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RESUMO

O polen apicola, coletado pelas abelhas das flores e armazenado na colmeia, ¢
reconhecido por sua composic¢ao nutricional e bioativa. O polen € benéfico para as abelhas
porque ¢ a principal fonte de proteinas enquanto, também, serve de alimento humano
devido ao seu alto valor nutricional. E composto por sua maioria em 4gua, proteinas,
aminoacidos, carboidratos e lipideos, mas ainda por compostos minoritarios tais como
minerais, vitaminas ¢ compostos fenolicos, tornando-o um antioxidante. Este trabalho
teve como objetivo analisar a composicdo do pdlen presente nos graos coletados e
transformados pelas abelhas com énfase em aminoécidos. Para isso, foram analisadas
quatro amostras de polen apicola, duas monoflorais ¢ duas multiflorais, através de
diferentes parametros de qualidade como pH, proteinas totais, cinzas, lipideos,
carboidratos e calorias. Os aminoacidos livres foram analisados por cromatografia liquida
de alta pressao acoplada a um espectrometro de massa de alta resolugdo com um detector
Orbitrap (LC-HRMS), apds a extragdo com H>O:ACN. Os resultados evidenciaram
valores consistentes de proteinas, carboidratos e minerais, além de um perfil de
aminodacidos essenciais € ndo essenciais, influenciado pela origem botanica. A anélise
estatistica multivariada (PCA) permitiu distinguir claramente as amostras monoflorais
das multiflorais, demonstrando que a composicao de aminodcidos e as caracteristicas
fisico-quimicas sdo fortemente influenciadas pela origem floral. Os resultados de
aminodcidos mostraram presencas maiores para a prolina, valina e fenilalanina com
resultados baixos de desvio-padrao, enquanto para os outros aminoacidos, os resultados
foram baixos, porém detectados por conta do método sensivel utilizado. Esses resultados
reforgam o potencial do polen apicola como fonte natural de nutrientes essenciais e
demonstram sua relevancia tanto para a saude das abelhas quanto para o consumo

humano.

Palavras-chave: polen apicola; aminoacidos; cromatografia liquida; espectrometria de

massa; abelha melifera.
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ABSTRACT

Bee pollen, collected by bees from flowers and stored in the hive, is recognized for its
nutritional and bioactive composition. Pollen is beneficial to bees because it is their main
source of protein, while also serving as human food due to its high nutritional value. It is
composed mainly of water, proteins, amino acids, carbohydrates, and lipids, but also
contains minor compounds such as minerals, vitamins, and phenolic compounds, making
it an antioxidant. This study aimed to analyze the composition of pollen present in grains
collected and processed by bees, with an emphasis on amino acids. To this end, four
samples of bee pollen, two monofloral and two multifloral, were analyzed using different
quality parameters such as pH, total proteins, ash, lipids, carbohydrates, and calories. Free
amino acids were analyzed by high-pressure liquid chromatography coupled with a high-
resolution mass spectrometer with an Orbitrap detector (LC-HRMS) after extraction with
H20:ACN. The results showed consistent values for proteins, carbohydrates, and
minerals, as well as a profile of essential and nonessential amino acids influenced by
botanical origin. Multivariate statistical analysis (PCA) clearly distinguished monofloral
from multifloral samples, demonstrating that amino acid composition and
physicochemical characteristics are strongly influenced by floral origin. The amino acid
results showed higher levels of proline, valine, and phenylalanine with low standard
deviation results, while for the other amino acids, the results were low, but detected due
to the sensitive method used. These results reinforce the potential of bee pollen as a
natural source of essential nutrients and demonstrate its relevance for both bee health and

human consumption.

Keywords: bee pollen; amino acids; liquid chromatography; mass spectrometry;

honeybee.
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1 INTRODUCAO

1.1 Enquadramento do trabalho

O trabalho aborda diversos aspectos do pdlen apicola, iniciando com a defini¢do
e a relevancia da apicultura, que abrange diferentes itens produzidos pelas abelhas. O
polen apicola € descrito de forma detalhada, ressaltando que, ao ser misturado com néctar
e saliva, apresenta uma composi¢do nutricional mais rica em comparacao ao polen
coletado diretamente das flores. A analise quimica do polen apicola revela a presenca de
carboidratos, proteinas, aminoacidos, lipideos, vitaminas e minerais, destacando-se pela
alta concentragdo de vitaminas do complexo B, vitamina C e vitamina E. Além da
importancia do pdlen apicola como um suplemento nutricional valioso tanto para

humanos quanto para abelhas.

Este estudo foca na caracterizagao da composic¢ao nutricional de distintas amostras
de polen apicola, com particular destaque para a determinagdo de aminoacidos livres por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS). Foram analisadas
duas amostras monoflorais e duas multiflorais, o que permitiu investigar de que forma a
variabilidade botanica influencia os parametros fisico-quimicos e o respetivo perfil de

aminoacidos.

A abordagem adotada possibilitou uma avaliagdo detalhada do potencial
nutricional do pélen apicola, evidenciando a sua importancia enquanto alimento funcional
e enquanto elemento fundamental para o adequado desenvolvimento e manutenciao da

saude das colonias de abelhas.

1.2 Objetivo do trabalho

Os objetivos gerais desta tese sdo avaliar a composi¢ao nutricional do polen
apicola, com a quantificagdo de aminoacidos, com a intencdo de validar o método de

extracdo dos aminodcidos livres, potencializando assim potencias aplicagdes inovadoras

1



na nutrigdo humana. Para isso, diferentes amostras de polen apicola monofloral e
multifloral, de regides diferentes, serdo avaliadas por andlises fisico-quimicas. Os
aminoacidos livres serdo avaliados por cromatografia liquida acoplada a espectrometria

de massa (LC-MS).



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Apicultura e produtos da colmeia

A apicultura é uma atividade agricola de gestdo e criagdo de abelhas, de grande
importancia econdémica, social e ambiental. Promove uma maior diversidade de produtos
com valor econdmico, alimentar e terapéutico. Os produtos da colmeia incluem o mel, a
cera, o polen apicola, o pao de abelha, a propolis, a geleia real e o veneno da abelha,

também conhecido como apitoxina [1].

A abelha melifera, Apis mellifera, ¢ um inseto que vive em sociedade,
apresentando uma organizagdo social altamente estruturada e eficiente, essencial para o
funcionamento harmonioso da colmeia [2]. Essa sociedade ¢ dividida em trés castas
principais: a rainha, as obreiras e os zangdes [3]. A rainha, ¢ a unica fémea fértil, ¢
responsavel pela postura dos ovos e pela manutengao da coesao social da colmeia, através
da libertacdo de feromonas que regulam o comportamento das outras abelhas [4]. As
obreiras, que sdo fémeas estéreis, desempenham uma ampla gama de fungdes, desde a
recolha de néctar, polen e dgua, a producdo de mel e cera, a limpeza das células e a defesa
da colmeia [5]. Por sua vez, os zangdes, que sdo machos, t€ém como principal funcdo a
fecundacdo da rainha [6]. Essa divisdo de tarefas, adicionada a comunicagdo eficiente
através de feromonas, e outros meio de comunicacdo como a danca, garante a

sobrevivéncia e o sucesso reprodutivo da colonia [7].

O principal produto da apicultura ¢ o mel, que ¢ uma solugdo sobressaturada de
agucares composta por frutose e glucose, além de alguns acidos organicos, compostos
fendlicos, enzimas, minerais, proteinas e vitaminas [8]. Apesar de ter uma ampla

composicao, ela varia conforme o tipo de flora, clima e praticas agricolas [8].

O mel € produzido a partir do néctar pelas abelhas, servindo como alimento e fonte
de energia para a colmeia [5]. Pode, também, ser classificado em duas categorias
principais: mel de néctar, que ¢ produzido a partir do néctar das flores, e mel de melada,
que ¢ obtido principalmente a partir das excre¢des de insetos que se alimentam de plantas

ou de secrecdes provenientes de partes vivas das plantas [9].



O consumo de mel como parte da dieta humana representa o uso mais significativo
desse produto. No entanto, ele também ¢ amplamente utilizado como ingrediente em
diversas preparacdes culindrias, incluindo produtos de confeitaria e na elaboragdo de
bebidas alcodlicas e ndo alcoodlicas. Além disso, o0 mel encontra aplicagao na industria
cosmética, evidenciando sua versatilidade e valor em diferentes contextos [10]. O mel
possui uma ampla gama de propriedades benéficas, incluindo atividades antioxidantes,
anti-inflamatoérias, anti-ulcerosas, antibacterianas, antifingicas, antivirais e
anticarcinogénicas [11]. Essas caracteristicas destacam seu potencial como um agente

terapéutico e seu valor na promogao da saude.

A cera de abelha ¢ utilizada na constru¢ao dos favos na colmeia e na protecdo das
reservas de alimentos das abelhas, e ¢ produzida pelas glandulas cerigenas das abelhas
obreiras [1]. Ela ¢ fundamental ndo apenas para a qualidade do mel, mas também para a
saude e produtividade da coldnia [9]. Desempenha um papel crucial no desenvolvimento
da coldnia, sendo fundamental para o armazenamento de mel e polen, para a regulagdo

da temperatura interna e na identificacdo de odores caracteristicos do grupo [9].

A cera de abelha predominantemente constituida por uma combinacdo de 4cidos
graxos, ceroleina, vitamina A e diversas outras substancias que apresentam propriedades
bactericidas, emolientes, cicatrizantes e anti-inflamatorias [12]. Essa composi¢dao
complexa contribui para suas multiplas aplicagdes e beneficios. Ja no consumo humano,

a cera de abelha tem valor terapéutico, sendo assim, ¢ utilizada na fabricacao de

cosméticos e velas [1].

Além desse produto, as obreiras também produzem a geleia real através das
glandulas hipofaringenas e mandibulares, e que tem como funcdo alimentar as larvas na
fase inicial do seu desenvolvimento e ser alimento para a rainha durante a sua vida, sendo
o responsavel pelo maior tempo de vida e fertilidade [13]. A geleia real ¢ rica em
aminoacidos, vitaminas do complexo B e outras substancias bioativas, sendo utilizada na
industria cosmética e como suplemento nutricional [14]. Também ¢ reconhecida por suas
diversas propriedades farmacoldgicas, incluindo atividades antibacterianas, antifingicas,
antivirais e antioxidantes. Além disso, apresenta efeitos bioestimulantes,
imunomoduladores, radioprotetores e anticancerigenos, entre outras caracteristicas

benéficas [12].



A propolis € uma substancia resinosa que as abelhas recolhem de exsudados e
rebentos de plantas, que ¢ depois misturada com a cera e enzimas salivares pelas abelhas
[9]. Essa resina ¢ utilizada na colmeia para selar as paredes, reforgar as extremidades dos
favos e embalsamar os invasores mortos que as abelhas ndo conseguem remover para fora
da colmeia [9]. Essa fungdo ¢ essencial para a manuten¢do da higiene e integridade do
ambiente interno da coldnia. A propolis € um produto natural com uma ampla gama de
atividades bioldgicas que a tornam valiosa na medicina e na farmacologia. Sua agdo
antimicrobiana ¢ notavel, sendo eficaz contra diversas bactérias e fungos, enquanto suas

propriedades antioxidantes ajudam a neutralizar radicais livres [15].

Por tltimo, o veneno de abelha, denominado apitoxina, é gerado por uma glandula
de secregao acida e outra de secregdo alcalina localizadas no abdémen da abelha operaria
[9]. A apitoxina contém compostos como melitina e fosfolipase A2, que possuem
propriedades terapéuticas, e por isso bastante utilizada na imunoterapia para alergias a
venenos de insetos [16]. Quando administrado em doses controladas, o veneno de abelha
pode exercer efeitos benéficos, incluindo propriedades anti-inflamatorias, além de atuar
na prevengdo e tratamento de reumatismo, apresentar agao anticoagulante, vasodilatadora
e hipotensora [9]. Pesquisas adicionais indicam que o veneno de abelha pode ser relevante

no manejo de diversas condigdes, como artrite, reumatismo, dor e cancer [17].

2.2 Polen apicola

Os graos de podlen sdo estruturas microscopicas encontradas nas anteras dos
estames das angiospermas, representando as células reprodutivas masculinas das plantas.
Sua funcdo primordial ¢ a transferéncia dos gametas masculinos para o sistema
reprodutivo feminino das flores, facilitando assim o processo de fertilizagdo, Figura 1

[18]. Essa dinamica ¢ essencial para a reproducao das plantas, contribuindo para a

diversidade genética e a continuidade das espécies.
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Figura I - Processo de polinizagdo,
Fonte: Casa das Ciéncias, 2021 [19].

Além de desempenhar um papel crucial na polinizagao, o pélen ¢é a principal fonte
de proteina para diversos insetos, com destaque para as abelhas [20]. Essa fun¢ao
nutricional € vital para o desenvolvimento e a sobrevivéncia das colonias de abelhas, uma
vez que o polen fornece os aminoacidos essenciais necessarios para a producao de

proteinas e o crescimento das larvas.

Atualmente, o polen ¢ objeto de pesquisa em diversos laboratorios ao redor do
mundo, devido ao seu status como um produto natural com valor dietético notavel.
Estudos tém demonstrado que ele possui efeitos benéficos nas fungdes digestivas e
intestinais, contribui para o aumento do apetite, serve como uma fonte de energia, e pode
auxiliar no combate a neurose e a depressao [9]. O pdlen apicola se distingue do pdlen
das plantas, pois as abelhas, ao coletd-lo, o misturam com néctar e sua propria saliva,

resultando na formacao de pequenos graos [9].

A saliva da abelha, que ¢ abundante em enzimas, aminoécidos e vitaminas, ao ser
combinada com o pdlen, altera tanto a qualidade quanto a quantidade de substancias
presentes, diferenciando-o do podlen encontrado nas flores [9]. Sendo assim, pode ser
classificado como uma fonte significativa de energia e nutrientes tanto para os animais

como para humanos [21].

Sua composicao inclui carboidratos, proteinas, aminoacidos, lipideos € uma
variedade de vitaminas. Além disso, o polen contém minerais € uma gama de compostos

bioativos, como fenodlicos e flavonoides [1].

Os graos de polen apresentam uma ampla gama de cores, que podem variar entre
branco, amarelo, laranja e vermelho, dependendo de sua origem botanica e da composi¢ao

quimica dos pigmentos como flavonoides ou carotenoides [18], [20], [22].



O podlen pode ser classificado em monofloral e multifloral, com diferencas
significativas em sua origem e composicdo. O podlen monofloral ¢ coletado
predominantemente de uma Unica espécie de planta, onde o tdxon principal ndo pode ser
inferior a 80%, apresentando caracteristicas especificas como sabor e aroma. Em
contrapartida, o polen multifloral ¢ obtido de diversas espécies, incluindo diferentes taxas,
resultando em uma mistura que oferece uma gama mais ampla de nutrientes € compostos

bioativos [20], [23].

2.3 Das plantas para a colmeia

As abelhas operarias sdo as responsaveis pela coleta de pdlen, e essa atividade

geralmente ocorre durante o dia, quando as flores estdo abertas e acessiveis.

A coleta de polen pelas abelhas ocorre por meio de suas pecas bucais e dos pelos
que estdo distribuidos por todo o corpo. Os graos de poélen que se aderem aos pelos sdo
recolhidos pelas pernas anteriores ¢ medianas, sendo posteriormente transferidos para as
pernas posteriores, Figura 2 [18]. Apds essa transferéncia, o polen ¢ armazenado nas
corbiculas, ou “bolsas de polen”, estruturas especializadas que permitem o transporte

eficiente do material até a colmeia, Figura 2.
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Figura 2 - Ciclo da coleta do polen;
Fonte: Trends in Food Science & Technology, 2020 [24]



Dentro da colmeia, as cargas de polen sdo transferidas para os favos, onde sao
compactadas no fundo dos alvéolos por outras obreiras, que utilizam suas cabecas para
realizar essa tarefa [18]. Durante esse processo, néctar e secrecdes salivares das abelhas
sao adicionados ao polen, o que favorece a fermentagao lactica e previne sua deterioragao.
O produto resultante desse processo ¢ denominado "pao de abelha", um produto que serve

como uma importante fonte de nutrientes para a colonia [20].

Quando as cargas de polen sdo capturadas por coletores, dispositivos projetados
para extrair o polen das abelhas ao retornarem a colmeia, esse material pode ser recolhido
pelo apicultor e posteriormente processado para fins comerciais, Figura 2 [20]. Esse
procedimento resulta na obtengdo do pélen apicola. A utilizagdo de coletores nao apenas
facilita a coleta do pdlen, mas também assegura que as abelhas continuem a desempenhar

suas fungdes naturais na colmeia, contribuindo para a sustentabilidade da apicultura [25].

2.4 Composicio quimica

A composi¢do quimica do pdlen apicola ¢ influenciada por diversos fatores,
incluindo a espécie vegetal da qual € coletado, as condigdes climaticas predominantes, as
caracteristicas do solo, bem como a idade e o estado nutricional da planta durante o
desenvolvimento do pdlen [26]. Além disso, varidveis como a localiza¢do geografica da
producao, as diferentes estacdes do ano e as variagdes interanuais também desempenham

um papel significativo na composi¢ado final do polen [20].

2.4.1 Compostos maioritarios

O pdlen apicola ¢ constituido por diferentes macronutrientes € micronutrientes,
entre os quais carboidratos, proteinas, lipidios, fibra, minerais, aminoacidos, compostos

fendlicos e vitaminas.

De acordo com a Tabela 1 e 2, estes sdo os componentes quimicos que podem

existir no polen apicola.



Tabela 1 - Composi¢do do polen apicola em compostos maioritdrios.
Fonte: Journal of Apicultural Research, 2008 [23].

COMPOSTOS MAIORITARIOS | CONTEUDO MIN-MAX (g/100g de peso seco)
Carboidratos totais* 13-55
Proteinas 10-40
Lipidios 1-13
Fibra 0,3-20
Teor em agua 6-8
Cinzas 2-6

*Carboidratos calculados apos a determinacdo das proteinas e lipidios.

Tabela 2 - Componentes quimicos presentes no polen apicola,
Fonte: Frontiers in Nutrion, 2024 [27]

COMPONENTES

SUB-COMPONENTES

Carboidratos

Sacarose, glicose, frutose, maltose, melezitose, isomaltose, trealose, taffinose e

erlose

Proteina

Leucina, isoleucina, acido aspartico, treonina, prolina, valina, fenilalanina,
lisina, triptofano, asparagina, serina, glutamina, acido glutamico, glicina, cistina,

tirosina, histidina, alanina e arginina

Lipidios

Acido capréico, acido margarico, acido caprilico, 4cido céaprico, dcido oléico,
acido laurico, acido miristico, acido pentadecilico, acido palmitico, acido
erucico, acido gadol€ico, acido palmitolé€ico, acido estearico, acido linoléico,
acido a-linolénico, acido behénico, acido araquidonico, acido eicosatrienoico,

acido nervonico e acido lignocérico

Vitaminas

Vitamina A (B-caroteno), vitamina B1, B2, B3 (4cido nicotinico, nicotinamida,
niacina), vitamina B5, B6 (piridoxol, piridoxal, piridoxina), vitamina B9 (acido

folico), vitamina B12, vitamina C (acido ascérbico) e vitamina E (a-tocoferol)

Minerais

Potassio, cobre, sddio, calcio, magnésio, fosforo, manganés, estroncio, zinco,

cobre, aluminio, manganés e ferro

Fenolicos

acido galico, epicatequina, acido protocatéquico, catequina, quercetina,
naringenina, kaempferol, luteolina, hesperidina, terc-cindmico, acido o-
cumarico, acido ferulico, acido benzoico, acido p-OH benzodico, acido
clorogénico, rutina, acido cafeico, acido p-cumarico, acido vanilico, acido
siringico, acido 2-hidroxicindmico, apigenina, acido 3,4-dimetoxicindmico,
quercetina-3-O-B-D-glucosil-(2— 1)-B-glucosideo, kaempferol-3,4'-di-O-B-D-
glucosideo, kaempferol-3-O-B-D-glucosil-(2—1)-B-D-glucosideo,
isorhamnetina, quercitrina, quercetina 3-O-glucosideo e kaempferol 3 O-

glucosideo




Os carboidratos, que constituem cerca de 13% a 55% do poélen, sdo constituidos
maioritariamente por polissacarideos como o amido e material das paredes celulares [20],
[23], que podem atuar como prebidticos, favorecendo a saiude intestinal, mas também

apresente monossacarideos como a frutose e a glicose [21].

Entre os macronutrientes, as proteinas se destacam como o segundo mais
abundante, Tabela 1 e 2. O pdlen pode conter entre 10% a 40% de proteinas, dependendo
da origem botanica [18]. Dentre os vinte aminoacidos mais frequentemente encontrados
na natureza, a quantidade de aminodacidos presentes varia entre os aminoacidos essenciais
ou nao essenciais de acordo com as espécies vegetais estudadas, conforme na Tabela 3
[28].

Tabela 3 - Aminodcidos essenciais e ndo essenciais presentes no polen apicola.
Fonte: The KeyRole of AminoAcids in Pollen Quality and Honey Bee Physiology, 2024 [28]

AMINOACIDOS ESSENCIAIS | AMINOACIDOS NAO ESSENCIAIS
Arginina Acido aspartico
Fenilalanina Acido glutdmico
Histidina Alanina
Isoleucina Asparagina
Leucina Cisteina
Lisina Glicina
Metionina Glutamina
Treonina Hidroxiprolina
Triptofano Prolina
Valina Serina

Em termos quimicos, os aminodcidos seriam todos derivados de acidos
carboxilicos nos quais o hidrogénio estaria substituido por um grupo amina, em qualquer
posicao da cadeia de carbonos. No entanto, todos os aminoacidos naturais ou os obtidos
por hidrdlise de proteinas tém sempre um grupo amina ou imino adjacente ao grupo

carboxilico [29].

As plantas da primavera apresentaram maior quantidade de aminoacidos, como
triptofano, valina, isoleucina, serina, asparagina e glutamina, enquanto as plantas do

outono mostraram menor concentragdo de prolina e hidroxiprolina [30]. Estudos
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identificaram que um numero significativo de espécies produz um pdélen apicola rico em
leucina, glutamina, lisina e 4cido aspartico [28]. Além desses, a prolina e os acidos
glutdmicos s3o os aminoacidos exdgenos predominantes encontrados na maioria dos tipos
de polen [31]. Porém, os graos de polen frequentemente apresentam deficiéncia em

isoleucina e valina [32], Tabela 4.

Tabela 4 - Comparagdo do conteudo total de proteina e composi¢do de aminodcidos no polen.
Fonte: The KeyRole of AminoAcids in Pollen Quality and Honey Bee Physiology, 2024 [28]

TAXON COI\,ITEI'JDO DE COMPOSICAO DOMINANTE DE
PROTEINA TOTAL (%) AMINOACIDOS
Brassica napus 27 Acido aspartico, acido glutdmico, lisina, leucina
Phacelia 23 Acido glutamico, prolina, dcido aspartico, leucina,
tanacetifolia lisina, valina
Acido glutamico, Prolina, Acido aspartico,
Fagopyrum 11 Leucina, Triptofano, Lisina, Valina, Alanina,
Arginina
Medicago sativa 20 Valina, leucina, isoleucina, fenilalanina, prolina
Phoenix . N .. .
i o 20 Metionina, histidina, glicina, alanina
. Prolina, Acido aspértico, Acido glutimico,
Vicia faba 24 Arginina, Leucina, Triptofano
Helianthus Leucina, Valina, Lisina, Histidina, Acido aspartico,
15 . . o .
annus Arginina, Triptofano, Acido glutdmico
Prolina, Acido aspartico, Lisina, Alanina, Arginina,
Zea mays 15 .
Triptofano
Eucalyptus . o Al A e .
. . 23 Prolina, Acido glutdmico, Acido aspartico, Leucina
bridgesiana
Echium o - L . A . ..
. 37 Acido aspartico, acido glutamico, leucina, lisina
plantagineum
Salix discolour 30 Acido glutamico, 4cido aspartico, leucina, lisina
Castanea sativa 22 Prolina, &cido aspartico, dcido glutamico
Rubus sp. 29 Leucina, lisina, Vz.lhna, fe.nllalamna, treonina,
isoleucina
Acacia sp. 22 Acido aspartico, glutimico, glicina

Os lipidios também s3o um componente significativo do polen, representando

cercade 1% a 13% de sua composig¢ao [ 18]. Os lipidios presentes no pélen incluem acidos
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graxos, fosfolipidios, carotenoides e esterois, que desempenham papéis importantes na
estrutura celular e na fungao metabdlica [20]. Os &cidos graxos identificados mais comuns

incluem o 4cido linolénico € o mais predominante, seguido do linoleico, palmitico e oleico
[9].

Em termos de conteudo em agua, o pélen apicola fresco apresenta um conteudo
em agua entre 20-30%, enquanto o pdlen seco, dependendo do processo de secagem, ndo

devendo ultrapassar os 42°C, devera estar entre os 6-8% [23].

2.4.2 Compostos minoritarios

Os micronutrientes presentes no polen apicola incluem uma variedade de
vitaminas e minerais. O teor de minerais no polen varia de acordo com o tipo especifico
de polen e é especialmente influenciado pelas condi¢cdes do solo em que as plantas se
desenvolvem, como ferro (Fe), calcio (Ca), magnésio (Mg), sédio (Na), zinco (Zn) e
potéssio (K), sendo este o mais abundante, estando presente numa porcentagem de 60%

do contetido mineral total, seguido do Mg, com 20% e do Na e Ca com 10% [9], [21].

As vitaminas sdo classificadas em dois grupos com base em sua solubilidade:
lipossoluveis e hidrossoluveis. As vitaminas lipossoluveis, como A, D, E e K, sdo
substancias quimicas que se dissolvem em solventes organicos € podem ser armazenadas
nas reservas de gordura do corpo, podendo causar toxicidade quando consumidas em

excesso [33].

Por outro lado, as vitaminas hidrossoluveis, que incluem B1, B2, B6, B12, 4cido
folico, acido pantoténico, niacina, biotina e vitamina C, ndo sdo armazenadas em
quantidades significativas no organismo. Isso resulta na necessidade de um suprimento
diario dessas vitaminas, uma vez que sdo excretadas continuamente € nao possuem

reservas adequadas [34].

Sendo assim, o podlen ¢ uma fonte rica de vitaminas hidrossoluveis, como do
complexo B, que sdo essenciais para o metabolismo energético e a saude celular. Além
disso, o polen contém vitamina C e também vitaminas lipossoliveis como as vitaminas

E, que atuam como antioxidantes, protegendo as células contra o estresse oxidativo,
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conforme a Tabela 5 e 6 [20]. A quantidade e a diversidade de vitaminas presentes no

polen estdo diretamente associadas a espécie botanica de origem [9].

Tabela 5 - Vitaminas presentes no polen apicola e suas fungdes no organismo.
Fonte: The Vitamins — Fundamental Aspects in Nutrition and Health, 2012 [35]

VITAMINAS FUNCOES
B1 (Tiamina) Essencial para o metabolismo energético e a fungdo nervosa.
B2 (Riboflavina) Importante para a producdo de energia e a saude da pele.
B3 (Niacina) Contribui para a saude da pele, sistema nervoso e digestao.
B5 (Acido

Necessaria para a sintese de hormdnios e colesterol.
Pantoténico)

Fundamental para o metabolismo de aminoacidos e a produgdo de
B6 (Piridoxina)

neurotransmissores.
B7 (Biotina) Importante para a saude da pele, cabelo e unhas.
B9 (Acido Félico) Essencial para a sintese de DNA ¢ a divisdo celular.
B12 (Cobalamina) Necessaria para a formagdo de globulos vermelhos e fungdo neuroldgica.
Vitamina C Protege as células contra danos e ¢ importante para a saide imunoldgica.

Contribui para a prote¢do das membranas celulares e tem propriedades
Vitamina E o
antioxidantes.

Tabela 6 - Composi¢do das diferentes vitaminas encontradas no polen apicola.
Fonte: Journal of Apicultural Research, 2008 [23]

VITAMINAS mg/Kg
p-caroteno (percussor Vitamina A) | 10 - 200
B1 6-13
B2 6-20
B3 40-110
B5 5-20
B6 2-7
B7 0,5-0,7
B9 3-10
C; acido ascorbico 70 - 560
E; tocoferois 40 - 320

Um dos grupos mais relevantes de compostos minoritarios no pdlen apicola sdo
os compostos fenolicos, que incluem flavonoides e 4acidos fenolicos, onde se destacam os

derivados glicosilados dequercetina, campferol e isoramnetina, entre outros [21].
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Esses compostos demonstram uma variedade de atividades fisiologicas e
farmacoldgicas, incluindo propriedades antioxidantes, efeitos antienvelhecimento, agdo
anticancerigena, atividade anti-inflamatoria, efeito cardioprotetor e propriedades

antivirais [9], [21].

Um outro conjunto de compostos bioativos encontrados no pdlen sdo os
fitosterois, que podem contribuir para a redug¢ao dos niveis de colesterol no sangue ao

inibir parcialmente a sua absorcao [9].

2.5 A importancia do pdlen para as abelhas

O polen ¢ a principal fonte de proteina para as abelhas, sendo fundamental na
alimentagdo tanto das larvas quanto das abelhas adultas, sendo especialmente crucial para
as abelhas nutrizes, que sdo as obreiras encarregadas de fornecer alimento as crias [20].
Esse processo de metabolizacdo ocorre nas células das glandulas hipofaringeanas e
mandibulares das abelhas, permitindo a conversdo dos componentes do pdélen em

substancias nutritivas essenciais para o desenvolvimento das larvas [25].

Uma coldnia de abelhas adultas pode sobreviver por um periodo consideravel
apenas com mel ou xarope de aclcar, mas essa dieta ndo ¢ suficiente para garantir as
condi¢des adequadas para a gestacdo de suas larvas, uma vez que o polen ¢ um

componente indispensavel nesse processo [9].

Dessa forma, o pdlen, sendo a principal fonte de proteinas, desempenha um papel
central na manuteng¢ao da colonia. Sem um suprimento adequado de pdlen, a colonia pode

enfrentar dificuldades no crescimento € na manutencao de sua populagao.

Uma colonia média de abelhas meliferas coleta entre 15 a 55 kg de polen por
temporada, e o ambiente do apiario ¢ crucial para a nutricdo das abelhas, fornecendo
recursos proteicos que variam ao longo do ano. Para um crescimento e sobrevivéncia
adequados, as abelhas precisam de uma dieta com cerca de 20 a 25% de proteina,
proveniente do polen de diversas plantas. Assim, ¢ amplamente aceito que uma dieta
mondtona nao ¢ equilibrada, exceto em casos de plantas como Castanea sp. e Trifolium

sp., que oferecem polen com alta concentracao proteica [28].
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2.6 A importancia nutricional do pdlen apicola para consumo humano

O polen ¢ considerado por alguns investigadores como um alimento perfeito, uma
vez que ¢ rico em aminoacidos essenciais, oligoelementos, enzimas, vitaminas do

complexo B e vitaminas C ¢ E.

Além disso, o pdlen pode ser caracterizado como um suplemento alimentar com
diversos efeitos benéficos para a saude humana, devido as suas propriedades nutricionais.
Inicialmente, o pdlen apicola era exclusivamente visto como uma fonte de proteina na
dieta das abelhas, mas recentemente tem vindo a ganhar maior atencdo como uma

potencial fonte alimentar para o consumo humano [23].

Devido as suas propriedades nutricionais e bioativas, o pdlen apicola tem sido

amplamente consumido em diversas regides do mundo.

A presenga de uma variedade de componentes benéficos no pdlen apicola sugere
que sua inclusdo na dieta pode ter um impacto positivo na saude geral, refor¢ando seu

valor como um suplemento alimentar.

O pdlen apicola ¢ uma fonte abundante de antioxidantes, que sdo moléculas com
a capacidade de retardar ou prevenir a oxidagdo de outras substancias. Essa propriedade
¢ fundamental para mitigar as alteragdes associadas ao estresse oxidativo, um fator que
pode contribuir para o desenvolvimento de diversas doencgas degenerativas, incluindo
cancer, doencas autoimunes, envelhecimento precoce, cataratas, artrite reumatoide, além

de condi¢des cardiovasculares e neurodegenerativas [22].
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Figura 3 - [lustragdo temdtica sobre as propriedades terapéuticas do polen apicola;
Fonte: Autoria Propria, 2025.

Além disso, um dos efeitos frequentemente associados ao pélen € sua capacidade
de mitigar os danos provocados pelo envelhecimento, além de promover melhorias na

satde geral e aumentar a energia vital [18].

O poélen, também, tem sido amplamente utilizado como um componente em
diversos produtos, incluindo itens aromaticos como tinturas e Oleos essenciais, €
cosméticos como cremes, mascaras, batons, sabonetes e xampus, além de alimentos como

barras de cereais, chocolates e biscoitos [20].

Recentemente, sua aplicagdo como um antioxidante natural para a conservagao de
produtos alimenticios tem sido objeto de investigagdo, destacando o potencial do polen
ndo apenas como um ingrediente funcional, mas também como um conservante que pode

prolongar a vida util dos alimentos [20].
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2.7 Métodos analiticos aplicados a analise de aminoacidos em polen apicola

2.7.1 Me¢étodos analiticos para avaliagdo de aminoacidos

A andlise de aminoacidos no polen apicola ¢ fundamental para compreender sua
composi¢ao nutricional e os beneficios que pode oferecer tanto para as abelhas quanto

para oS S€res humanos.

Um dos métodos mais tradicionais para a analise de aminoacidos ¢ a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Este método é amplamente utilizado
devido a sua capacidade de separar os aminoacidos proteinogénicos € nao

proteinogénicos [36].

Com o surgimento da técnica de HPLC, diversos reagentes foram testados para a
obtencdo de derivados de aminodcidos que absorvem UV, os quais podem ser medidos
por espectrofotometria ou fluorimetria. Os reagentes utilizados para essa finalidade
incluem o o-ftalaldeido (OPA), o cloreto de dansila (DANS-CI), o 9-
fluorenilmetilcloroformato (9-FMOC) e o isotiocianato de fenila (PTIC) [37].

O DANS-CI ¢ eficaz, mas requer altas temperaturas e longos periodos de reacao,
resultando em derivados instaveis que complicam a analise. O PTIC gera derivados
estaveis que absorvem radiacdo ultravioleta (UV), mas exige etapas de secagem que
podem afetar a reprodutibilidade. O OPA e o FMOC sao recomendados para alta
sensibilidade, com o FMOC apresentando a desvantagem de gerar um derivado alcoolico

que pode comprometer o cromatograma [37].

A espectrometria de massas (EM) € uma técnica poderosa que pode ser utilizada
em conjunto com a HPLC para a analise de aminoacidos. A EM permite a identificacdo e

quantificagdo de compostos com base em suas massas moleculares [36].

Idealmente, um método analitico para aminoacidos deve atender a certos
requisitos: tempo de andlise curto, alta sensibilidade, resposta linear e, por fim, formacao

de derivados estaveis e de rdpida formagao [37].
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A HPLC em conjunto com a EM tem se mostrado a técnica mais eficaz e
amplamente utilizada para a andlise de aminoéacidos em polen apicola, devido a sua alta

resolugdo, sensibilidade e capacidade de quantificagao.

2.7.2  Analise de aminoacidos por HLC-MS com detec¢@o por Orbitrap

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas de alta resolugdo
(HPLC-MS) ¢ amplamente reconhecida como uma das técnicas mais adequadas para a
determinagdo de aminoacidos em matrizes complexas, como o podlen apicola. O
acoplamento entre a separacdo cromatografica e a detec¢do por massas permite identificar
analitos em concentracdes reduzidas e minimizar interferéncias decorrentes de compostos

naturais presentes no pélen [38].

Entre os detectores de massas disponiveis, o Orbitrap destaca-se pela alta
resolugdo e exatiddo de massa, garantindo distin¢cdo confidvel entre espécies com m/z
muito préoximos, mesmo em condigdes de coeluigdo parcial [39]. A operacdo em modo
SIM aumenta a relacao sinal-ruido e melhora significativamente os limites de detecdo e
quantificagdo, o que ¢ particularmente relevante dada a baixa concentracao de alguns

aminodcidos [40].

O uso de UHPLC associado a ionizagao por eletrospray aquecido (H-ESI) resulta
em sinais mais estaveis, reduzindo o tempo de analise sem perda de desempenho [41].
Assim, a combinacdo HPLC-MS/Orbitrap proporciona elevada sensibilidade,
seletividade e precisdo, constituindo-se como a abordagem analitica mais adequada para
a caracterizagdo dos aminodcidos presentes nas amostras de polen apicola avaliadas neste

trabalho.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

Neste trabalho, foram utilizadas duas amostras de polen apicola monofloral, MOI1,
com coloragdo roxa, proveniente de Mirandela, Portugal, e outra, MO2, com uma
coloracdo entre o amarelo e o verde, proveniente de Al-Qalyubia, Egipto, Tabela 7, Figura
4.

Tabela 7 - Informagdo sobre a origem botdnica, origem da amostra, origem geogrdfica e data de

recolha.
Fonte: Autoria Propria, 2025.

MO1 Monofloral Apicultor Mirandela, Portugal Maio, 2024
MO2 Monofloral Apicultor Al-Qalyubia, Egipto Maio, 2024
M1 Multifloral Apicultor Mirandela, Portugal Maio, 2024
M2 Multifloral Comercial Valpagos, Portugal Abrizl(-)J;nho,

Figura 4 — Amostra MOI (roxa) e amostra MO2 (amarelo e verde).
Fonte: Autoria propria, 2025.

Além disso, foram estudadas duas amostras de polen multifloral, M1 de apiarios

localizados em Mirandela, Portugal e outra, M2, obtida comercialmente, da marca

Artmel. Apdés um processo de liofilizagdo, as amostras foram trituradas num
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homogeneizador e conservadas na sala refrigerada a uma temperatura entre os 2°C e os

5°C.

Figura 5 — Amostra M1 e amostra M2.
Fonte: Autoria propria, 2025.

3.2 Analise polinica

A andlise polinica foi realizada pelo laboratério botanico da Universidade Vigo,

em Espanha, com um método previamente descrito [42].

Foi pesado 1 grama de cada amostra de pdlen apicola e foi adicionado 10 mL de
agua destilada e, em seguida, a mistura foi agitada no vortex. Apos a agitacdo, foi
colocado uma aliquota de 100 uL. em uma lamina, e, apds a secagem, acrescentou-se uma
gota de gelatina glicerina para o preparo permanente das quatro amostras. Através de um
microscopio optico, foi realizada a identificacdo dos graos de pdlen, com a ajuda de uma
colecdo de referéncia do Laboratdrio de botanica da Universidade de Vigo e de diferentes

guias de morfologia polinica.

3.3 Umidade

O teor de umidade foi determinado através de um analisador de umidade, PMB

Moisture Analyzer (Kingston, Milton Keynes, U.K.). As quatro amostras foram
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homogeneizadas com uma espatula e pesadas, separadamente, em triplicata em uma

balanga analitica, com aproximadamente, 1,60g de cada, conforme mostrado na Figura 6.

Figura 6 - Amostra de polen apicola no equipamento de umidade.
Fonte: Autoria Propria, 2025.

Cada amostra foi distribuida uniformemente sobre um prato de aluminio, que foi
colocado na camara do equipamento, conforme ilustrado na Figura 6. A secagem foi
realizada em 110°C por cerca de 2 minutos, até a estabilizar a massa do polen apicola,

indicando no equipamento o teor final de umidade.

3.4 Determinacio de pH

Foi utilizado o método da ISO/FDIS 24382 [43] para a determinacdo do pH, de
um extracto aquoso de poélen apicola, medido potenciometricamente a temperatura

ambiente utilizando um eléctrodo de vidro.

Em uma balanga analitica, foram pesados 5 gramas de amostra, as quais foram
adicionados 25 mL de 4gua deionizada em um tubo com tampa. As amostras foram
agitadas manualmente por um tempo, a fim de garantir que o pdlen estivesse umedecido,
e, em seguida, foram agitadas mecanicamente por 2 horas a 60 rpm em um agitador

mecanico.
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Posteriormente, as quatro amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 3000 rpm,
e a solucdo sobrenadante foi retirada para a determinagdo do pH. Apoés a centrifugacgio,
as amostras foram decantadas separadamente para béqueres, ¢ o eletrodo de pH foi
inserido até¢ uma profundidade de 10 mm, permanecendo até que o valor de pH se

estabilizasse em cada amostra.

A anaélise foi realizada em duplicata.

3.5 Proteinas totais

O teor total de proteinas em amostras de pdlen apicola foi determinado utilizando-
se o método de Kjeldahl, conforme descrito pela ISO/FDIS 24382 [43]. Inicialmente, 0,5
gramas das quatro amostras foram pesadas em triplicata em uma balanga analitica e foram

colocadas em tubos de digestao.

Duas pastilhas catalisadoras de Kjeldahl e 15 mL de acido sulfurico foram
adicionados a cada tubo, e, em seguida, os tubos foram colocados em um bloco digestor

a 400°C por um tempo total de 70 minutos, até que a solucdo ficasse verde.

Apos esse periodo, o bloco foi desligado e foi aberto para que os tubos fossem
deixados esfriar por 30 a 40 minutos, até que a cor da solugao fosse alterada de verde para

azul. Apos o resfriamento, 25 mL de agua destilada foram adicionados em cada tubo,

antes de se prosseguir para a etapa de destilagao.

\

Figura 7 - Processo da andlise de proteinas.
Fonte: Autoria propria, 2025.
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Para essa etapa, foi utilizado um analisador automatico de nitrogénio ProNitro
A(J.P. Selecta, Barcelona). Na analise, cada tubo foi agitado e foi submetido a leitura

individual dos parametros.

O teor total de proteina foi calculado usando a seguinte equagdo, com fator de

corre¢do de 5,6 de acordo com a norma ISO/FDIS 24382:

Mb x 5,6
_( )

N 100 (Eq. 1)

N: Teor total de proteinas [%];
Mb: Massa de nitrogénio na amostra [mg];

m: Massa da amostra [mg].

3.6 Cinzas

A determinacdo do teor de cinzas no pdlen apicola foi realizada de acordo com a
metodologia ISO/FDIS 24382 [43]. Inicialmente, os cadinhos de porcelana vazios foram
colocados em uma mufla a 600°C por aproximadamente 30 minutos, com o objetivo de
remover qualquer umidade residual. Logo apos, foram armazenados em um dessecador

para manté-los secos e em seguida foram pesados para obter a massa constante (M1).

Em seguida, foram pesados, separadamente, 1g + 0,002g das quatro amostras em
triplicata (M2) nos cadinhos de porcelana, e, entdo, retornaram para a mufla por 3 horas

até obter as cinzas, conforme na Figura 8.
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Figura 8 - Cinzas obtidas.
Fonte: Autoria Propria, 2025.

Apds o tempo indicado, os caidinhos foram retirados para o dessecador até
resfriarem e, entdo, foram pesados novamente para obter a massa constante (M3). Por
fim, os cadinhos com a amostra foram para a mufla pela segunda vez por 30 minutos.
Apbs o tempo, os cadinhos foram para o dessecador até resfriarem para entdo serem
pesados novamente, com o objetivo de confirmar que as duas massas tinham a mesma

quantidade, provando que as cinzas chegaram em uma massa constante.

O teor de cinzas (A) foi calculado utilizando a seguinte equacdo obtida na

ISO/FDIS 24382:

A= (M‘ZZI‘“) 100 (Eq. 2)

Onde:

A: teor de cinzas [%]

M1: massa do cadinho seco e vazio [g]
M2: massa da amostra [g]

M3: massa do cadinho com as cinzas [g]
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3.7 Lipidios totais

A extragdo de lipideos foi determinada pelo método Soxhlet, com éter de petroleo

como solvente, conforme descrito na metodologia ISO/FDIS 24382 [43].

Inicialmente, os baldes de extragdo foram pesados secos e vazios (M1) e
colocados no soxhlet. Em seguida, as quatro amostras de pdlen apicola foram pesadas,
aproximadamente, 3 gramas de cada no papel de cartucho e colocadas no extrator de

soxhlet por 6 horas a 70°C, Figura 9.

Figura 9 - Ciclo continuo de extragdo Soxhlet.
Fonte: Autoria Propria, 2025.

Apbs o processo, o residuo do solvente foi removido utilizando um evaporador
rotativo para garantir a completa evaporacao de qualquer residuo de éter de petréleo. Por
fim, as amostras foram colocadas em estufa a 105°C até atingirem a massa constante.

A quantificacdo dos lipidios foi realizada por gravimetria, através da pesagem do
tubo seco e do residuo presente no tubo.

A equacao do teor total de lipidios ¢ a seguinte, de acordo com a norma ISO:
m2-m1l
X = (T) £ 100 (Eq. 3)

Onde:
X: lipideos totais [%]
ml: massa do tubo vazio [g]

m2: massa do tubo com gordura apos a extracao [g]
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m3: massa da amostra [g]
3.8 Carboidratos

O teor de carboidratos foi obtido através do calculo diferencial para cada amostra,

com base na seguinte equagdo, de acordo com a metodologia [44]:

Carboidratos [%] = 100 — (Umidade + Cinzas + Proteinas + Lipideos)
(Eq. 4)

3.9 Energia

O valor energético (kcal) foi calculado por 100 gramas de cada amostra utilizando

a seguinte equagao, de acordo com a metodologia [45]:

Calorias |[Z%| = (4 x (Proteinas + Carboidratos)) + (9 x Lipideos)
100g

(Eq. 5)
3.10 Analise de aminoacidos livres

3.10.1 Extragdo dos aminoacidos

Para o processo de extracdo dos aminoacidos livres das amostras para o HPLC foi

realizado segundo a metodologia [46], com algumas alteragdes, e em triplicata.

Em um tubo falcon, foi pesado 5 gramas de cada amostra, adicionou-se 10 mL de

H>0:ACN, com uma concentracao de 1/1. De seguida as amostras foram homogeneizadas
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no vortex por 5 minutos no banho de ultrassom por 10 minutos e centrifugadas a 10.000

rpm por 10 minutos a 4°C.

ApoOs este processo, foi retirado o liquido sobrenadante das amostras, filtrado
através de um filtro de membrana de nylon de 0,2 um e inserido em um vial, para posterior

analise.

3.10.2 Analise por cromatografica liquida acoplada a espectrometria de massa de alta

resolucdo (LC-HRMYS)

Utilizou-se de um sistema UHPLC Vanquish (Thermo Scientific, San Jose, CA,
EUA) acoplado a um espectrometro de massas Orbitrap (Exploris 120, Thermo Scientific)
para determinar os aminoacidos presentes nas amostras. A coluna utilizada para a
separagdo cromatografica foi a bioZen (100 x 2,1 mm, 2,6 um; Phenomenex, Torrance,

CA, EUA), mantida a 40°C.

As fases moéveis utilizadas foram: (A) 10 mM de formiato de amonio (pH 3,1) e
(B) acetonitrila contendo 10 mM de formiato de amédnio (pH 3,1; relagdo 90:10, v/v). O
perfil de elui¢do empregou o seguinte gradiente: de 100% para 99% A entre 0 e 2 min, de
99% para 97% A entre 2 e 3 min, e de 97% para 50% A entre 3 e 8 min, mantendo-se em
50% A até 9 min; em seguida realizou-se o reequilibrio as condig¢des iniciais por 6 min.

O fluxo foi de 0,5 mL-min! e o volume injetado de 5 pL.

O espectrometro Orbitrap foi acoplado a uma fonte de ionizagdo por eletrospray
aquecido (H-ESI), operando no modo de ion positivo. As condi¢des de operacao foram
as seguintes: voltagem de spray de 4000 V, temperatura do vaporizador ajustada para 350
°C, fluxo de gés de bainha de 50 e gés auxiliar de 10 (em unidades arbitrarias), além de
temperatura do tubo de transferéncia de ions de 325 °C. A aquisicdo dos dados foi
realizada no modo de monitoramento de ion selecionado (SIM), incluindo apenas para
monitorizagdo o precursor alvo, Tabela 8, com resolugao de 60.000. Os parametros
instrumentais incluiram voltagem da lente RF ajustada para 70%, alvo AGC padrao,
tempo maximo de inje¢do automatico e faixa de varredura de 2 m/z. As massas exatas dos

precursores para cada aminoacido sdo apresentadas na Tabela 8. Os espectros e os picos
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resultantes foram extraidos e avaliados manualmente utilizando o software Xcalibur®
(Thermo Scientific, San Jose, CA, EUA). As tolerancias de erro de massa do precursor e

dos fragmentos foram definidas em 5 ppm.

A identificacdo dos picos foi feita considerando a massa exata e a comparacao dos
tempos de retencdo dos compostos presentes nas amostras com aqueles obtidos a partir

dos padrdes de referéncia.

Tabela 8 - Lista de aminodcidos detectados, tempos de retengdo (Rt), massa exata ionizada,
formula molecular e equagoes das curvas de calibragdo.
Fonte: Autoria Propria, 2025.

COMPOSTO | ABREVIATURA | R¢/min MASSA EXATA FORMUEA
[M+H]* MOLECULAR
Glicina GLY 5,3 76,03919 C;HsNO;
Alanina ALA 4,5 90,05476 CsH7NO;
Serina SER 5,7 106,04965 C;H7NO;
Prolina PRO 3,0 116,0703 CsHoNO,
Valina VAL 3,0 118,08604 CsHiNO>
Treonina THR 4,7 120,06526 C4HoNO:;
Leucina LEU 2,2 132,10164 CeHi3NO»
Isoleucina ILE 2,5 132,10164 CsHisNO
Asparagina ASN 5,8 133,06056 C4HsN>O3
Acido aspartico ASP 9,6 134,0448 C4H7NO4
Glutamina GLN 5.8 147,07617 CsH10N203
Lisina LYS 6,8 147,11256 CeH14N>0;
Acido
GLU 8,3 148,0603 CsHoNO4
glutamico
Metionina MET 2,6 150,05809 CsH;1INO,S
Histidina HIST 6,5 156,07654 CsHoN30,
Fenilalanina PHE 2,1 166,08598 CoH11NO>
Arginina ARG 6,6 175,11861 CsH14N4O,
Tirosina TYR 3,0 182,08086 CoH1INO3
Triptofano TRP 2,0 205,09685 Ci11H12N20O,

A validagdo do método cromatografico utilizado para a quantificagdo dos
aminodcidos livres no polen apicola foi realizada por meio da determinacdo dos
parametros analiticos fundamentais: limite de deteccdo (LOD), limite de quantifica¢do
(LOQ) e precisdao. Esses parametros asseguram a confiabilidade, sensibilidade e

reprodutibilidade do método aplicado.
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Os valores de LOD e LOQ foram calculados com base no desvio-padrao da
resposta () e no coeficiente angular da curva de calibracdo (slope), utilizando as férmulas

recomendadas pelas diretrizes internacionais de validacdo analitica [47].

o

LOD = 3,3 STope (Eq. 6)
o

LOQ = 10 = Slope (Eq.7)

Onde:

LOD = Limite de deteccao;
LOQ = Limite de quantificagdo;
o = Desvio-padrao do intercepto de varias curvas de calibragao;

slope = Inclinagdo da curva de calibragdo para cada aminoacido;

A precisao do método foi avaliada pela analise repetida (n = 6) de uma solugao

padrdo, expressa pelo coeficiente de variacao (CV%), calculado pela féormula [47]:

CV = (%) %100 (Eq. 8)
Onde:

CV = Coeficiente de variagao [%];

SD = desvio-padrao das medicoes;

X = Valor médio das concentragdes determinadas.

3.11 Analise de componentes principais (PCA)

Antes da realizagdo da PCA, todas as varidveis foram padronizadas pelo método
z-score, assegurando que diferengas de escala ndo influenciassem de forma
desproporcional os componentes principais [48]. A andlise foi conduzida com base na
matriz de correlagdo, por ser mais adequada a variaveis expressas em unidades distintas.
A determinacao do nimero de componentes retidos considerou os autovalores superiores

a 1,0 e a inspecdo visual do grafico de sedimentacdo (scree plot) [49].
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Os componentes principais foram obtidos a partir da decomposi¢ao da matriz em
autovetores, resultando nos graficos de scores e loadings [50]. Os scores permitiram
avaliar a distribuicdo das amostras no espago multivariado, enquanto os loadings
evidenciaram a contribuigdo individual de cada varidvel para a formagdo dos
componentes [48]. A interpretacdo conjunta dessas representagdes possibilitou
compreender de forma integrada o comportamento das amostras, destacando a influéncia

da origem botanica nas caracteristicas fisico-quimicas e no perfil de aminoacidos.

A andlise foi realizada utilizando software estatistico apropriado, garantindo
reprodutibilidade e consisténcia na avaliagdo das relagdes multivariadas entre as

amostras.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise polinica

A andlise palinologica das amostras de polen apicola permitiu identificar a origem
botinica predominante e confirmar a autenticidade de cada amostra. A amostra
monofloral MO1 (>80%) revelou-se pertencente ao tipo Campanula, muito
provavelmente Jasione montana, caracteristico da regido de Mirandela, Portugal. A
segunda amostra monofloral MO2 (>80%), proveniente do Egito, confirmou sua origem

como sendo Trifolium pratense.

Figura 10 - Jasione montana (A),; Trifolium pratense (B).
Fonte: Flora-on (acessado em 14/11/2025)
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Para a amostra multifloral da regido de Mirandela, Portugal, coletadas em 2024,
foram encontrados 12 tipos polinicos diferentes, Tabela 9, onde predominava o polen do
tipo Campanula, Figura 10, com 48,2%, seguido do tipo Scrophuralia com 13,4% e
Cistus sp. com 12,5%. Ja a amostra comercial da regido de Valpacos, Portugal, foram
identificados 20 tipos polinicos, sendo o polen mais abundante o de Quercus sp. (27,4%)

seguido de Rubus sp. (23,0%) e Salix sp. (12,4%), Tabela 10.

Figura 11 - Quercus sp.
Fonte: Flora-on (acessado em 14/11/2025)

Tabela 9 - Resultados da andlise polinica da amostra M1 de Mirandela, Portugal.

Fonte: Autoria Préiria, 2025.

Campanula type 48,2
Scrophuralia 13,4
Cistus 12,5
Quercus 10,7
Echium 4,5
Taraxacum type 3,6
Olea 2,7
Rubus 2,7
Carduus 1,8
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Tabela 10 - Resultados da andlise polinica da amostra M2, comercial de Portugal.
Fonte: Autoria Propria, 2025.

ORIGEM BOTANICA DA AMOSTRA M2 | PORCENTAGEM (%)
Quercus 27,4
Rubus 23
Salix 12,4
Campanula 8
Erica arborea 7,1
Sedum 6,2
Castanea 35
Cistus ladanifer 3,5
Prunus 2,7
Echium 1,8
Taraxacum type 1,8
Prunus 1,8
Cistus salvifolius 0,9

As duas amostras multiflorais apresentam algumas semelhancas a nivel polibico,

por serem de regides proximas.

A variagdo nas espécies identificadas entre as amostras portuguesas e egipcia reflete
ndo apenas diferengas floristicas regionais, mas também condi¢des edafocliméticas e
periodos de floracdo. Em termos nutricionais, a maior diversidade botanica dos podlens
multiflorais tende a conferir um perfil quimico mais equilibrado, com ampla variedade de

aminodcidos, vitaminas e minerais, aumentando o seu valor biologico e funcional.

4.2 Umidade

As amostras de pdlen apicola de mostraram uma umidade entre 5,79 e 7,09 %, um
valor considerado adequado de acordo com a Food and Agriculture Organization of the
United Nations (FAO) [51], que estabelece valores inferiores a 10% como adequados para
o pélen apicola desidratado. Mais recentemente, a regulamentagao ISO/FDIS 24382 [43],
estabeleceu o intervalo para a umidade entre 2-8% para pdlen seco tanto por métodos

tradicionais como por liofilizagao.
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A amostra monofloral da regido de Mirandela, MO1, do tipo Campanula, mostrou
uma umidade de 6,63% e a amostra multifloral da mesma regido mostrou uma umidade
de 6,24%. A amostra monofloral do Egito mostrou uma umidade de 7,09% e a amostra
multifloral comercial da regido de Valpacos mostrou uma umidade de 5,79%. Para as
mostras de polen apicola da regido de Tras-os-Montes, os valores de umidade estdao de
acordo com os resultados anteriormente descritos para amostras multiflorais desta regido

[52].

Esses resultados demonstram que as amostras foram submetidas a um processo de
desidratagdo eficiente, evitando a proliferacdo microbiana e a degradacdo de compostos

sensiveis a umidade.

Tabela 11 - Resultados das andlises fisico-quimicas.
Fonte: Autoria Propria, 2025.

AMOSTRA | UMIDADE | pH | PROTEINAS | CINZAS | LIPIDIOS | CARBOIDRATOS | ENERGIA
(%) (%) (%) (%) (%) (keal/100g)
MO1 6,63 5,05 | 19,73 2,86 2,82 67,96 385,65
MO2 7,09 4,56 | 20,60 3,53 4,66 64,12 380,85
M1 6,24 5,34 | 18,76 2,52 4,14 68,35 377,42
M2 5,79 4,92 | 20,24 2,64 2,23 69,1 376,17
43 pH

Os valores de pH obtidos nas quatro amostras variaram entre 4,56 e¢ 5,34, Tabela
9, indicando carater levemente acido, o que esta em consondncia com o perfil esperado
para o polen apicola seco de acordo com a regulamentagao ISO/FDIS 24382 [43] que
estabelece valores entre 3,30 e 6,30. O pH para a amostra de pdlen apicola de Trifollium
pratense com origem no Egipto foi semelhante ao valor de 4,68 apresentado pelo mesmo
tipo de pdlen com origem no Canada [53]. Anteriormente foram descritos valores entre
0s 4,00 e os 4,7 para amostras multiflorais da regido nordeste de Tras-os-Montes, o que

esta de acordo com os valores apresentados por estas amostras da mesma regiao [52].

33




Essa acidez natural ¢ atribuida a presenca de acidos organicos € compostos
fenolicos, que desempenham papel importante na conservag¢ao do produto, estabilizando
as moléculas bioativas e inibindo o crescimento microbiano [53]. A variabilidade de pH
apresentada entre amostras de pdlen apicola pode estar relacionada com diferengas
ambientais no meio envolvente das plantas, incluindo variagdes nos niveis de CO-, nas
propriedades fisico-quimicas do solo e nas condi¢des pedoclimaticas. A exposicdo a
niveis de CO: elevados, podem intensificar a acidificacio e assim alterar a
biodisponibilidade de nutrientes, perturbando as vias metabolicas. Estas perturbagdes
podem ndo s6 afetar a composicdo bioquimica e a qualidade do polen, como
consequentemente influenciar a saude e os processos metabolicos das abelhas, ao

interferir na sua microbiota intestinal e no equilibrio fisiol6gico geral [53]

4.4 Proteinas totais

O contetido em proteinas ¢ um parametro que recebe sempre uma maior atengao
por ser considerada uma medida fidvel do valor nutricional de um alimento. O pdlen ¢ a
principal fonte de proteina para as necessidades nutricionais da abelha melifera, podendo
0 seu teor proteico variar entre 4,5% a 40,7%, com uma média global de 21,3% [24],
dependendo da origem floral. O contetdo em proteinas totais nas amostras de polen

apicola analisado variou entre 18,76 e 20,60 %, Tabela 11.

A amostra monofloral MO1 apresentou um valor de 19,73%, para a amostra
monofloral MO2 foi de 20,60%, o que estd de acordo com os valores anteriormente
descritos para polen de Trifollium pratense recolhido no Canadd, onde foram descritos
valores de 20,90% [53]. Esta consisténcia podera sugerir que o conteudo proteico neste
tipo de polen seja menos influenciado por factores geograficos. Para a amostra multifloral
M1, o contetido em proteinas foi de 18,76%, que por ter uma composi¢do rica em pdlen
tipo Campanula, apresenta um valor similar a amostra monofloral MO1. Por fim, a
amostra multifloral M2, com uma composicao rica em pélens de Quercus sp. e Rubus sp.
foi de 20,24%. Na literatura estdo descritos valores de 22,00% de proteinas para o polen

monofloral de Rubus sp. [54] e de 23,20% para polen monofloral de Quercus sp. [32].
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Ambas as amostras multiflorais apresentam valores dentro do intervalo de 15,10-23,30%

descrito para polen apicola do nordeste de Tras-os-Montes.

Os resultados para as diferentes amostras de pdlen, também estao de acordo com
a ISO/FDIS 24382 [43], que define um minimo de 10% de proteinas totais para pélen

S€CO.

Comparando as duas amostras monoflorais, o pélen apicola de Trifollium
pratense, MO2, apresentou um valor ligeiramente superior ao podlen apicola tipo
Campanula, MO1, Tabela 11. A variagdo observada entre os diferentes tipos de pdlen,
Tabela 9, evidencia a importancia das origens botanicas do pdlen na determinacdo da
composicao nutricional, conforme ja anteriormente descrito. O pdlen ¢ a principal fonte
de proteina e de aminoacidos essenciais para o crescimento ¢ desenvolvimento das
abelhas [55]. Nas abelhas, os niveis de proteina existentes no pdlen podem ter um grande
impacto na fertilidade da rainha, na satide e na produtividade da colonia, podendo obter-
se uma maior resiliéncia das colonias quando elas tém acesso a fontes de pdlen com
elevado teor proteico [55]. Do ponto de vista da nutrigdo humana, o nivel de proteinas
apresentado pelo polen é comparavel ao de algumas leguminosas (20 a 25 g por 100 g) e
superior ao da maioria dos cereais (8 a 15 g por 100 g) [56], [57], posicionando-se como

uma potencial fonte de proteina, especialmente para dietas a base de plantas.

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que o polen utilizado apresenta
um teor proteico relevante, embora com valores levemente diferentes da média global, o
que pode ser explicado por variagdes na origem botanica, origem geografica e nas

condi¢des ambientais durante a coleta.

4.5 Cinzas

No geral, os valores estao de acordo com o minimo de 1,3 %, estabelecido para
polen seco pela norma ISO/FDIS 24382 [43]. Os teores de cinzas variaram entre 2,52%
e 3,53%, apresentando as amostras portuguesas valores mais proximos entre si € a amostra
de Trifollium pratense do Egipto apresentando valor ligeiramente superior. Na literatura

foi descrito um valor de 6,17% para cinzas em pdlen de Trifollium pratense recolhido no
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Canada. Este valor superior podera ser devido a condi¢gdes ambientais tais como, tipo de
solo, clima, altitude, mas também devido a contaminagdes por poeiras ou restos de abelha
durante o processamento [53]. A fracdo mineral representada pelas cinzas reflete a
presenca de elementos essenciais, como calcio, fosforo, potassio, magnésio e ferro,

fundamentais tanto para o metabolismo humano quanto para o desenvolvimento das

abelhas.

4.6 Lipidios totais

O conteudo em lipidios totais foi quantificado usando o método de Soxhlet. Os
resultados obtidos foram 2,82% para a amostra monofloral de Mirandela (MO1), 4,66%
para a amostra monofloral do Egito (MO2), 4,14% para a amostra multifloral de
Mirandela (M1) e, por fim, 2,23% para a amostra multifloral comercial de Valpagos (M2),
Tabela 11. Os valores obtidos estdo de acordo com o descrito na ISO/FDIS 24382 [43],

que estabelece um minimo de 1,3% de lipidios totais para amostras de p6len desidratado.

Observa-se que, apesar das amostras terem valores diferentes entre si, os valores
sdo compativeis com os encontrados na literatura, que variam de 0,41% a 13,5% [24].
Comparando as duas amostras monoflorais, o polén de Trifollium pratense apresentou um
valor superior ao do tipo Campanula. Esta diferenca estd associada as diferentes origens
botanicas e condi¢cOes ambientais, que desempenham um papel significativo na
composi¢do lipidica do pdlen apicola. Os lipidios sdo essenciais para a nutrigdo das
abelhas, fornecendo energia e 4cidos gordos essenciais para o desenvolvimento, saude e
sobrevivéncia da coldnia [55]. Para a nutrigdo humana, o teor de lipidios no pdlen apicola
contribui para o seu valor calorico e também fornece acidos gordos benéficos para a
saude, incluindo acidos gordos ®-3 € -6, que podem variar entre 8,07-44,1% e 1,77-
38,3%, como descrito em estudos anteriores [58]. Comparado com outros alimentos
semelhantes ou equivalentes, o contetido em lipidios do polen apicola ¢é relativamente
moderado. Por exemplo, os frutos secos apresentam um conteudo mais elevado, de 50-60
g/100g, as sementes (chia, linhaga) apresentam um valor aproximado de 30g/100g,
enquanto os cereais (aveia, quinoa) apresentam um teor lipidico mais baixo de cerca d 5-

10 g/100g [53].
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4.7 Carboidratos e Energia

Os macronutrientes mais abundantes no pdlen apicola sdo os carboidratos, com

valores a variar entre 64,12% ¢ 69,1%, Tabela 11.

A natureza destes carboidratos presentes no polen apicola, inclui carboidratos
simples, como os presentes no mel, mas também amido e poliois [52]. No geral, os valores
estao de acordo com os intervalos encontrados na literatura para polens da mesma origem
botanica ou da mesma regido [52]. Comparando as duas amostras monoflorais, o pélen
do tipo Campanula apresentou um teor superior, de 67,96%, em relagdo ao de Trifollium
pratense, de 64,12%. Este valor foi similar ao apresentado pela amostra multifloral M1,
com predominancia de pdlen do tipo Campanula, Tabela 11. Observa-se que a amostra
com mais espécies botanicas e variados graos de poélen (M2) foi a que apresentou um

maior numero de carboidratos.

A amostra com maior valor energético foi a monofloral de Mirandela (MO1) com
385,65 kcal/100g, seguida da amostra monofloral do Egito (MO2) com 380,85 kcal/100g,
a amostra multifloral comercial (M2) com 377,42 kcal/100g e, por fim, a amostra

monofloral de Mirandela (MO1) com 376,17 kcal/100g.

A amostra M1 apresentou um dos maiores teor de lipidios (4,14%) e um valor

consideravel de carboidratos (68,35%), o que justifica seu valor energético elevado.

A amostra comercial M2, apesar de apresentar o maior teor de carboidratos
(69,1%) e um dos maiores de proteinas (20,24%), apresentou o menor teor de lipidios
(2,23%), o que afetou consideravelmente seu valor calorico total, pelo fato dos lipidios
serem 0s macronutrientes com maior densidade energética. O mesmo acontece com a

amostra MO1.

O conteudo energético do polen € relevante tanto do ponto de vista nutricional
humano quanto para o metabolismo das abelhas, que utilizam esses nutrientes para
sustentar suas atividades vitais. A combinag¢do de carboidratos em alta proporcio e
proteinas de boa qualidade torna o pdlen um alimento de elevado valor biologico e

potencial funcional.
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4.8 Analise de aminoacidos livres

4.8.1

Calibragao externa

A quantificacdo dos aminodcidos livres presentes nas quatro amostras de pélen

apicola foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), acoplada a

espectrometria de massa de alta resolugao, utilizando o método de calibragao externa. As

curvas de calibragdo apresentaram coeficientes de determinagdio (R’) superiores a 0,98

para todos os aminoacidos analisados, demonstrando uma linearidade boa e adequada

para o método de quantificagdo escolhido.

Tabela 12 - Reta de calibrag¢do dos aminodcidos.

Fonte: Autoria propria, 2025.

AMINOACIDOS | CURVAS DE CALIBRACAO R?
Glicina Y =164422x — 441681 R?>=10,9938
Alanina Y = 2%10%x — 3*10° R’ =0,9955

Serina Y =296548x — 869550 R?=10,9825
Prolina Y =3*107x + 6*107 R’=0,9907
Valina Y = 7*#10%x — 4*10° R?=0,9905
Treonina Y =2*10% — 6*10° R?=10,9932
Leucina Y = 8*10°x — 4*10° R?>=0,9867
Isoleucina Y = 1*107x — 1*107 R?>=0,991
Asparagina Y = 1#10% + 6434,1 R?=0,9998
Acido aspartico Y =80312x + 113799 R?=0,9979
Glutamina Y =730852x - 287383 R>=0,994
Lisina Y = 2%10% — 3*10° R’=0,9929
Acido glutidmico Y = 1*10% + 1*10° R?=0,9957
Metionina Y =4*10% + 4*10° R?=0,9951
Histidina Y = 3*10%x — 2*10° R?=0,9987
Fenilalanina Y = 6*10% + 6*10° R’>=0,9863
Arginina Y = 7*10% — 6*10° R?=0,9943
Tirosina Y =2*10% + 966624 R>=0,9919
Triptofano Y =2*10% + 711696 R?=0,9939
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4.8.2 Validacdo do método cromatografico (LOD, LOQ e precisao)

Antes da quantificagdo dos aminoacidos presentes nas amostras de poélen, foi
realizada a validacdo do método cromatografico utilizado, com o intuito de garantir a
confiabilidade dos resultados obtidos. Os parametros avaliados incluiram o limite de
detecgdo (LOD), o limite de quantificacdao (LOQ), reprodutibilidade e a precisdo de dois

dias, conforme apresentado na Tabela 13.

Tabela 13 - Validag¢do do método.
Fonte: Autoria Propria, 2025.

AMINOACIDOS :;)(1))]1:1; t:;g; corlll::tlr(:\;w Repmd‘(‘;i:b;;idade** intell‘:lic(;g:ia**
(ppm) (n=2)
Glicina 0,191 | 0,636 }é ;;3 ;22
Alanina 0,040 | 0,134 jé 133 222’?103
Serina 0,116 | 1,160 i: i?g gﬁ
Prolina 0,007 | 0,023 jé 122 gﬁg
Valina 0,069 | 0,228 i: ijzg 2?2
Treonina 0,088 | 0,293 4112 ;f; 32
Leucina 0,013 | 0,044 iz 15(;,7114 ;(3;5‘
Isoleucina | 0,028 | 0,095 iz i (1)32 106?187
Asparagina | 0,020 | 0,065 Llé (2)3; (1)(9)3
Acido aspartico | 0,301 | 1,003 i: 32(3) ;22
Glutamina 0,038 | 0,128 Llé 112”1076 lft ;440
Lisina 0,010 | 0,034 iz 154;,3885 47_’,924
Acido glutimico | 0,008 | 0,027 ig ;;2 822
Methionina | 0,010 | 0,033 Jé iz é?é
Histidina 0,010 | 0,032 iz 1;330 159’,1704

1 1,2

Fenilalanina | 0,013 | 0,043 42 4;,86 222
Arginina 0,003 | 0,011 ig 1(8)2§6 111’,2158
Tirosina 0,010 | 0,033 15 2,89 0,06
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45 2,44 1,91
15 3,09 3,58
45 1,20 0,93
*Estimativa do LOD = 3xS/N; LOQ = 10xS/N;

Triptofano 0,007 0,024

**Precisdo = expressa como coeficiente de variacdo (%) da area do pico.

Os valores obtidos foram baixos para a maioria dos aminoacidos, localizados na
faixa de 0,003 a 0,30 ppm para o LOD ¢ 0,011 a 1,160 ppm para o LOQ, indicando que
o método ¢ sensivel para detectar e quantificar pequenas concentragdes dos aminoacidos,
como prolina, triptofano, tirosina e arginina, que apresentaram valores menores,

demonstrando maio eficiéncia do detector.

A reprodutibilidade, avaliada com seis repeticdes, apresentou coeficientes de
variacdo geralmente inferiores a 10%, o que confirma a estabilidade dos instrumentos.
Aminoécidos como glicina, prolina, treonina, metionina e fenilalanina apresentaram
variagdo inferior a 5% em concentragdes de 15 ppm, reforcando a consisténcia das areas

dos picos cromatograficos.

A precisdo intermedidria também apresentou coeficientes de variacdo aceitaveis
para os métodos cromatograficos quantitativos, situando-se abaixo dos 10%. Alguns
aminodacidos, como alanina, histidina e arginina, apresentaram CV's mais elevados em um
dos niveis de concentracdo, embora dentro de limites adequados para matrizes complexas

como o polen apicola.

4.8.3 Resultados da andlise de cromatografica liquida

A partir da reta de calibracdo, obteve-se o valor médio (V. MED) e o desvio padrao
(STD) para as quatro amostras de polen apicola. O valor médio ¢ a média aritmética dos
resultados e representa o valor central obtido no HPLC. O desvio padrao mede quanto os
resultados variam em torno da média. Um valor pequeno indica que os valores estdo muito
proximos do valor médio, o que representa boa reprodutibilidade. Um desvio padrao

grande indica que os valores estdo mais dispersos, ou seja, ha mais variabilidade.

Na Tabela 14 tem-se os resultados das quatros amostras.
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Tabela 14 — Resultados da quantificag¢do dos aminodcidos nas diferentes amostras de polen
apicola.
Fonte: Autoria Propria, 2025.

AMOSTRAS MO1 MO2 M1 M2
AMINOACIDOS V.MED | STD | V.MED | STD | V.MED | STD | V.MED | STD
(mg/Kg) | (mg/Kg) | (mg/Kg) | (mg/Kg) | (mg/Kg) | (mg/Kg) | (mg/Kg) | (mg/Kg)
Glicina 57,49 0,004 61,03 0,007 61,58 0,098 59,00 0,096
Alanina 10,82 0,056 7,58 0,129 8,01 0,044 8,31 0,114
Serina 8,41 0,026 12,63 0,100 11,36 0,116 8,69 0,009
Prolina 847,20 0,550 286,89 0,087 504,59 0,100 626,24 0,321
Valina 2161,84 | 0,070 375,15 0,059 485,17 0,152 159,82 0,070
Treonina 6,59 0,006 8,66 0,000 8,47 0,017 7,17 0,038
Leucina 10,91 0,299 26,68 0,098 20,36 0,125 12,62 0,324
Isoleucina 6,73 0,039 16,46 0,202 8,88 0,121 5,56 0,128
Asparagina 0,84 0,010 3,42 0,033 7,02 0,057 6,56 0,112
Aspartic Acid D* 0,026 D* 0,012 D* 0,000 D* 0,015
Glutamina 3,05 0,040 4,38 0,101 4,53 0,051 2,67 0,030
Lisina 3,06 0,002 3,41 0,012 3,26 0,008 3,11 0,001
Glutamic Acid 2,29 0,037 0,48 0,052 D* 0,018 D* 0,063
Metionina D* 0,003 1,11 0,024 D* 0,007 D* 0,012
Histidina 1,73 0,011 2,38 0,008 3,95 0,072 2,18 0,028
Fenilalanina 8,10 0,021 149,37 0,040 151,20 0,043 80,60 0,028
Arginina 1,85 0,002 2,39 0,006 2,60 0,028 2,52 0,014
Tirosina 0,40 0,013 12,72 0,424 10,32 0,166 5,29 0,062
Triptofano 6,23 0,079 38,05 0,539 41,77 0,935 29,46 0,619

*D = Detectado.

De forma geral, observou-se que a prolina, fenilalanina, valina e glicina foram os
aminoacidos mais abundantes nas quatro amostras de pdlen apicola, enquanto os que
apresentaram teores mais baixos foram compostos como asparagina, histidina e tirosina.
Na literatura, a prolina ¢ o aminoacido mais caracteristico e predominantes no polen

apicola, o que reflete no seu papel no metabolismo energético das abelhas [59]

Na amostra monofloral de Mirandela (MO1), os compostos que tiveram teores
mais elevados foram a valina (2156,27 pg/g) e a prolina (850,53 pg/g), indicando uma
composicao rica em aminodacidos de cadeia ramificada. Estes aminoacidos sdo relevantes

tanto para o metabolismo das abelhas quanto para os humanos. Os baixos desvios-padrao
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para estes compostos evidenciam boa precisao das mediacdes e estabilidade do método

analitico.

A amostra monofloral do Egito (MO2) mostrou um perfil distinto, com
concentragdes menores de aminoacidos totais, mas a fenilalanina em destaque com
148,44 ng/g e o triptofano com 38,05 pg/g. O desvio padrdo reduzido demonstra a

reprodutibilidade das analises.

As amostras multiflorais (M1 e M2) exibiram um perfil mais equilibrado de
aminoacidos, devido a mistura de diferentes fontes florais. A amostra M1 apresentou-se
um teor expressivo de fenilalanina (150, 37 pg/g) e triptofano (41,77 ng/g), ambos
aminodacidos aromaticos associados a espécies vegetais ricas em compostos nitrogenados
e fenodlicos. Essa composicao indica possivel contribui¢ao de flores com maior potencial

bioativo e valor nutricional para o pdlen multifloral.

J4 a amostra M2 destacou-se pelo elevado contetido de prolina, com 622,91 pg/g,
associado a boa homogeneidade quimica, e refletindo, também, no teor baixo de desvio-

padrdo.

No geral, os desvios-padrdo obtidos para todas as amostras foram muito
reduzidos, geralmente inferiores a 1% do valor médio, o que confirma a alta precisdao
instrumental e a reprodutibilidade do método. Esse resultado demonstra que o
procedimento de extracdo e as condicdes cromatograficas foram adequadamente

controlados.

Quando se comparam as amostras monoflorais e multiflorais, observa-se que os
polens monoflorais apresentaram maior variagdo entre os aminoacidos, o que pode estar
relacionado a especificidade botinica de cada origem floral. J& os pdlens multiflorais
mostraram uma composicdo mais equilibrada, consequéncia natural da mistura de

diferentes espécies vegetais.

4.9 Analise de componentes principais (PCA)

Quando se trata de produtos alimenticios, os efeitos percebidos sdo resultado da

interacdo entre todos os pardmetros a0 mesmo tempo. Portanto, ¢ conveniente avaliar em

42



conjunto todos os parametros verificar a influéncia da origem floral nos atributos de
qualidade do pdélen. Para isso, os dados obtidos com relagdo ao percentual de umidade,
valor de pH, teores de proteinas, cinzas, lipideos, valor caldrico e teor de carboidratos
foram avaliados em conjunto a partir da analise de componentes principais (PCA — do

inglés Principal Component Analysis) [48].

A PCA foi aplicada utilizando-se auto-escalonamento das varidveis para dar a
mesma importancia a cada parametro, desconsiderando-se assim as diferencas de
unidade. Considerando que se trata de um numero reduzido de amostras (4), foram
utilizadas 3 componentes principais (PCs) para explicar 100% da variancia. A Figura 12

apresenta a variancia capturada por parametro analisado em cada PC.

Variance Captured for a 3 LV Model of Mel
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Figura 12 - Varidncia capturada por pardmetro analisado em cada PC.
Fonte: Autoria Propria, 2025.

Pode-se notar que a maior parte da variagao observada nos dados esta concentrada
na PC 1 (51,94%). Porém, o teor de proteinas, as calorias e o valor de pH estdo associados
a PC 2 (37,38%). Uma pequena por¢do de variancia relacionada as calorias, cinzas,
umidade e lipideos esta explicada na PC 3 (10,68%). Com o intuito de verificar em quais
parametros os polens se assemelham e em quais se diferenciam, deve-se avaliar os scores
resultantes da analise. Para tanto, a Figura 13 apresenta os scores e a Figura 14 apresenta

respectivos loadings de PC 1 vs PC 2 vs PC 3.
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Figura 14 - Respectivos loadings.
Fonte: Autoria Propria, 2025.

A amostra identificada como M1(4) representa o polen apicola multifloral de
Mirandela, enquanto a M2 (™) representa o polen apicola multifloral de Tras-os-Montes
(comercial). Representada como MO1 (A) estd a amostra de polen apicola monofloral de
Mirandela, sendo o pélen apicola monofloral do Egito representado por MO2 (V). Para
facilitar a visualizagdo dos scores, a Figura 15 — (A) apresenta o grafico de PC 1 vs PC 2,

(B) PC 1 vs PC 3, e (C) PC 2 vs PC 3. Da mesma forma, para explicar quais parametros
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sdo responsaveis pela diferenciacao entre as amostras, os loadings estao apresentados em
conformidade com os scores na Figura 16 — (A) PC 1 vs PC 2, (B) PC 1 vs PC 3, ¢ (C)
PC 2 vs PC 3.

Estudos de caracterizagdo fisico-quimica de amostras de podlen apicola
demonstram consistentemente que a composi¢do centesimal — incluindo lipidios,
proteinas, cinzas e contetdo energético — varia significativamente em fungao da origem
botanica e geografica das amostras. Assim, ¢ plausivel que uma amostra originaria do
Egito apresente scores distintamente positivos na PC 1 quando os loadings positivos dessa
componente correspondem a lipidios, cinzas, proteinas e calorias, pois padrdes
semelhantes de variacdo foram observados em levantamentos comparativos de polen

multifloral e unifloral de diferentes regides [50].

Em varios trabalhos que aplicaram andlises fisico-quimicas e abordagens
multivariadas (incluindo PCA) em cole¢des de polen, verificou-se grande variabilidade
interamostral nos teores de lipidios e cinzas; esses autores atribuem tal variabilidade a
combinagdo de fatores florais (espécies visitadas pelas abelhas), condi¢des climaticas e
praticas de colheita/armazenamento. Portanto, a interpretacdo de que os loadings
positivos na PC 1 (lipidios, cinzas, calorias, proteinas) estdo vinculados a origem da
amostra estd em concordancia com a literatura que relaciona composi¢do quimica a

diferencas botanicas e geograficas [50].

A separacdo observada na PC 2, que distingue a amostra multifloral comercial da
multifloral de Mirandela com os pardmetros mais influentes sendo calorias, pH, cinzas e
lipideos (nesta ordem), € compativel com achados empiricos: pH e o contetido energético
variam entre amostras comerciais € amostras regionais/frescas em fung¢ao tanto da origem
botanica quanto de fatores de processamento e armazenamento (secagem, exposicao,
mistura de lotes), que podem alterar acidez aparente, composicao de aglicares e propor¢ao

de lipidios, impactando o valor energético calculado.
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Observa-se que a PC 2 separa principalmente a amostra de pdlen multifloral
comercial da multifloral de Mirandela, uma vez que as amostras monoflorais apresentam
scores proximos de zero nesta PC. Os parametros associados a estas diferencas sdo

principalmente calorias, pH, cinzas e lipideos (nesta ordem).

46



Na PC 3, a maior diferenca observada estd entre a amostra monofloral de
Mirandela e a amostra multifloral comercial. Os parametros mais importantes associados
a amostra monofloral sdo cinzas, umidade e pH, enquanto as calorias e os lipideos sdo os
parametros mais importantes associados a amostra comercial. Outro fato interessante que
aparece na PC 3 ¢ a relagdo entre as amostras multiflorais e a amostra monofloral do
Egito, que mostraram alguma semelhanca relacionada as calorias, aos teores de lipideos

e de proteinas.

Na PC 3, onde a maior diferenca se da entre a amostra monofloral de Mirandela
(associada a cinzas, umidade e pH) e a amostra multifloral comercial (associada a calorias
e lipideos), pode-se propor a seguinte explicagdo: enquanto teores de cinzas, umidade e
pH tendem a refletir caracteristicas mais intrinsecas da flora local ¢ das condigdes
ambientais/colheita (por exemplo, solos ricos em certos minerais elevam a fragdo de
cinzas; umidade e pH podem refletir secagem e contamina¢ao microbiana), os lipideos e
o conteudo caldérico refletem a composi¢do macronutricional das fontes florais
dominantes e, em amostras comerciais multiflorais, da mistura de fontes coletadas e
potenciais ajustes por processamento. Estudos que compararam amostras monoflorais e
multiflorais encontraram exatamente esse tipo de divergéncia na contribui¢ao relativa de

cinzas/pH versus lipidios/calorias para discriminar amostras.

Além disso, a observada semelhanga entre algumas amostras multiflorais e a
amostra monofloral do Egito — em termos de calorias, lipideos e proteinas — pode ser
explicada por convergéncia das fontes florais (por exemplo, se a flora de certas areas
fornece polen com perfil lipidico elevado) ou por praticas de manejo/armazenamento
semelhantes que preservam/alteram proporgdes relativas de macronutrientes. A literatura
de revisao e varios estudos experimentais demonstram que, mesmo entre regioes distintas,
amostras de polen provenientes de plantas com perfil vegetal nutritivo similar podem
apresentar composi¢do energética e lipidica comparavel, o que explicaria a proje¢ao

conjunta nas componentes principais.

Por fim, recomenda-se cautela ao interpretar PCs em termos causais: a PCA indica
combinagdes lineares de variaveis que melhor explicam a variancia dos dados, mas nao
identifica, por si s6, mecanismos bioldgicos. Para fortalecer a inferéncia de que a origem
geografica (localidade) ¢ a causa das diferencas, ¢ desejavel complementar a PCA com
analises adicionais, por exemplo: (i) identificagcdo palinoldgica detalhada (para confirmar
as espécies/constituintes florais dominantes em cada amostra), (ii) andlises estatisticas
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que testem a associagdo entre agrupamentos por localidade e medidas quimicas (ANOVA
multivariada / PERMANOVA), e (iii) regressdes entre variaveis ambientais (solo, clima)
e parametros quimicos do pélen — todas abordagens usadas em estudos que tratam da

discriminacao geografica de polen.
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5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo permitiram caracterizar de forma geral a
composi¢ao fisico-quimica e o perfil de aminoacidos livres do poélen apicola,
demonstrando a sua importancia como fonte nutricional tanto para o consumo humano
quanto para a manutengdo das colonias de abelhas. As andlises evidenciaram que as
amostras de podlen apicola possuem teores expressivos de proteinas, carboidratos e
lipidios, bem como uma variedade consideravel de aminodcidos essenciais € nao

essenciais.

Os valores de umidade observados indicaram uma estabilidade adequada e uma
conservagao apropriada das amostras, enquanto o pH levemente acido se mostrou
compativel a literatura referente ao pdlen apicola, favorecendo para a sua durabilidade e
qualidade. A concentragdo de cinzas revelou um contetido mineral equilibrado, o que
demonstrou a influéncia que a origem botanica tem sobre o perfil quimico das amostras

de polen apicola.

A anélise dos aminoacidos permitiu quantificar aminoacidos relevantes, tais como
prolina, fenilalanina, triptofano, leucina e lisina. A diversidade floral observada nas
amostras multiflorais contribuiu para uma composi¢do mais harmoniosa de nutrientes e
para valores energéticos mais elevados, reforcando o papel central da origem botéanica

como fator determinante da qualidade nutricional do pdlen.

A utilizacdo de técnicas analiticas de elevada sensibilidade, como a cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas, mostrou-se adequada para a deteccao e
quantificagdo dos aminodcidos em concentracdes reduzidas. A validagdo do método,
expressa pelos baixos limites de detec¢do e quantificagdo, bem como pelos coeficientes
de variacdo inferiores a 10% na maior parte dos compostos avaliados, confirmou a
precisdo, exatidao e reprodutibilidade das determinacdes cromatograficas. Assim, o0s

resultados obtidos refletem com fiabilidade a composi¢ao real das amostras analisadas.

A aplicagdo da andlise de componentes principais permitiu sintetizar as
informacdes provenientes das varidveis fisico-quimicas e do perfil de aminoacidos,
evidenciando padrdes de agrupamento relacionados a origem floral das amostras. Esta

abordagem multivariada reforcou a interpretagdo dos dados e demonstrou ser uma
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ferramenta 1til para a diferenciagdo e caracterizagao de polen apicola, contribuindo para

a consolidagdo das conclusoes obtidas.

Conclui-se, portanto, que o podlen apicola apresenta composi¢ao nutricional
equilibrada e propriedades que o qualificam como uma excelente fonte natural de
proteinas, aminoacidos e vitaminas, podendo contribuir significativamente para a satde

humana e para o desenvolvimento sustentavel da apicultura.

Investigacdes futuras poderdo incluir um maior nimero de amostras e diferentes
periodos sazonais, permitindo compreender com mais precisao a influéncia das condigdes
ambientais na composicdo do polen apicola. A integracdo de andlises de aminoacidos e

vitaminas podera fornecer uma visao nutricional mais abrangente.
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