha, Bahia, Brasil.

Meses

Tipos polinicos F.O. Mai Jun Jul Ago Set Out  Nov Hab.
Anacardiaceae
Spondias PF 0,4 A
Aquifoliaceae
Ilex PF 8,2 A
Arecaceae
Attalea funifera MF 1,6 0,2 0,6 4,6 2,0 4,6 62,7 A
Asteraceae
Mikania MF 7,2 0,6 4.8 1,4 2,0 1,2 T
Vernonanthura F 0,4 0,2 A/H
Celastraceae
Maytenus F 4,1 0,6 A
Cyperaceae
Rynchospora MF 5,0 1,0 32 0,6 1,4 1,0 4.8 H
Euphorbiaceae
Alchornea F 0,2 6,2 A
Euphorbiaceae 1 PF 11,1 A/a/H
Euphorbiaceae 2 PF 28,0 A/a/H
Euphorbiaceae 3 PF 1,8 A/a/H
Ricinus PF 0,2 A
Fabaceae
Fabaceae 1 PF 0,4 A/a/H
Fabaceae 2 PF 0,6 A/a/H
Fabaceae 3 F 0,2 0,2 Ala/H
Mimosa acutistipula F 0,4 0,2 1,0 A
M. pudica MF 85,5 94,1 952 88,7 93,1 42,1 5,4 H
Stryphinodendron PF 0,4 Ala
Malpighiaceae
Malpighiaceae 1 PF 0,2 A/H/L
Myrtaceae
Myrcia MF 0,2 0,8 4,2 0,2 A
Loranthaceae
Loranthaceae 1 PF 1,0 Ala
Tiliaceae
Tiliaceae 1 PF 0,4 A
Urticaceae
Cecropia F 472 5,4 A
Indeterminados* 0.8 0.4 2.8

(1) (2) )
Total 100 100 100 100 100 100 100

*Frequéncia de tipos polinicos (Quantidade de tipos polinicos). FD (Frequéncia de Distribui¢do): R

Raro; PF = Pouco Frequente; F = frequente; MF = muito frequentes. Hab. (Habito): A = Arboreo; a =

Arbustos; H = Herbaceo; L = Liana; T = Trepadeira. Com base em: Marchant et al. (2002), Brito et al.
(2006), Queiroz (2009) e Modro et al. (2011).
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DISCUSSAO

Diversos estudos tém revelado um padrdo comum de exploragdo dos recursos florais
por Apis mellifera, que visita um amplo espectro de plantas e concentra o forrageamento em
poucas espécies (Aguiar et al., 2002), que associado aos fatores de oferta e facilidade de
obtencdo de recurso, explicaria a preferéncia por plantas de baixo porte como, por exemplo,
as herbaceas. Contudo, vale ressaltar que nesse estudo as plantas que possuem esse tipo de
habito ndo foram as mais representativas.

As plantas com habito arboreo foram as mais visitadas pelas abelhas para coleta de
polen. Isso era esperado, pois a area de estudo esta encravada na Mata Atlantica. Moreti &
Marchini (1998) observaram que Apis mellifera coleta recursos florais em plantas de até 30
metros de altura. Esse fato foi aqui confirmado com a presenca de graos de polen de Cecropia
nas amostras de polen apicola nos meses de outubro e novembro. Os representantes desse
taxon t€m como caracteristica possuir grande altura e serem considerados essencialmente
anemofilos (Mendonga, 2004).

Nas amostras analisadas, os registros de polen representativo de plantas foram baixos
de maneira geral, mas houve alguns tipos polinicos herbaceos marcantes, como, por exemplo,
Mimosa pudica e Rynchospora (Tabela 2). Segundo Vidal et al. (2008), a representatividade
de plantas herbaceas estd diretamente associada a facilidade de coleta do recurso (néctar ou
polen) pelas abelhas.

A contribui¢do de Mimosa pudica foi destaque, pois a sua presenca foi incomparavel a
qualquer outro tipo polinico entre os identificados nas amostras, mas no que se refere a
ocorréncia. Isto pode ser explicado pelo ‘boom’ de floragdo, caracteristico da familia
Fabaceae e também a acessibilidade das abelhas as flores das respectivas plantas, que sdo
altamente poliniferas, sendo frequentemente representadas em produtos apicolas. Segundo
Arroyo (1981), as abelhas e a familia Fabaceae estdo intimamente associadas entre si pela sua
historia evolutiva, e que esse sucesso evolutivo esta relacionado a polinizacao.

O tipo polinico Attalea funifera esteve presente em todas as amostras, fato este
explicado pela proximidade do apiario as culturas de Piagava, contudo a sua frequéncia dentro
das amostras, de acordo com a contagem polinica, foi muito baixa (Tabela 2, figura 6).
Contudo, numa analise baseada no volume ha uma inversdo de contribui¢do polinica, e por
conseguinte de classificagdo das amostras. Pois, volumetricamente, Attalea funifera
apresentou uma maior contribuicdo quando comparado ao tipo Mimosa pudica (figura 7).

Essa situagdo ja foi encontrada em outros trabalhos cuja tentativa de relacionar a frequéncia
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dos tipos polinicos e o respectivo volume foram aplicadas (Tasei, 1973; Silveira, 1991;
Biesmeijer et al., 1992; Vossler et al., 2010; Vossler, 2015 ¢ Alves & Santos, 2017).

Pelo fato do tipo polinico de Attalea funifera apresentar um tamanho maior (99,95 um)
quando comparado aos demais tipos presentes com maiores frequéncias como, por exemplo,
Mimosa pudica (10,0 um), Mikania (25,0 um) e Rynchospora (33,5 um), sua contribuigdo
volumétrica ¢ igualmente significativa, mesmo em baixas concentracdes nas amostras. Se
compararmos o volume do tipo Mimosa pudica com outros na amostra de agosto de 2014
(Tabela 2), este serd o mais frequente com 88,7% e com um volume por unidade polinica de
523,33 um?. Ja o tipo Attalea funifera, cuja frequéncia na mesma amostra ¢ de 4,6%, e
volume da unidade polinica de 93.974,70 um?, é 179,57 vezes maior que o anterior; o tipo
Mikania ¢ 15,40 vezes maior, mas com uma frequéncia de 4,8% e com um volume de
8.059,89 um?, e Rynchospora, com volume de 21.971,64 pm?® e frequéncia 0,6%, 41,98 vezes
maior do que Mimosa pudica.

Assim, apenas a contagem polinica ndo se apresenta como um parametro suficiente
para diagnosticar uma amostra em mono ou multifloral, € necessario considerar o tamanho e o
volume dos tipos polinicos em adi¢do a sua frequéncia (Alves & Santos, 2017).

O tipo polinico Rynchospora foi o Unico representante da familia Cyperaceae e,
segundo Dahlgren et al. (1985), a anemofilia ¢ a estratégia mais comum da familia, sendo rara
a entomofilia. Contudo, alguns registros indicam a ambifilia - polinizagdo anemofila e
entomofila (Ramos & Fonseca, 2006). Por conta da frequéncia encontrada para esse tipo
polinico nas amostras, ¢ possivel inferir que houve a coleta do recurso, pois a disponibilidade
ao redor do apiario associado com a acessibilidade ao recurso reforga a hipotese do forrageio
das abelhas.

A utilizagdo de variaveis climaticas passou a ser um parametro utilizado em alguns
estudos de melissopalinologia para explicar, particularmente, a interagdo ecologica entre
forrageio das abelhas e os recursos ofertados no ambiente (Novais et al. 2009; D’ Apolito et al.
2010; Alves & Santos, 2014). Nesse trabalho, a maior riqueza polinica ocorreu no més que
exibiu a menor taxa pluviométrica e a maior temperatura, contrastando com o ocorrido no
trabalho de Alves & Santos (2017), cuja relagdo foi inversa.

A pluviosidade ¢ uma variavel que interfere no ciclo de vida das plantas. A analise de
similaridade (ANOSIM) evidenciou uma diferenca entre os meses com baixas ¢ altas taxas
pluviométricas, sendo essa confirmagdo baseada, principalmente, no tipo polinico Mimosa

pudica que representa espécies que tem um ‘boom’ de floragdo apds um periodo de chuva.
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Os meses cujas amostras apresentaram uma maior similaridade foram julho e agosto.
Essa elevada similaridade pode ser explicada porque ambos os meses apresentaram amostras
de podlen apicola com seis tipos polinicos cada, sendo cinco tipos em comum (Attalea funifera,
Mikania, Mimosa pudica, Myrcia ¢ Rynchospora). Ja as amostras dos meses de outubro ¢
novembro, apesar de proximos, apresentaram um afastamento dos principais agrupamentos,
uma hipotese seria a riqueza encontrada nessas amostras, mas também podem estar

relacionadas com a baixa taxa de tipos polinicos em comum entre elas.
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CONCLUSAO

A participag@o do tipo polinico Attalea funifera, com base na contagem polinica, ndo
corroborou a informagdo dada pelos apicultores quanto a condigdo monofloral das mesmas,
pois somente a amostra referente a0 més de novembro apresentou tipos polinicos de Attalea
funifera que quantitativamente corroborava com eles. Contudo, quando considerado o volume
das unidades polinicas para qualificar as amostras, chegou-se a um total de 86% delas com na
condicdo de polen monofloral.

A utilizacdo de outros parametros, além da contagem polinica, passa a ser uma nova
ferramenta que ainda precisa ser aprimorada, pois a diversidade de formas e tamanhos
polinicos dificulta a aplicagdo dessas analises, especialmente em darea de grande
biodiversidade vegetal como o Brasil.

Além disso, ¢ necessaria uma aten¢do maior, assim como uma padronizacdo desse
método para aplicagd@o em futuras andlises polinicas, principalmente para a classificacdo das

amostras em monoflorais e multiflorais.
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CAPITULO 4

Compostos fendlicos e atividade antioxidante do pdlen
apicola monofloral de Elaeis guineensis (Arecaceae)*

*Q contetdo desse capitulo sera submetido na forma de artigo a revista Food and Nutrition Sciences.
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RESUMO

O polen apicola ¢ um dos mais ricos e puros suplementos naturais produzido pelas
abelhas. Entre os componentes que podem ser encontrados em maior quantidade nesse
produto apicola, destaque para os agtlcares (13-55%), fibras (0,3-20%), proteinas (10-40%) e
lipidios (1-10%), além de aminoacidos, carotenoides, compostos fenolicos e flavonoides que
podem ser encontrados em menor quantidade, sendo esses ultimos de importancia vital para o
organismo humano. A composicdo quimica esta diretamente relacionada com a composi¢ado
botanica e, como as amostras sdo monoflorais, as propriedades organolépticas ¢ bioquimicas
sd0 mantidas semelhantes a planta de origem. Diante disso, o objetivo desse estudo ¢
quantificar o teor de fenolicos, avaliar a atividade antioxidante das amostras de pdlen apicola
monofloral de Elaeis guineensis L. (Arecaceae) e relacionar com a origem floral. No total
foram analisadas quimicamente 12 amostras que foram coletadas entre o periodo de julho de
2013 a junho de 2014. Para a analise polinica foi utilizado a técnica de acetdlise e montagem
de cinco laminas permanentes para posterior analise. J4 para a analise quimica foram
produzidos os extratos através da extracdo etanodlica (EtOH) e acetato (AcOEt). Em seguida
foram realizados os testes para determinagdo do teor de fenodlicos totais e atividade
antioxidante com a utilizagdo dos radicais (DPPH e ABTS™). Os resultaram mostraram um
espectro polinico com 29 tipos polinicos distribuidos em 17 familias botanicas. A familia
Fabaceae foi a mais representativa (6), seguida por Asteraceae (3). Quantitativamente,
somente duas amostras foram consideradas monoflorais, mas apos analises volumétricas a
maioria passou a ser monofloral. Em relagdo ao teor de fendlicos, foi encontrado uma faixa de
variacdo de 1,5+0,15 a 26,3+0,48 mg GAE/g para fracdes EtOH, enquanto que nas fragdes
AcOEt a variagdo foi de 8,3+0,87 a 125,8+0,93 mg GAE/g. Em relacdo aos testes de
atividade antioxidantes, houve uma variagdo entre o radical DPPH e o ABTS", sendo que
todas as amostras apresentaram atividade na captura de radical livre no extrato AcOEt. O
método DPPH apresentou uma variagdo expressiva de 34,9+0,53 a 588,2+4,65 ug/mL+EPM,
ja o método ABTS+ variou de 20,8+0,26 a 383,9+0,75 pg/mL+EPM. Para a analise estatistica
foi utilizada a correlagdo de Pearson e esta mostrou que houve uma baixa correlagdo entre as

variaveis analisadas.

Palavras-chave: Apis mellifera L.; produto apicola; quimica; radicais livres.
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ABSTRACT

Bee pollen is one of the richest and most pure natural supplements produced for bees.
Among the components that can be found in this bee product the most important are sugars
(13-55%), fibers (0,3-20%), proteins (10-40%) and lipids (1-10%), as well as amino acids,
carotenoids, phenolic compounds and flavonoids that can be found in minor amounts, the
latter being of vital importance for the human organism. The chemical composition is directly
related to the botanical composition and, since the samples are monofloral, the biochemical
and organoleptic properties are maintained similar to the original plant. Therefore, the aim of
this work is to quantify the phenolic content, to evaluate the antioxidant activity of the
samples of monofloral bee pollen of Elaeis guineensis L. (Arecaceae) and to relate to the
floral origin. In total 12 samples that were collected between July/2013 to June/2014 were
chemically analyzed. For the pollen analysis, the technique of acetolysis and assembly of five
permanent slides were used for further analysis. For the chemical analysis, the extracts were
produced through ethanolic extraction (EtOH) and acetate (AcOEt). The tests were carried out
to determine the total phenolic content and antioxidant activity using the radicals (DPPH and
ABTS"). The results showed a pollen spectrum with 29 pollen types distributed in 1t botanical
families. The Fabaceae family was most representative (6), followed by Asteraceae (3).
Quantitatively, only two samples were considered monofloral, but after volumetric analysis,
the majority became monofloral. A variation range of 1.5 £ 0.15 to 26.3 + 0.48 mg GAE / g
was found for EtOH fractions, while in the AcOEt fractions the variation was 8.3 = 0.87 to
125.8 £ 0.93 mg GAE / g. In relation to the antioxidant activity tests, there was a variation
between the DPPH radical and ABTS", and all the samples showed free radical scavenger
activity in the AcOEt extract. The DPPH method presented an expressive variation from 34.9
+ 0.53 to 588.2 + 4.65 ug / mL + SEM, while the ABTS* method ranged from 20.8 + 0.26 to
383.9 £ 0, 75 pg / mL £ EPM. Pearson's correlation was used for the statistical analysis and

this showed that there was a low correlation between the analyzed variables.

Keywords: Apis mellifera L.; bee product; chemistry; free radicals.
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INTRODUCAO

O grdo de polen ¢ um produto caracteristico das fanerégamas, sendo coletado pelas
abelhas e transportado até a colmeia para a nutricdo de larvas e adultos. Ja o polen apicola é a
combinacdo do polen das flores com a saliva das abelhas, Apis mellifera L., que sdo
adicionadas no momento da coleta. Este ultimo é considerado um alimento diferenciado,
principalmente por conta das propriedades quimicas e bioldgicas utilizadas na saude humana.

Normalmente, os apicultores coletam o polen apicola multifloral, isto ¢, quando a
amostra apresenta uma riqueza de tipos polinicos, sem predominar um determinado tipo,
porém existem periodos nos quais as amostras apresentam uma superioridade na frequéncia
de um tipo polinico especifico, cuja classificacdo ¢ denominada de monofloral. Entretanto, é
importante destacar que essa classificacdo ¢ feita com base apenas na contagem polinica e,
atualmente, ja se sabe que o volume polinico ¢ uma varidvel que deve ser levada em
consideragdo nesse tipo de estudo para evitar uma sub ou superrepresentatividade polinica
(Modro et al., 2007, Vossler, 2015, Alves & Santos, 2017).

De acordo com Ulusoy & Kolayli (2013), o pdlen apicola ¢ um dos mais ricos ¢ puros
suplementos naturais produzido pelas abelhas. Entre os componentes que podem ser
encontrados em maior quantidade nesse produto apicola, destaque para os agucares (13-55%),
fibras (0,3-20%), proteinas (10-40%) e lipidios (1-10%), além de aminoécidos, vitaminas,
carotenoides, compostos fendlicos e¢ flavonoides que podem ser encontrados em menor
quantidade (Silva et al., 2006, Feas et al., 2012, Arruda et al., 2013, Bogdanov, 2014).

A composi¢do quimica esta diretamente relacionada com a composi¢do botanica, uma
vez que cada tipo de pdlen apresenta suas proprias caracteristicas especificas e associadas
com a genética das espécies de flores e plantagdes visitadas pelas abelhas (Carpes et al.,
2007). Contudo, como as amostras sdo monoflorais, as propriedades organolépticas e
bioquimicas sdo mantidas semelhantes as da planta de origem e, de acordo com Bogdanov
(2014), esse tipo de polen apicola pode ser utilizado com sucesso na nutricdo e medicina.

Dentre todos os componentes encontrados no polen apicola, destaque para os
compostos fenodlicos e a atividade antioxidante que mesmo em quantidades inferiores sdo de
importancia vital para o organismo humano (Campos, 1997). Esses compostos atuam
basicamente como protetores potenciais contra os efeitos nocivos dos radicais livres que
aceleram o processo de envelhecimento e, por conta dessas caracteristicas peculiares, o

consumo desse produto apicola aumentou significativamente no mercado consumidor.
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Assim, diante do exposto, o trabalho tem como objetivo quantificar o teor de
fenolicos, avaliar a atividade antioxidante das amostras de pélen apicola monofloral de Elaeis

guineensis L (Arecaceae) e relacionar com a origem floral.
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MATERIAL E METODOS

Equipamentos, reagentes e padroes

Para extracdo das amostras de pdlen apicola foi utilizado o banho ultrassonico 3,5L
(Unic 1600A, Unique, Sao Paulo, Brasil) ¢ os solventes etanol (EtOH), (Cinética, Sdo Paulo,
Brasil), acetato de etila (AcOEt) (Dinamica, Sdo Paulo, Brasil) e 4gua deionizada.

Para determinacdo do teor de fendlicos e da atividade antioxidante foram utilizados os
seguintes  reagentes: Folin-Ciocaulteau, 4acido galico, trolox (6-hidroxi-2,5,7,8—
tetrametilcromano-2-acido  carboxilico 97%), ABTS [2,2’-azinobis- (acido  3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico) sal de diamonio 98%] (Sigma-Aldrich, Sternheim, Alemanha),
etanol, (Cinética, Sdo Paulo, Brasil), carbonato de sédio, persulfato de potassio (Vetec, Rio de
Janeiro, Brasil) e 4gua deionizada. As leituras foram realizadas em aparelho Asys HiTech

UVM 340.

Coleta das amostras e determinagdo da origem botdnica.

As amostras foram coletadas no municipio de Nilo Pecanha, localizado no estado da
Bahia, regido conhecida como “Costa do Dendé”. Esse municipio esta geograficamente
localizado entre paralelos 13° 36’ 13” latitude sul e 39° 6’ 14” longitude oeste (Figura 1). Sua
vegetacdo ¢ constituida basicamente por floresta de mata atlantica e presenca elevada de
cultura de dendé (Elaeis guineensis) que circunda toda a regido, além de outros representantes
da familia Arecaceae como Piagcava (Attalea funifera Mart.) que também movimentam a
economia local.

As amostras de polen apicola foram obtidas diretamente com os apicultores do
municipio de Nilo Pecanha, sendo proveniente de apenas um apiario para ter um controle da
producdo do produto apicola. No total foram analisadas quimicamente 12 amostras que foram
coletadas entre o periodo de julho de 2013 a junho de 2014.

Para determinacdo da origem boténica, a analise do polen apicola foi desenvolvida
conforme o protocolo de Alvarado & Delgado (1985), com base nas modificagdes proposta
por Novais et al. (2009). O material resultante foi acetolisado de acordo com a técnica
descrita por Erdtman (1960). Cada amostra acetolisada foi montada em cinco laminas
permanentes com gelatina glicerinada (uma corada com safranina) e seladas com parafina.

Uma observagdo geral das laminas foi realizada para identificacdo e analise qualitativa
dos principais tipos polinicos. Em seguida, foi feita uma andlise quantitativa, com uma
contagem minima de 500 graos de polen por amostra para estabelecer uma frequéncia de

ocorréncia de cada tipo polinico (Bucher et al., 2004). Ao término das analises todas as
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laminas foram depositadas na palinoteca do Laboratorio de Micromorfologia Vegetal
(LAMIV).

A identificagdo botanica dos graos de polen foi feita como recomendado por Santos
(2011), por comparagdo com a palinoteca referéncia presente no LAMIV/UEFS, com o
auxilio de catalogos polinicos como: Moncada & Salas (1983), Roubik & Moreno (1991),
Martinez-Hernandez et al. (1993), Melhem er al. (2003) ¢ Lima et al. (2008) para o género

Mimosa.

0 25 50 100 150 200
—— Miles

wos

s

Figura 1. Localizagdo da area de estudo: estado da Bahia, Brasil (A) e do municipio de Nilo

Pecanha, Bahia (B).

Volume polinico

As amostras foram classificadas como “monoflorais” pelos apicultores, assim uma
forma de explicar essa caracteristica foi a aplicacdo de calculos matematicos (geometria
espacial) como, por exemplo, o uso do volume das unidades polinicas.

Os tipos polinicos que apresentaram as maiores frequéncias foram comparados com o
tipo Elaeis guineensis, no qual uma amostra aleatoria foi selecionada e desta foram

mensuradas 25 unidades polinicas pertencentes aos tipos E. guineensis, Mimosa pudica,
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Fabaceae 2 e Rynchospora (Salgado-Labouriau, 1973). Em seguida, o volume para cada
unidade polinica foi feito conforme Vossler et al. (2010) e Vossler (2015).

A aplicabilidade dessa metodologia consiste na analogia com figuras geométricas
como, por exemplo, prisma, cilindro e esfera. O uso desse método requer a medida de trés
dimensodes (base, altura e profundidade), sendo essas medidas realizadas com o auxilio de

técnicas como, por exemplo, a rotagdo das unidades polinicas para medir a profundidade.

Obtengdo dos extratos e fragoes.

Para obtencao dos extratos, as amostras de polen apicola foram trituradas e uma porcéo
minima de 50,0 g foi extraida com etanol, por quatro vezes, sob agitacdo em aparelho de
ultrassom. A solugdo extrativa foi concentrada em rotacvaporador sob pressdo reduzida a
37°C, com controle rigoroso da temperatura para evitar a formagdo de compostos de Maillard.
Os extratos assim obtidos foram utilizados para a determinacdo do teor de fenolicos totais e
atividade antioxidante do polen apicola.

Uma porcdo do extrato etanolico foi suspenso em metanol: agua (1:1) e submetido a
sucessivas extracdes em hexano e acetato de etila (AcOEt), sendo as solu¢des concentradas

em rotaevaporador.

Determinagdo do teor de fenolicos

Para determinar o teor de fendlicos totais foi utilizado o procedimento
espectrofotométrico de Folin-Ciocaulteau com base no método de Gulcin et al. (2004), com
modifica¢des e emprego do acido galico como controle positivo. Foram preparadas solugdes
dos extratos etanolicos na concentragdo de 4,0 mg/mL em etanol, quantidades apropriadas
desta solucdo foram transferidas para microtubos de 500 pL para obter uma concentragdo
final de 200 pg/mL. Em seguida foi adicionado 10 pL do reagente Folin-Ciocaulteau e 30 L.
de carbonato de sodio (Na2COs) a 15%, com agitacdo por 30 segundos. A essa mistura foi
adicionado um volume de agua destilada para completar o volume final de 500 pL. Apds duas
horas em repouso protegido da luz, a absorbancia das amostras foi medida no comprimento de
onda de 760 nm em aparelho Asys HiTech UVM 340. A analise foi realizada em triplicata e o
teor de fendlicos totais foi determinado a partir da equacdo da reta da curva da calibracio
construida com solugdes de acido galico (2,5-20 pg/mL) e expressa em miligramas
equivalente de acido galico por grama de extrato (mg EAG/g), considerando o Erro Padrao da

Média (E.P.M.).
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Determinagdo da atividade antioxidante frente ao radical cation ABTS™

O teste foi realizado com base na metodologia descrita por Re et al. (1999), com uso do
Trolox como composto padrdo, um analogo da vitamina E, solivel em agua. O cation radical
ABTS" foi preparado pela mistura de uma solugdo de ABTS com uma solugdo de persulfato
de potassio (K2520s8) em agua destilada, a fim de obter concentragdes finais de 7,0 mM e 2,45
mM, respectivamente. A solucdo foi mantida ao abrigo da luz a temperatura ambiente durante
um periodo de 12-16 h antes do uso. Posteriormente, a solugdo de ABTS™ foi diluida com
etanol (1:100 v/v, aproximadamente) resultando em uma absorbancia de 0,7 nm no
comprimento de onda de 734 nm. Partindo de solugdes dos extratos AcOEt a 2,0 mg/mL,
adicionada de uma quantidade apropriada da solu¢do do radical ABTS®', obteve-se
concentragdes finais de 20 — 200 pg/mL das fracdes. Cada concentracdo foi testada em
triplicata. Apos 6 minutos de reacdo, a absorbancia das amostras e do padrdo foram medidas
em aparelho Asys HiTech UVM 340 no comprimento de onda 734 nm, utilizando microplaca
de 90 pogos. A percentagem da atividade sequestradora (AS) do radical livie ABTS foi

calculada pela equacao:

% (AS) = 100x (média das absorbancias do controle — média das absorbancias da amostra) Média
das absorbancias do controle

Os resultados foram expressos através da CEso = E.P.M.

Determinagdo da atividade antioxidante frente ao radical DPPH

Os ensaios foram realizados seguindo a metodologia descrita por Silva et al., 2006.
Inicialmente foram preparadas solugdes dos extratos e fragdes na concentracao de 5,0 mg/mL.
Destas solugdes foram transferidas aliquotas para microtubos contendo um volume de 450 uL.
de solucdo de DPPH (23,6 ng/mL em EtOH) resultando em concentra¢des que variaram de 20
a 500 pg/mL. O teste foi realizado ao abrigo da luz e as concentragdes foram testadas em
triplicata. Ap6s 30 minutos em ultra-som, a leitura foi realizada em UV-visivel no
comprimento de onda 517 nm. O mesmo teve como controle positivo uma solucdo a 0,1
mg/mL de acido ascorbico utilizando concentracdes 0,5-4,0 pg/mL. A percentagem de
atividade sequestradora (AS) do radical DPPH-foi calculada pela formula:

% (AS) = 100x (média das absorbancias do controle— média das absorbancias da amostra) Média
das absorbancias do controle

Os resultados foram expressos através da CEso +EPM.
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Andlise estatistica

Todas as amostras foram analisadas em triplicata e os resultados obtidos foram
expressos com as suas médias e seu respectivo desvio padrao (DP). Uma analise de correlagdo
de Pearson foi utilizada para avaliar a correlacdo entre a contagem polinica dos grios de
Elaeis guineensis e o teor de fendlico e atividade antioxidante com o auxilio de programa
GraphPad Prism Além disso, foi realizada uma outra correlagdo entre o teor de fendlicos e a
atividade antioxidante para os dois radicais (DPPH e¢ ABTS") com o auxilio do mesmo

software. Esse ¢ um dos testes mais apropriados para fazer a analise entre essas variaveis.
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RESULTADOS

Identificagdo botdnica

Os resultados mostraram um espectro polinico com uma diversidade relativamente
alta, uma vez que as amostras foram classificadas como monoflorais de Elaeis guineensis
pelos apicultores. Na tabela 1 é possivel encontrar todos os tipos polinicos encontrados nas
amostras, assim como a sua respectiva frequéncia. No total foram identificados 29 tipos
polinicos, distribuidos em 17 familias botanicas.

A familia Fabaceae teve destaque, sendo representada por seis tipos polinicos, seguida
por Asteraceae (3), Anacardiaceae, Arecaceae, Euphorbiaceae, Myrtaceae e Nyctaginaceae
que tiveram dois representantes cada e as demais familias apresentaram apenas um tipo
polinico. Dentro da familia Fabaceae destaque para o género Mimosa, com trés tipos polinicos
no total, sendo o tipo Mimosa pudica o mais representativo (Tabela 1).

Apds a andlise polinica foi confirmado que apenas duas amostras foram,
quantitativamente, classificadas como monofloral de Arecaceae, (Tabela 1). Contudo, a
analise polinica baseada em dados volumétricos mostrou um outro resultado, cujas amostras
foram corrigidas e reclassificadas como monofloral de Arecaceac em sua maioria, com
excegdo da amostra de dezembro/2013 que ndo sofreu alteragdo na classificagao.

Deste modo, ¢ possivel afirmar que mesmo o tipo polinico FElaeis guineensis
apresentando frequéncias menores, a amostra ainda assim pode ser considerada monofloral,

por conta do seu volume.

Teor de fendlicos

Os resultados da andlise dos teores de fendlicos totais juntamente com a atividade
antioxidante das amostras de polen apicola monofloral foram representadas na tabela 2.

A quantificagdo do teor de fenolicos totais foi realizada com o auxilio do reagente de
Folin-Ciocalteau e foram encontrados os valores para os extratos etanolicos (EtOH) e acetato
(AcOEt). Para as fragoes EtOH foi encontrado uma faixa de variag¢ao de 1,5+0,15 a 26,3+0,48
mg GAE/g, ja para os extratos AcOEt foi possivel perceber uma faixa de variagdo maior
(8,3+0,87 a 125,8+0,93 mg GAE/g).

Em relag@o aos niveis das taxas dos teores de fenolicos na fragdo EtOH, destaque para
as amostras dos meses de novembro e dezembro/2013 e, para a fragdo AcOEt, destaque para
os meses de agosto ¢ dezembro/2013, além de maio/2014, com as taxas mais elevadas (Tabela

2). Ja os meses de julho a setembro/2013 apresentaram os menores niveis na fragdo EtOH,
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enquanto que na fracdo ACOEt as menores taxas foram encontradas nos meses de fevereiro,

margo ¢ abril/2014.

Atividade antioxidante

Dois métodos foram utilizados para determinar a atividade antioxidante do polen
apicola monofloral — DPPH e ABTS". A atividade antioxidante foi expressada através da
ECso, ou seja, concentracdo minima para que o antioxidante reduza em 50% o radical utilizado
e o poder redutor. Para os extratos EtOH houve uma baixa atividade em algumas amostras,
enquanto que em outras (maioria) ndo houve atividade antioxidante, diferentemente do que
ocorreu com os extratos AcOEt, cujas amostras tiveram um resultado promissor (Tabela 2).

Baseado nos testes antioxidantes, os valores de ECso apresentaram grau variado tanto
com o radical DPPH como o ABTS". Todas as amostras apresentaram atividade na captura de
radical livre no extrato AcOEt. O método DPPH apresentou uma variagdo expressiva de
34,9+0,53 a 588,2+4,65 pug/mL+EPM, enquanto que no método ABTS' a variagdo foi de
20,8+0,26 a 383,9+0,75 pg/mL£+EPM como mostrado na tabela 2.

Andlises estatisticas

De acordo com as analises estatisticas, de maneira geral, ndo houve uma correlagdo
significativa entre as variaveis analisadas (Tipo polinico, teor de fendlicos e atividade
antioxidante), porém com algumas ressalvas. A primeira correlagcdo realizada foi entre a
frequencia dos tipos polinicos e o teor de fenolicos, cujo resultado ndo apresentou um valor
significativo com gl = 1; r = - 0,355; p> 0,05, sendo, além disso, inversamente proporcionais
(Figura 2).

Em relagdo as variaveis da atividade antioxidante e frequéncia de tipos polinicos foi
percebido que ambos radicais apresentam o coeficiente de correlagdo positivo (1), isto ¢, sdo
diretamente proporcionais. Em relacdo ao radical DPPH foram encontrados os seguintes
valores: gl = 1; r = 0,405; p = 0,19 (Figura 3), ja em relagdo ao radical ABTS" os valores
foram gl = 1; r=0,332; p = 0,29 (Figura 4).

Dentre as analises realizadas, somente a correlacdo entre o teor de fenodlicos e
atividade antioxidante que se aproximou estatisticamente de um valor consideravel, uma vez
que o valor de p<0,05, porém o valor do coeficiente de correlagdo (r) foi negativo e com uma
inclinacdo da reta muito alta, o que demonstra uma elevada relagdo inversa entre as variaveis

(Figura 5).
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Tabela 1. Frequéncia polinica (%) encontrada nas amostras de pélen apicola monofloral de

Elaeis guineensis produzidas no municipio de Nilo Pe¢anha, Bahia, Brasil.

Tipos polinicos 2013 2014

Amostras Jul Ago Set Out Nov Dez Jan Fev Mar Abr Mai Jun
Anacardiaceae
Schinus 1,8 1,3
Tapirira 0,5
Arecaceae
Elaeis guineensis 46,7 7,0 13,1 257 10,9 28,7 82,0 90,5 30,9 52,6 38,5 8,2
Syagrus 24 11
Asteraceae
Asteraceae 1 0,1
Mikania 39 03 L1 69 0,7 0,5 0,6 5,0
Vernonanthura 0,5 0,1 0,2
Cyperaceae
Rynchospora 52 142 48 25,2 37,0 11,0 52 11,7 7.8 5,9 0,7
Commelinaceae
Commelina 0,1
Euphorbiaceae
Croton 0,1
Ricinus 1,2 0,1
Fabaceae
Chamaecrista 0,2
Fabaceae 2 15,4 283 39,9
Inga 0,1 0,1 0,1
Mimosa acutistipula 1,1 0,9
Mimosa arenosa 0,1
Mimosa pudica 48,7 87,2 71,4 558 32,0 16,2 0,5 41,8 99 143 839
Lamiaceae
Hyptis 0,1
Melastomataceae
Miconia 0,3 0,9
Myrtaceae
Eucalyptus 8,4 9,6
Myrcia 0,3 1,7 4.4 0,2
Nyctaginaceae
Bougainvillea 0,1
Nyctaginaceae 1 0,2
Poaceae

Poaceae 1 20 02
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Tipos polinicos 2013

2014

Amostras Jul Ago Set Out
Rubiaceae
Borreria
Salicaceae
Casearia
Solanaceae
Solanum
Tiliaceae
Triumfetta
Urticaceae
Cecropia

0,2 34

e 3

Indeterminados*

Nov

8,8
10,7
4)

Dez Jan Fev Mar Abr Mai

0,5 0,2

0,1

0,1 04

0,9

0,9
)

Jun

0,2

0,2

0,2
()

*Frequéncia de tipos polinicos (nimero de tipos polinicos).
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Tabela 2. Teor de fenodlicos totais e atividade antioxidante do polen apicola monofloral de Arecaceae produzido em Nilo Peganha, Bahia,
Brasil.

Amostras Teor de fendlicos totais DPPH (CEso)** ABTS (CEso)**
(mg EAG/g + EPM)* (ug/mL+EPM) (ug/mL+ EPM )
EtOH AcOEt EtOH AcOEt EtOH AcOEt

Jul/13 3,3+0,192 16,3£1,26 > 500 353,0+6,12 > 500 270,2+2,78
Ago/13 3,840,26 45,2+0,88 > 500 140,6+4,50 > 500 63,2+2,13
Set/13 1,5+0,15 15,4+1,45 > 500 480,4+8,72 > 500 383,9+0,75
Out/13 26,3+0,48 125,84+0,93 > 500 93,9+2,79 > 500 87,7+1,62
Nov/13 16,4+0,55 76,5+2,05 333,8+2,31 68,4+0,67 > 500 47,8+1,70
Dez/13 17,1+£0,89 115,4+2,34 338,0+0,45 34,9+0,53 > 500 20,8+0,26
Jan/14 8,3+0,92 14,2+0,68 > 500 391,6+9,25 > 500 443,8+8,95
Fev/14 4,4+0,49 8,3+0,87 > 500 575,24+4,88 > 500 258,1+5,79
Mar/14 4,8+0,43 11,7+0,77 > 500 320,5+1,30 > 500 303,14£2,72
Abr/14 8,1+1,01 12,5+1,69 > 500 249,3+5.41 > 500 198,0+£5,11
Mai/14 8,9+0,24 56,5+1,39 335,74+2,40 47,7+0,33 > 500 140,6+2,60
Jun/14 7,5+0,81 12,0+1,55 > 500 588,2+4,65 > 500 314,9+6,69

aValor médio + Desvio padrao: n=3.
“Concentragdo de antioxidante necessaria para reduzir 50% dos radicais livres.
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Fenolicos e Tipo polinico
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Figura 2. Teste de correlacdo de Pearson entre a contagem polinica e o teor de fendlicos nas
amostras de polen apicola monofloral de Elaeis guineensis.

DPPH e Tipo polinico

1907 . r=0,4052, p=0,1913
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Figura 3. Teste de correlacdo de Pearson entre a contagem polinica ¢ 0 método DPPH nas
amostras de polen apicola monofloral de Elaeis guineensis.
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ABTS e Tipo polinico
r=0,3320, p=0,2917

100-
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Figura 4. Teste de correlagdo de Pearson entre a contagem polinica e 0 método ABTS™ nas

amostras de polen apicola monofloral de Elaeis guineensis.
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Figura 5. Teste de correlacdo de Pearson entre o teor de fenolicos e os métodos DPPH e

ABTS" nas amostras de pdlen apicola monofloral de Elaeis guineensis.
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DISCUSSAO

A riqueza polinica encontrada nas amostras de polen apicola monofloral produzida no
municipio de Nilo Peganha confirmou a diversidade da flora encontrada na area de estudo,
mesmo com a presen¢a da monocultura de Elaeis guineensis. Dessa forma, as informagdes
sobre as amostras, antes classificadas pelos apicultores como monofloral, nem sempre foram
confirmadas através das analises polinicas baseada na contagem.

A indicagdo de polen apicola monofloral pelos apicultores foi baseada apenas na
coloragdo, sabor e textura das amostras. Contudo, a sua producdo depende de outras variaveis
como a vegetacdo local (flora apicola), comportamento de forrageio da abelha, variaveis
ambientais, entre outros. Além disso, a metodologia de contagem polinica precisa ser revista,
uma vez que nesse tipo de estudo a classificacdo polen apicola monofloral pode surgir em
detrimento de uma sub ou superrepresentacdo de determinados tipos polinicos (Modro et al.,
2009).

A aplica¢do do volume polinico como forma de explicar a contribui¢do de cada tipo
polinico nas amostras foi a tentativa ideal para explicar e confirmar essa classificacdo. Vale
destacar que essa metodologia ja foi abordada antes nos estudos de Tasei (1973), Silveira,
(1991) e Biesmeijer et al. (1992), porém sem muitas respostas. Nesse estudo, os resultados
encontrados confirmaram que o volume da unidade polinica realmente interfere no resultado
final e, como sugerido por Modro et al. (2009) e Alves & Santos (2017), € uma analise que
deve ser levada em considerac@o nas analises, juntamente com a contagem polinica.

Além da presenga do tipo Elaeis guineensis, a presenca da familia Fabaceae também
foi comum as amostras. Essa familia geralmente estd presente em estudos apicolas (Oliveira
etal., 2010, Rech & Absy, 2011, Alves & Santos, 2014, Novais et al., 2015, Matos & Santos,
2017), uma vez que € um grupo vegetal encontrado em varios ambientes terrestres (Queiroz,
2009), sendo muito visitada por polinizadores em busca de néctar e polen. Dentro da familia,
o género Mimosa ganhou destaque tanto pela riqueza de tipos identificados na amostra, como
também pela abundancia. De acordo com Lima et al. (2008) ¢ um género que ganha
notoriedade por causa do potencial polinifero, principalmente.

Entre os compostos quimicos mais estudados nos produtos apicolas ultimamente,
destaque para os fendlicos totais e a atividade antioxidante (LeBlanc et al., 2009; Silva et al.,
2009; Morais et al., 2011; Freire et al., 2012; Pascoal et al., 2014; Araujo et al., 2015). Esses
compostos em produtos apicolas t€m sido bastante explorados por conta do mercado

consumidor, uma vez que essas analises agregam valor aos produtos.
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O teor de fenodlicos nesse estudo, para o extrato EtOH, variou de 1,5+0,15 a 26,3+0,48
mg GAE/g, bem abaixo do encontrado nos trabalhos de Carpes et al. (2009), Freire et al.
(2012) e Ulusoy & Kolayli (2013), cujas varia¢des foram de 19,28 a 48,90 mg GAE/g, 10,59
+ 0,30 a 59,00 + 0,89 mg EAG/g ¢ 44,07 a 124,10 mg EAG/g, respectivamente. Ja em relagdo
as fragoes AcOEt, a variagdo encontrada nesse trabalho foi maior quando comparado com o
estudo de Freire (2012) que apresentou uma variagdo de 41,50 + 0,24 a 213,22 + 1,10 mg
EAG/g enquanto que nesse trabalho a faixa de variacdo foi de 8,3+0,87 a 125,8+0,93 mg
EAG/g.

A variacdo no teor de fenolicos ¢ comum em produtos apicolas, como foi confirmado
nos estudos anteriores e uma hipotese para explicar essa variacdo estd atrelada,
principalmente, a origem floral das amostras, ja que a composi¢do quimica e botanica estdo
diretamente relacionadas (Carpes et al., 2007).

A atividade antioxidante tanto para o DPPH como para o ABTS nas fra¢cdes EtOH nao
apresentaram uma atividade alta como encontrada nas fragdes AcOEt. Alguns fatores como
forma de extragdo e a origem botanica das amostras podem influenciar nos resultados obtidos
e, segundo Silva et al. (2009) e Silva (2014), os extratos AcOEt geralmente apresentam um
resultado mais ativo quando comparado aos demais extratos.

Segundo Moreira et al (2008), os compostos antioxidantes sdo utilizados para retirar
os radicais livres do organismo e, assim inibir a oxidacao dos lipidios. Hoje, os antioxidantes
de origem natural sdo considerados multifuncionais e podem prevenir diversas doencas
(Wang et al., 2008). No polen apicola é necessario, no minimo, dois métodos distintos para
avaliacdo dessa atividade, principalmente por conta da natureza complexa do produto apicola
(Sakanaka e Ishihara, 2008).

O radical DPPH tem sido amplamente utilizado para determinagdo da capacidade de
captura de radicais livres. Os resultados encontrados nesse estudo, para as fragdes AcOEt,
foram bem maiores quando comparado ao estudo de Freire (2012), ja para os extratos EtOH, a
capacidade antioxidante foi muito baixa e, em alguns casos, considerada nula. Em relag@o ao
radical ABTS", foi possivel encontrar resultados distintos ao encontrado nesse estudo. No
trabalho de Freire (2012), a atividade antioxidante frente ao radical ABTS" variou de 6,02 +
0,12a97,21 + 3,82 pg/mL.

Segundo Freire (2012), a diferenca existente na atividade anti-radicalar das amostras
depende principalmente das diferengas na composigcdo fenodlica dos extratos assim como a
origem floral de cada amostra. Além disso, a época da floragdo associado a preferéncia das

abelhas por determinadas espécies de plantas, a composi¢c@o fenélica dos tipos polinicos pode
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variar de acordo com as condi¢des ecoldgicas ¢ ambientais que as plantas estdo submetidas no
meio ambiente e, assim influenciar na produgdo dos metabdlitos secundarios.

A analise estatistica neste estudo mostrou que o teor de fendlicos e a atividade
antioxidante ndo dependem diretamente da quantidade de tipos polinicos de Elaeis guineensis
na amostra, exemplo disso foi a ndo correlagdo entre as variaveis (p>0,05). Diante disso,
pode-se afirmar, com embasamento estatistico, que a caracteristica polen monofloral ndo pode
ser associada diretamente com o elevado teor de fenolicos e atividade antioxidante.

De acordo com Féas et al. (2012), outros compostos podem estar relacionados com a
atividade antioxidante como, por exemplo, vitaminas e, até mesmo, minerais encontrados no
polen apicola, uma vez que essa atividade esta relacionada com uma combinacdo de eventos
quimicos e ndo apenas com o teor de fendlicos.

Por outro lado, ao relacionar o teor de fendlicos e a atividade antioxidante, foi
detectado uma correlagdo existente entre eles, porém negativa (Figura 5). Diferente do
resultado encontrado no estudo de Freire et al. (2012), cuja correlagdo foi positiva. Além
disso, outros trabalhos como Nogueira (2012), Matos (2014) e Silva (2014) confirmaram a
existéncia dessa correlagdo em produtos apicolas distintos.

Essa correlacdo existe basicamente porque, além de outros compostos quimicos
distintos, os grupos fendlicos também fazem parte dessa combinagdo quimica e,
consequentemente promovem a atividade antioxidante (Bouhlel et al., 2010). Segundo Kucuk
et al. (2007), o teor de fendlicos encontrado nas amostras de produtos apicolas reflete o seu

potencial antioxidante.
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CONCLUSAO

Os resultados encontrados nesse trabalho confirmam que as amostras de pélen apicola
monofloral possuem um potencial quimico, uma vez que foram encontrados valores
relativamente altos de teor de fendlicos totais e também uma elevada atividade antioxidante
para os dois métodos aplicados (DPPH ¢ ABTS").

Do ponto de vista estatistico, a correlagdo entre a contagem polinica e as propriedades
quimicas ndo apresentaram um resultado satisfatorio, pois ndo houve correlagdo entre as
variaveis analisadas, com excecdo do teor de fendlicos e a atividade antioxidante que
apresentaram um resultado estatistico significativo (p<0,05), porém com uma correlagdo
negativa.

Por fim, é importante destacar a realizacdo de estudos quimicos com produtos
apicolas, visto que é uma demanda crescente, principalmente com amostras de poélen apicola.
Esse estudo ganha uma relevancia maior pelo fato das amostras analisadas serem monofloral
de Arecaceae, um produto pouco estudado e bem apreciado no mercado consumidor. Além
disso, ¢ importante enfatizar a importancia econdmica desses resultados, ja que as
informagdes encontradas nesse trabalho podem agregar um valor financeiro ao produto

apicola.
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CONSIDERACOES FINAIS

As amostras de polen apicola estudadas apresentaram uma riqueza polinica elevada,
apesar de os apicultores as classificarem como monoflorais. Vale ressaltar que essa riqueza
encontrada no espectro polinico esta diretamente associada com o comportamento generalista
da abelha Apis mellifera e também com a diversidade de espécies vegetais encontradas na
area de estudo.

A classificagdo proposta pelos apicultores ¢ baseada apenas em conhecimento
empirico e, como visto nesse trabalho, gera informagdes que apresentam falhas que
comprometem a qualidade do produto no sentido de sua designacdo de origem vegetal. A
analise polinica ¢ wuma ferramenta essencial para a identificacdo botanica e,
consequentemente, para categorizacdo das amostras de polen apicola como monofloral ou
multifloral.

Apesar da utilizacdo do método padrio (contagem polinica) para a identificacdo
botanica das amostras, nesse estudo a aplicacdo dessa metodologia ndo foi tdo determinante,
pois pelo censo polinico ocorreu sub ou superrepresentatividade de tipos polinicos que
algumas vezes ndo refletiam a real origem do produto.

Os tipos polinicos relacionas a familia Arecaceae - Attalea funifera, Cocos nucifera e
Elaeis guineenses — foram determinantes na formagdo de agrupamentos das amostras em
grupos pela similaridade do espectro polinico. Contudo, outros tipos se mostraram
importantes também, especialmente para destacar a sazonalidade estacional das amostras.

O uso do volume polinico na caracterizacdo das amostras estudadas de pdlen apicola,
evidenciou um resultado diferente do encontrado na contagem polinica. Por meio da analise
volumétrica foi verificado que a contribuigdo dos tipos polinicos Elaeis guineensis ¢ Attalea
funifera, mesmo em concentragdes muito baixas, continua sendo superior aos dos demais
tipos polinicos nas respectivas amostras. Esse resultado confirma que o uso do volume
polinico ¢ um fator essencial, principalmente em trabalhos que buscam conhecer a
contribuicdo de cada tipo polinico na amostra de pélen apicola.

Do ponto de vista econdmico, esses resultados também trazem uma contribuicdo
relevante, uma vez que a confirmag@o cientifica das amostras em monofloral de Arecaceae
acrescenta um valor comercial agregado maior as amostras de pdlen. Assim, a
comercializa¢do de pdlen apicola com a designacdo de “monofloral” ganha um diferencial e,
com isso, uma maior atratividade no mercado consumidor.

Em relagdo as andlises quimicas, pode-se afirmar que, individualmente, as amostras

monoflorais de Arecaceae possuem um grande potencial quimico, visto que foram
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encontrados elevados valores de teor de fenodlicos totais e também uma elevada atividade
antioxidante nos dois métodos aplicados (DPPH e ABTS™). Por outro lado, do ponto de vista
estatistico, ndo existiu correlagdo entre as variaveis analisadas, ou seja, a relagdo amostra
monofloral X teor fenolico ndo ¢ corroborada (p>0,05), assim como a relacdo amostra
monofloral x atividade antioxidante (p>0,05).

A relacdo entre a caracteristica monofloral ¢ as variaveis quimicas podem ser
influenciadas por outros fatores como, por exemplo, os demais tipos polinicos que se
encontram na amostra de polen, uma vez que cada tipo polinico apresenta uma determinada
taxa de teor de fenolicos. Ja em relagdo a atividade antioxidante, ndo houve relagdo direta com
os tipos polinicos, porém houve uma correlagdo entre as taxas de fendlicos e a atividade
antioxidante (p<0,05).

Um ponto importante e que deve ser destacado nesse estudo € a importancia
econdmica das andlises quimicas realizadas com as amostras monoflorais. Normalmente, os
estudos focam em amostras multiflorais e apresentam resultados distintos entre elas. E um
processo dificil, pois depende de diversos fatores, porém importante do ponto de vista
econdmico.

O fato desses resultados ndo estarem diretamente de acordo com o que esta descrito na
literatura ndo diminui a importancia dos dados encontrados, ao contrario, sinalizam a
necessidade de novos e variados estudos para um diagnostico mais preciso e completo do

polen apicola, uma vez que sdo estudos que agregam mais valor ao produto comercial.



