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RESUMO

Os meliponineos, abelhas sem ferrdo, sociais, encontradas em regides tropicais e subtropicais
da América do Sul e Central, Africa, Sudeste da Asia e Australia. No Brasil estdo em todo o
pais, destacando-se as regides Norte e Nordeste Melipona fasciculata Smith (Apidae,
Meliponini), popularmente conhecida por tidba, cultivada por populagcdes indigenas e rurais
para a producdo de mel, geoprépolis e por acumular pélen. Este € produzido a partir do pdlen
floral, misturado com néctar e secrecdes salivares da abelha e usado popularmente como
alimento nutricional e para tratar doengas antifingicas, colites, reacdes alérgicas. O trabalho
objetivou avaliar a composi¢do quimica, atividade antioxidante, antimicrobiana e palinoldgica
dos extratos hidroalcodlicos do pdlen coletado pela abelha Melipona fasciculata Smith. As
amostras de pélen (09) foram coletadas em melipondrios nos estados do Pard e Maranhdo,
Brasil, as quais foram separadamente maceradas com dalcool etilico 70% por 48 horas,
obtendo as solugdes extrativas, as quais foram filtradas e concentradas em evaporador
rotativo, obtendo-se os extratos hidroalcodlicos de pélen (EHP). Nos extratos foram avaliados
atividade antioxidante in vitro pelos métodos DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) e FRAP
(reducdo de ferro), quantificagdo dos teores de flavonoides totais (cloreto de aluminio) e
polifendis totais (reagente Folin—Ciocalteu) medidos por espectrofotometria de UV-Vis e
avaliacdo da atividade antimicrobiana in vitro pelo método de difusdao em agar. Os pdlens
foram extraidos e submetidos a acetdlise para os estudos palinolégicos. Os componentes
quimicos dos extratos foram identificados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (CG/EM) e cromatografia liquida acoplada com espectrometria de massas
(LC/EM/EM). Os EHP apresentaram valores de CEso entre 70,73 -398,74 ug/mL e de 0,09 +
0,06% - 1,26 + 0,13 mmol Fe**/ g extrato, os teores de polifendlicos totais variaram entre 5,4 +
0,01 -14,66 £ 0,04 e de 0,59 + 0,003 -1,10 + 0,01 para os teores de flavonoides totais. Os
constituintes quimicos dos extratos de podlen identificados por CG/EM evidenciaram a
predominéncia de dcidos graxos, aminoécidos, dcidos fendlicos e acucares como as classes de
compostos quimicos presentes nos extratos analisados. J4 a andlise dos extratos por
LC/EM/EM, foi possivel a identificagdo dos flavonoides canferol, isohamenetina, afzelina,
quercetrina, cirsiliol, derivados de cirsiliol, tilirosideo, acido gluconico, glucitol, quercetrina,
isohamenetina-3-O-rutinosideo, hydroxyssaffor yellow, além do acido gluconico e glucitol. O
EHP 09 (pélen coletado no estado do Para) foi o mais ativo contra Candida albicans, Candida
glabrata e Streptoccus mutans. Os teores de compostos fendlicos e flavonoides, atividade

antioxidante e antimicrobiana variam de acordo com os tipos polinicos verificados na
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avaliacdo palinolégica. Os dados contribuem com parametros quimicos e bioldgicos de
fixacdo de identidade e qualidade do pélen acumulado por Melipona fasciculata cultivada nos
municipos Palmeirandia, Fernando Falcdo no estado do Maranhdo e Pard como subsidios
para futura legislacdo de produtos de abelhas sem ferrdo, assim contribuem ainda para agregar

valores aos produtos meliponicolas.

Palavras chaves: I pélen. II antimicrobiano. III antioxidante. IV. Compostos fendlicos. V.

Palinolégico
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ABSTRACT

The stingless bees, stingless bees, social, found in tropical and subtropical regions of South
and Central America, Africa, Southeast Asia and Australia. In Brazil they are all over the
country, especially the North and Northeast Melipona fasciculata Smith (Apidae,
Meliponini), popularly known as tidba, cultivated by indigenous and rural populations for the
production of honey, geopropolis and accumulate pollen. This is produced from the natural
flower pollen, mixed with nectar and salivary secretions of the bee and popularly used as a
nutritional feed and antifungal to treat diseases, colitis, allergic reactions. The study aimed to
evaluate the chemical composition, antioxidant, antimicrobial and pollen of hydroalcoholic
extracts of pollen collected by Melipona fasciculata Smith bee. The pollen samples (09) were
collected in melipondrios in the states of Pard and Maranhdo, Brazil, which were separately
macerated with 70% ethyl alcohol for 48 hours obtaining extractive solutions, which were
filtered and concentrated in a rotary evaporator, obtaining If the pollen hydroalcoholic
extracts (EHP). The extracts were evaluated in vitro antioxidant activity by methods DPPH
(2,2-diphenyl-1-picrilhidrazila) and FRAP (reduced iron), quantification of the total flavonoid
content (aluminum chloride) and total polyphenols (Folin-Ciocalteu reagent) measured by
UV-Vis and evaluation of the in vitro antimicrobial activity by agar diffusion method. Pollens
were extracted and subjected to acetolysis for palynological studies. The chemical
components of the extract were identified by gas chromatography-mass spectrometry (GC /
MS) and liquid chromatography coupled with mass spectrometry (LC / MS / MS). The EHP
showed EC50 values between 70.73 -398.74 mg / ml and 0.09 = 0.06% - 1.26 + 0.13 mmol Fe
2+ / g extract, total polyphenolic content varied between 5, 4 + 0.01 -14.66 £+ 0.04 and 0.59 +
0.003 -1.10 £ 0.01 for the total flavonoid content. The chemical constituents of pollen extracts
identified by GC / MS showed the predominant fatty acids, amino acids, phenolic acids and
sugars such as classes of chemical compounds present in the extracts analyzed. The analysis
of extracts by LC / MS / MS, it was possible to identify the flavonoids kaempferol,
isohamenetina, afzelin, quercetrin, cirsiliol, derivatives cirsiliol, tilirosideo, gluconic acid,
glucitol, quercetrin, isohamenetina-3-O-rutinoside, hydroxyssaffor yellow, besides gluconic
acid and glucitol. The EHP 09 (pollen collected in the state of Pard) was the most active
against Candida albicans, Candida glabrata and Streptococcus mutans. The content of
flavonoids and phenolic compounds, antioxidant and antimicrobial activity vary according to
the types of pollen grains observed in pollen evaluation. The data contribute to chemical and
biological parameters of identity fixing and quality of accumulated pollen by Melipona

fasciculata grown in municipos Palmeirandia, Fernando Falcao in the state of Maranhao and



viii
Pard as subsidies for future legislation stingless bee products, and also contribute to aggregate

values to meliponicolas products.

Key words: I pollen. Antimicrobial II. III antioxidant. IV. Phenolic compounds. V.
palynological
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1. INTRODUCAO

As abelhas sem ferrdo, meliponineos, sdo abelhas sociais, que constituem um grupo
ecologicamente importante, pois atuam na manutencdo da diversidade das plantas como
efetivos polinizadores e ocupam grande parte das regides de clima tropical do planeta,
algumas regides de clima temperado e subtropical (KERR, 1987, NOGUEIRA NETO, 1997).
Sao responsdveis pela ponizacdo de drvores (KERR et al., 1996) e importantes em fun¢do da
elaboragdo e utilizacdo de seus produtos como mel, cera, propolis, geoprépolis e pdlen, que

sdo importantes para sua defesa, alimentacdo e sobrevivéncia (NOGUEIRA-NETO, 1997).

z

A criacdo de abelhas sem ferrdo, a meliponicultura, € uma atividade em franca
expansdo no Brasil, mas ainda carece de informacdes técnico-cientifica, diferentemente, da

apicultura, especialmente Apis mellifera que dispdes de muitos dados cientificos.

No estado do Maranhdao destaca-se Melipona (Melikerria) fasciculata Smith
(Hymenoptera, superfamilia Apoidea, familia Apidae, subfamilia Meliponinae, tribo
Meliponini) conhecida popularmente como titiba ou titiba do Maranhio, criada especialmente
na regido da Baixada e no Cerrado do Estado, ndo s6 por ser a abelha social mais comum, mas
também por ser uma das principais fontes de renda para vérias familias indigenas e rurais que
a cultivam para produgdo de mel, cera, geopropolis e acimulo de pélen (VILLAS-BOAS;

MALASPINA, 2005; ALBUQUERQUE et al., 2013).

A espécie possui grande valor de mercado pela peculiaridade dos produtos oferecidos,
facil manejo e necessita de pouco investimento para a sua criacdo, além de ser uma eficiente
polinizadora, podendo aumentar a producio agricola e promover a regeneracdo da vegetacdo

natural (ALBUQUERQUE et al., 2013).

A meliponicultura é uma atividade valiosa do ponto de vista social, ambiental e
econdmica, no entanto a producio de pdlen de abelhas sem ferrdo, especialmente de Melipona
fasciculata nos estados do Maranhdo e Para € reduzida, talvez devido, principalmente, ao
desconhecimento por parte dos meliponicultores e dos consumidores, da importancia desse
produto. A falta de legislacdo brasileira para os produotos meliponicolas, dificulta a sua
caracterizacdo, a fim de contribuir para elaborag¢do de noras que permitam a valorizagdo desse

produto.

As exigéncias dos mercados interno e externo quanto a qualidade e seguranca dos

produtos de abelhas comercializados, fazem-se necessario o desenvolvimento de estudos que
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visem estabelecer os perfis quimicos, farmacoldgicos e toxicoldgicos do pdlen, para o

desenvolvimento de produtos para aplicacdo terapéutica.

Pélen de abelhas sem ferrdo consiste em pdlen botanico coletado de diversas espécies
de plantas por abelhas operdrias combinado com néctar e secre¢des salivares e € a principal
fonte protéica para as larvas (NOGUEIRA-NETO, 1997). Poucos s3o os estudos sobre a
composicdo quimica de pdlen de abelhas sem ferrdo, predominando estudos com pdlen

proveniente de Apis mellifera, abelha com ferrdo, conhecido como pdlen apicola.

Face a escassez de estudos acerca da composicdo quimica e bioldgica do pdlen de
abelhas sem ferrdo e considerando que Melipona fasciculata Smith € frequentemente
cultivada no estado do Maranhao e que os meliponicultores ndo agregam valores econdmicos,
sociais e bioldgicos ao pdlen, neste trabalho objetivamos validar produtos obtidos do pdlen,
identificacdo da composi¢do quimica, palinoldgica e propriedade antimicrobiana do pdlen de

Melipona fasciculata Smith.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Abelhas sem ferrao

As abelhas sem ferrdo pertencem ao reino Animalia, Filo Arthrophoda, Classe
Insecta, Ordem Hymenoptera, Subordem Aprocrita, Superfamilia Apoidea, Familia Apidae,
Subfamilia Meliponinae, Tribo Meliponini (PTANARO, 2007). Sdo popularmente conhecidas
como meliponineos, abelhas sem ferrdo, possuem seu acileo (ferrdo) atrofiado e tem habitos

sociais mais avangados (NOGUEIRA-NETO, 1997; KERR, 1987).

Os meliponineos s3o abelhas pantropicais e eusociais (vivem em colOnias
permanentes com divisdes de castas), constituindo um grupo ecologicamente importante para
os ecossistemas tropicais € comunidades humanas dessas regides, atuam na manutencdo da
diversidade das plantas como polinizadores (KERR, CARVALHO, NASCIMENTO, 1996;
SILVEIRA, et al., 2002). S@o responsaveis por 40 a 60% da polinizagdo de areas nativas e
ocupam grande parte das regides de clima tropical do planeta e, também, algumas importantes
regides de clima temperado subtropical, mas, vém sendo dizimados hd muitos anos, através da

destruicao da flora nativa, redugdo de substrato de nidificacdo, coleta predatdria de ninhos e
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introducdo de espécies exdticas (KERR, 1987, NOGUEIRA-NETO, 1997; SILVEIRA et al.,
2002; VELTHUIS et al., 2003; FRAZAO & SILVEIRA, 2004).

Segundo atualizagdo do catdlogo de abelhas Moure’s (CAMARGO & PEDRO, 2007;
2013) sdo descritas 417 espécies de abelhas sem ferrdo em dreas tropicais que exibem grande
diversidade de comportamento e forma de vida. De acordo com Pedro (2014), um total de 244
espécies de abelhas sem ferrdo sdo encontradas no Brasil e distribuidas em 29 géneros, destas

87 sdo endémicas no pais correspondendo a cerca de 20% de abelhas sem ferrdo neotropicais

(CAMARGO, 2013).

As abelhas sem ferrdo produzem mel, prépolis, geopropolis, cera e acumulam o
polen, produtos importantes para sua alimentagao, defesa e sobrevivéncia (BANKOVA, 2005;

KERR, 1996).

Os produtos elaborados pelas abelhas sem ferrdo historicamente sdo valorizados
pelos seres humanos (SCHWARZ, 1948; SANTOS & ANTONINI, 2008) e vém sendo
estudado do ponto de vista etnobiol6gico em funcdo de sua importancia na alimentacdo,
medicina tradicional, na producdo de artesanato e atividades ligadas a ritos religiosos em
diferentes comunidades: Uwa da Colémbia (FALCHETTI et al., 2002), Kayapé (POSEY,
1983; 1984), Pankarare ( COSTA NETO, 1998), Enanene-Nawe (SANTOS & ANTONINI,
2008), Mby’a no Brasil (RODRIGUES, 2006), Mby’a e¢ Ava Guarani no Paraguai
(ZAMUDIO et al., 2010), grupos multiculturais entre Brasil e Argentina (ZAMUDIO,
HILGERT, 2012).

Como ocorre com as abelhas africanizadas da subfamilia Apinae, especialmente Apis
mellifera, também sdo criadas racionalmente em muitas partes do mundo, comercialmente em

agrupamentos de col6nias, denominados meliponérios, constituindo a meliponicultura.

Em todo o Brasil, tem crescido o interesse pelas abelhas nativas, tanto por parte dos
criadores conservacionistas como também por criadores tradicionais que vislubram na
meliponicultura uma forma de geragdo de renda (VENTURIERI, 2008). Assim, o interesse
pela meliponicultura, vem sendo considerada como uma alternativa sustentavel para familias
rurais brasileiras, especialmente no Norte e Nordeste brasileiro, contribuindo para preservacao
de espécies vegetais garantindo ao meliponicultor a oportunidade de obtencdo dos produtos

meliponicolas, tais como mel, propolis, geoprépolis, cera e pélen (BROSI, 2009).
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No Brasil 2 géneros sdo muito conhecidos, Friesella e Trigona ( CAMARGO &
PEDRO, 2007a). Na regiao Amazonica hd uma grande diversidade e abundancia de abelhas
sem ferrdo, com predominéncia de espécies do género Melipona (SILVEIRA et al., 2002;
VENTURIERI, 2008). O estado do Maranhdo possui uma variedade de ecossistemas que
abrigam uma notdvel e diversificada fauna de abelhas, com elementos tipicos da Amazdnia,
assim como de dreas mais abertas, haja vista sua localizacdo peculiar entre o Norte, Nordeste
e Centro-Oeste brasileiro (REGO et al., 2007), destacando Melipona seminigra Friese 1903
(urucu-boca de renda), Melipona scutellaris Latreille 1811 (urucu verdadeira), Melipona
(Melikerria) fasciculata 1854 (tiiba), Melipona subnitida Ducke 1910 (jandaira), Melipona
rufiventris Lepeletier 1836(urugcu-amarela), Melipona fuliginosa Lepeletier 1836 (urucu-boi),

dentre outras.

Essas abelhas sdo importantes para os ecossistemas tropicais e para as comunidades
humanas dessas regides, como valioso recurso sécio-econdmico. Contribuem diretamente na
polinizacdo de 40 a 90% de arvores nativas (KERR et al.,, 2001; PIANARO, 2007), na
polinizacdo de plantas cultivadas como “cupuacu”, “camu-camu”, “morango”, “tomate”,

“abacate”, “pepino”, dentre outras, aumentando o rendimento das culturas e a qualidade dos

frutos (ROUBIK, 1995; SLAA, et al., 2000).

No Brasil, especialmente na regido Norte e Nordeste, a Meliponicultura vem sendo
desenvolvido ha bastante tempo, por populacdes indigenas, rurais com pequenos e médios
produtores (KERR, 1987; NOGUEIRA-NETO, 1997; PEREIRA et al., 2007). Para fins
comerciais, a criacdo dessas abelhas apresenta aspectos de atrativos sustentdveis, jd que tem
custos baixos com manejo. Algumas espécies ja sdo utilizadas para a producdo de mel em
algumas regides do pais, desperdicando outros produtos que poderiam ser aproveitados como
pélen, cera, prépolis e geoprdpolis, que também sdo usados pelas comunidades na medicina

popular caseira (SILVA; PAZ, 2012).

No estado do Maranhdo destaca-se Melipona (Melikerria) fasciculata Smith
(Hymenoptera, superfamilia Apoidea, familia Apidae, subfamilia Meliponinae, tribo
Meliponini) conhecida popularmente como tiuba ou tiiba do Maranhdo, criada especialmente
na regido da Baixada e no Cerrado do Estado, ndo so por ser a abelha social mais comum, mas
também por ser uma das principais fontes de renda para vérias familias indigenas e rurais que
a cultivam para producdo de mel, cera, geopropolis e acimulo de pdlen (VILLAS-BOAS;
MALASPINA, 2005; ALBUQUERQUE et al., 2013). A espécie possui grande valor de

mercado pela peculiaridade dos produtos oferecidos, ficil manejo e necessita de pouco
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investimento para a sua cria¢do, além de ser uma eficiente polinizadora, podendo aumentar a
producdo agricola e promover a regeneracdo da vegetacao natural (ALBUQUERQUE et al.,
2013).

A criagdo de abelhas sem ferrdo no estado do Maranhao retne algumas caracteristicas
bastante favordveis. Por ser uma regido de transicdo, possui um grande ndmero de
ecossistemas, desde ambientes salinos com presenga de manguezais, passando por campos
inunddveis, cerrados e babaguais, até vegetacdo florestal de grande porte com caracteristicas
amazoOnicas. Além disso, a matéria prima que serve de suporte para o trabalho das abelhas,
origina-se na abundante biodiversidade regional (MUNIZ, 2004; REGO: ALBUQUERQUE,
2010). Além disso, a acdo polinizadora dessas abelhas, pode ainda aumentar a produgdo
agricola e promover a regeneracdo da vegetacao natural (ALBUQUERQUE et al., 2013).

Dentre as abelhas sem ferrdo Melipona fasciculata é bem cultivada no estado do
Maranhdo para producdo de mel de excelente qualidade e em boa quantidade, armazenando
seus méis em potes constituidos quase exclusivamente de cera.

Freire et al., (2012) ja demonstrou a viabilidade da Meliponicultura no estado do
Bahia, onde sugeriu que 250 col6nias de Melipona fasciculata (tiiba), gerariam cerca de R$
115.000,00 de receita bruta anual; esse pensamento otimista deve ser expandido para toda a
Amazodnia brasileira, especialmente no estado do Maranh@o onde existem comunidades com
dreas extrativistas, de protecao ambiental, unidades de conservagdo e outras. Dessa forma tal
atividade se faz importante no Estado, por sua posi¢do geografica, possuir grande nimero de
ecossistemas, explorar o potencial nativo da flora, gerando trabalho e renda ao homem do

campo, fazendo parte dos arranjos produtivos do estado (BEZERRA, 2002).

2.2. Produtos de abelhas sem ferrao

2.2.1. Mel

Entende-se por mel o produto alimenticio produzido pelas abelhas meliferas, a partir
do néctar das flores ou das secrecdes procedentes de partes vivas das plantas ou de excrecdes
de insetos sugadores de plantas que as abelhas recolhem, transformam, combinam com
substancias especificas proprias, armazenam e deixam madurar nos favos da colmeia. Serve
como alimento para as abelhas na estacdo de inverno e € o produto das abelhas mais
consumido pelos humanos (COSTA; OLIVEIRA, 2005; XIMENES; COSTA;

NASCIMENTO, 2011).
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Sua classificacdo se d4 quanto a sua origem, em mel floral ou mel de melato. O mel
floral € obtido dos néctares das flores, enquanto que o mel de melato € obtido principalmente
a partir de secrecOes das partes vivas das plantas ou de excrec¢des de insetos sugadores de

plantas que se encontram sobre elas (BRASIL, 2000).

O mel floral ainda pode ser classificado em unifloral ou monofloral, quando o néctar
coletado origina-se de flores de uma mesma familia, género ou espécie, ou multifloral e
polifloral, quando o néctar coletado é decorrente de diferentes origens florais (BRASIL, 2000;
LEON-RUIZ, 2011; VIEIRA, 2012). De modo geral, méis monoflorais sdo mais raros, mais
dificeis de produzir e apresentam aromas caracteristicos, indicando a origem do néctar
e,consequentemente,sio  mais  valorizados  comercialmente (LEON-RUIZ, 2011;
VANHANEN; EMMERTZ; SAVAGE, 2011). No Brasil, os principais méis uniflorais de
meliponineos registrados foram de Acacia polyphyla, Anadenanthera macrocarpa, Citrus,
Eucalyptus, Mimosa caesalpinifolia, Myrcia, Piptadenia rigida, Schinus, Solanum e Vernonia
polyanthes (BAZLEN, 2000; ALMEIDA, 2007; BARTH, 2004; ALVES; CARVALHO;
SOUZA, 2006).

O mel produzido pela abelha Apis mellifera € o mais comum, sendo amplamente
estudado e usado pela populacdo. No entanto, particularmente na regido Neotropical, além das
abelhas africanizadas, espécies de abelhas indigenas sem ferrdo ou meliponineos, como
Melipona spp., Scaptotrigona spp. e Trigona spp., elaboram méis diferenciados, com
caracteristicas sensoriais, fisicas e quimicas particulares e que possuem um valor comercial
mais elevado, quando comparados ao mel da abelha A. mellifera (GUERRINI et al., 2009;
ALMEIDA-MURADIAN; MATSUDA; BASTOS, 2007; GAREDEW; SCHMOLZ;
LAMPRECHT, 2004; TORRES et al., 2004).

O mel produzido pelas abelhas sem ferrdo é um produto muito valioso, com uma
longa tradi¢do de consumo, ao qual sdo atribuidos vérios usos medicinais. Devido ao pouco
conhecimento sobre este produto, ele ndo € incluido nas normas internacionais para mel e nao

€ controlado pelas autoridades de controle de alimentos (CODEX, 2001).

Padrdes de qualidade e identidade de mel no Brasil foram criados somente para mel
de Apis mellifera (BRASIL, 2001), porém as abelhas sem ferrdo também produzem mel,
destacando as espécies dos géneros Tetragonisca, Melipona, Scaptotrigona, Plebeia (na

América), Meliponula (na Africa), Tetragonula (na Asia).
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Comparado ao mel de Apis mellifera, a diferenca mais relevante com o mel de
abelhas sem ferrdo, sdo os maiores valores dgua, acidez livre, condutividade elétrica, maltose

e nitrogénio e menores valores de diastase em mel de espécies de Melipona (VIT et al., 1998).

A composicdo quimica do mel é constituida basicamente de actcares simples,
facilmente absorvidos, o mel contém inimeras substincias benéficas ao equilibrio dos
processos bioldgicos do nosso organismo (CAMARGO et al., 2006), tais como 4cidos
organicos, aminodcidos, enzimas, sais minerais, vitaminas (BODGANOV et al., 2008). No
entanto, composi¢cdo e qualidade dependem de fatores como origem floral e geografica,
condicdes climdticas, processamento, armazenamento e espécie produtora (BERETTA et al.,
2005; BERTONCELJ et al, 2007; FERREIRA et al, 2009; SAXENA; GAUTAM,;
SHARMA, 2010).

Dentre as diversas classes de substincias bioativas de ocorréncia do mel, os
compostos fendlicos tém recebido muita aten¢do nos ultimos anos, sobretudo por prevenir
diversas doencas. No mel, além da importante funcdo a saide humana, o conteido de
fendlicos totais também se destaca como uma importante ferramenta na determinacdo da
origem floral do mel (ANDRADE et al., 1997; TURLINA et al., 2009; BERTONCELJ et al.,
2011).

Sao poucos os trabalhos publicados com relagdo aos constituintes bioativos e as
propriedades medicinais dos méis de abelhas sem ferrdo e muitas de suas atribui¢des carecem
de comprovagdo cientifica (MACEDO, 2007), tornando-se necessarios estudos de atividades

bioldgicas para determinacdo das reais potencialidades terapéuticas deste tipo de mel, destaca-

se a atividade antibacteriana (MIORIN et al., 2003; GONCALVES et al., 2005).

No entanto, estudos cientificos t€ém confirmado a presenca de compostos bioativos e a
capacidade antioxidante desse tipo mel, conduzindo, dessa forma, a uma valorizacdo do
produto, além disso, no tratamento de processos inflamatdrio e infecciosos (CORTOPASSI-
LAURINO; GELLI, 1991), propriedades antimicrobianas (BOORN et al., 2010; IRISH et al.,
2008; GONCALVES et al., 2005; TORRES et al., 2004; MIORIN et al., 2003), propriedades
antibacterianas (GAREDEW, SCHMOLZ E LAMPRECHT, 2004; GUERRINI et al., 2009;
BOORN et al., 2010).

Muitas dessas propriedades devem estar relacionadas as plantas visitadas por essas

abelhas, que por meio de uma andlise polinica do mel de meliponineos, constatou-se a

preferéncia por algumas espécies de plantas como Borreria latifolia, Borreria verticillata,
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Centella, Eucalyptus, Mimosa bimucronata, Mimosa taimbensis, Myrcia e Piptadenia

(CORTOPASSI-LAURINO E GELI, 1991).

Roubik et al. (2013) avaliou amostras do mel elaborado por 7. angustula provenientes
da Bolivia e do Peru. A partir da andlise melissopalinolégica, foram identificados de 15 a 52
tipos polinicos presentes nas amostras por colonia de abelha, sendo que os géneros botanicos

Anacardium, Celtis, Machaerium e Spondias foram comuns entre os méis avaliados.

Guerrini et al. (2009), ao estudarem amostras de mel de abelhas sem ferrdo
(Meliponinae) da regiao Amazdnica do Equador, identificaram a presenca de tipos polinicos
pertencentes as familias Agquifoliaceae (Ilex spp.), Burseraceae (Protium spp.),
Combretaceae, Asteraceae, Cruciferae, Fabaceae (Acacia spp.), Malvaceae, Moraceae,
Myrtaceae, Polygonaceae, Proteaceae, Rhamnaceae, Scrophulariaceae e Vitaceae

(Parthenocissus spp.).

O espectro polinico do mel de Melipona fasciculata Smith, 1854 foi analisado por
Martins et al. (2011). A identificacdo das plantas visitadas por essa espécie foi realizada em
12 amostras de mel coletadas, mensalmente, em uma colonia localizada no municipio de
Palmeirandia, na drea da Baixada Ocidental Maranhense, Brasil. Foram encontrados 45 tipos
polinicos, sendo Pontederia parviflora Alexander (Pontederiaceae), espécie mais frequente
em todo o periodo de amostragem (38,6%), sendo determinada como pdlen dominante nos
meses de outubro (86%), junho (85%), julho (76%), agosto (49%) e setembro (51%) e como
pélen acessorio em dezembro, janeiro e marco. Mimosa caesalpiniifolia Benth. (Fabaceae)
foi a segunda espécie mais frequente (22,8%) sendo considerada como pélen dominante nos
meses de novembro (46%), abril (74%) e maio (72%). A espécie Myrcia eximia DC.
(Myrtaceae) foi classificada como pdlen isolado importante. As familias mais representativas

no espectro polinico das amostras de mel foram Pontederiaceae e Fabaceae.

O mel de Apis, no entanto, apresenta diferentes propriedades terapéuticas, dentre elas
destaca-se cicatrizante e antimicrobiana (COOPER et al.,, 1999; SATO et al., 2000). De
maneira geral, atribuem ao mel inimeros efeitos benéficos em vérias condi¢Oes patolégicas
como: propriedades antissépticas, fazendo com que ele seja utilizado como coadjuvante na
area terapéutica em diversos tratamentos profilaticos (STONOGA & FREITAS, 1991),
propriedade antiacteriana, demonstrando um amplo espectro de acdo capaz de inibir bactérias

gram positivas e negativas (MOLAN et al., 1992), fungicida (EFEM et al., 1992), cicatrizante
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(EFEM et al., 1992; GUPTA et al., 1993), promotora da epitelizacdo das extremidades de
feridas (EFEM et al., 1992), antiinflamatéria (MOLAN et al., 2005; TONKS, 2007).

2.2.2. Propolis e geopropolis

Dentre os produtos de abelhas sem ferrdo, a propolis e a geoprépolis tem se
destacado, pois sdo utilizadas pelas abelhas, especialmente para protecio (MARCUCCI,
1996, BEZERRA, et al., 2015).

A geopropolis € resultado da mistura de material resinoso de plantas, cera, secrecoes
salivares e terra ou barro, o qual é utilizado pelas abelhas para protegé-las contra insetos e
microorganismos empregando-a no reparo de frestas ou danos a colméia (isolamento térmico
e contra inimigos), recobrindo a parede da colméia, refor¢cando os favos, no preparo de locais
assépticos para a postura da abelha rainha e na mumificacio de insetos invasores. A prépolis,

por sua vez, nao € adicionado a terra ou barro (KERR, 1987; MARCUCCI, 1995).

As pesquisas com propolis tém se concentrado nas abelhas com ferrdo e
africanizadas, especialmente Apis mellifera, possuindo atividades: antimicrobiana (SILVA et
al., 2006; SAEKI et al., 2011; BANKOVA et al., 2014); antioxidante, antiinflamatoria,
antiulcerogénica (REIS et al, 2000; BORRELLI et al, 2002; RIGH et al, 2011);
imunomoduladora, hipotensiva, cicatrizante, anestésica, antitumoral, hipoglicemiante e
antialergica (ORSOLIC & BASIC, 2005; SFORCIN et al., 2011; SHRUTHI & SUMA, 2012)
efeito coccidiostatico (MOURA et al.,, 1998), leishmanicida (AYRES et al., 2007;
MACHADO et al., 2007; SILVA et al., 2015) e propriedade anti-helmintica (PRINCIPAL et
al., 2002; ARAUJO et al., 2006; CASTAGNARA et al., 2007; LOUREIRO et al., 2007;
KRYCHAK-FURTADO, 2011; HEINZEN et al., 2012).

No entanto, alguns trabalhos tem relatado bons resultados quanto as propriedades
terapéuticas da propolis de abelhas sem ferrdo como antibacteriana (DUALIBE et al., 2007;
TRINDADE et al, 2008; FARNESE et al.,, 2009), antifungica (CAMPOS et al., 2008;
FARNESE et al., 2009), antitumoral (BORGES et al., 2011) a de abelhas africanizadas, esta
também parece ser muito varidvel em sua composicdo quimica e dependente da flora e do

clima local.

Dados na literatura sobre a geopropolis relatam atividades bioldgicas como

antimicrobiana (VELIKOVA et al., 2000 a,b; DUAILIBE et al., 2007; LIBERIO, 2010;
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LIBERIO et al., 2011; CUNHA et al., 2013; ARAUJO et al, 2016); antiproliferativa,
citotoxica (CANTANHEDE et al.,, 2007, CUNHA, 2013; DA CUNHA, et al, 2016);
antitumoral (ASSUNCAO, 2011; CUNHA, 2013; CINEGAGLIA et al, 2013;
BARTOLOMEU et al., 2016) e antioxidante (BATISTA, 2011; SILVA et al., 2013; SOUZA
et al., 2013; DUTRA et al., 2014; BATISTA et al., 2016), leishmanicida (DUTRA, 2012),
antiinflamatéria (FRANCHIN et al., 2012, 2013), imunomodulatoria (ARAUJO et al., 2015) e
propriedades gastroprotetoras (RIBEIRO-JUNIOR et al., 2015).

As suas composi¢des quimicas podem estar relacionada com as atividades bioldgicas,
relatando a presenca de compostos polifendlicos: 4cidos fendlicos (ABREU et al., 2006;
CUNHA et al., 2009; BATISTA, 2011; DUTRA et al, 2011; CUNHA, 2013; CARDOZO et
al., 2015; SOUSA et al., 2015; ARAUJO et al., 2016) e taninos (DUTRA et al., 2014),
flavonoides (SILVA et al., 2013; SOUZA et al., 2013), cumarinas e benzoferonas preniladas
(DA CUNHA et al., 2016), terpenos: monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos e triterpenos,
acidos graxos, esteroides e saponinas (BANKOVA & POPOVA, 2007; DUTRA et al., 2008;
ARAUIJO et al., 2015), compostos volateis (TORRES-GONZALEZ et al., 2016). No entanto,
a composi¢cao quimica varia de acordo com flora visitada pelas abelhas, a regiao e a época da

coleta (BANKOVA, 2009).

A geoprépolis produzida por Melipona fasciculata (Melipona (Melikerria) fasciculata
Smith) em diferentes localidades do estado do Maranhdo, tem sido objeto de estudo nos
dltimos anos, por pesquisadores da Universidade Federal do Maranhdo, com o objetivo de
identificar suas caracteristicas fisicas, fisico-quimicas, quimicas e acgdes bioldgicas. Os
resultados demonstram presenca de compostos fendlicos, flavonoides e triterpenos e estudos
tem identificado 4cidos fendlicos do tipo dcido gélico e taninos hidrolisdveis e em andlises por
CG/EM observaram a presenca de agucares, triterpenos, dcido anacardico e alquilresorcinois
(ABREU et al., 2006; DUTRA et al., 2008; CUNHA et al., 2009; DUTRA et al., 2014
ARAUIJO et al., 2015).

Tanto a propolis quanto a geoprépolis apresentam grande potencial para a geragcdo de
renda sustentavel, especialmente no estado do Maranhao, mas a falta de parametros de fixa¢ao
de identidade e qualidade para produgdo e comercializa¢do, 4 semelhanca dos produtos de
Apis mellifera  (BRASIL, INSTRUCAO NORMATIVA N° 3, MINISTERIO DA
AGRICULTURA, 2001), dificultam essa geracdo de renda, portanto, € necessario o
conhecimento de parametros quimicos e biolégicos, para estabelecer perfil de qualidade

quimica, bem como parametros para validacdo dos produtos bioativos origindrios da
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meliponicultura, como forma de contribuir para uma legislagdo para produtos de abelhas sem

ferrdo.
2.2.3. Pélen

Os graos de pdlen sdo estruturas microscopicas encontradas nos estames das anteras
nas angiospermas (ARRUDA et al., 2013) e constituem as células reprodutivas masculinas
das plantas (BASIM et al., 2006) e sua finalidade € transmitir seus gametas para o 6rgdo
sexual feminino da flor (ARRUDA et al., 2013), possui diametro varidvel entre 6 a 200 pm,
formas e cores entre o branco, amarelo, laranja, vermelho e tons mais escuros, dependendo da
sua origem botanica e da composi¢do quimica existente, contendo compostos hidrossoliveis,
representados pelos flavonoides e compostos lipossoliveis como lipidios, carotenoides e
xantofilas, além de lipideos, proteinas, carboidratos e dgua (SCHMIDT e BUCHMANN,
1992; NOGUEIRA-NETO, 1997; MURADIAN et al., 2005).

As espécies vegetais sdo fontes de recurso troficos para as abelhas, que podem ser
plantas nectariferas, poliniferas e aquelas que apresentam ambos os recursos, ou seja, plantas
poliniferas-nectariferas (VILLANUEVA, 2002; BARTH, 2004). As plantas poliniferas sao
consideradas como aquelas fornecedoras quase exclusivamente de pdlen para as abelhas
(BARTH, 2004). O pdlen constitui o principal alimento proteico para as abelhas adultas e
suas larvas (SILVA; PAZ, 2012).

As abelhas sociais sem ferrdo dependem nutricionalmente das plantas nativas, uma
vez que coletam pélen e néctar, como fonte de proteinas, sais minerais e acucares (AIDAR,
2010). O alto teor de proteinas, agucares redutores e baixo teor de lipideos encontrados, fazem

do pdélen um excelente complemento alimentar (CORONEL et al., 2004; PINHEIRO, 2012).

Segundo Nogueira-Neto (1997) ao coletar o pdlen de vérias flores, as abelhas acabam
transportando-o e transferindo-o de uma flor para outra, realizando a polinizagdo entomofila,

sugando o néctar das flores, as abelhas carregam também o pélen.

Poucos s@o os estudos sobre a composi¢do quimica de pdlen de abelhas sem ferrdo,
predominando estudos com podlen proveniente de Apis mellifera, abelha com ferrdo,

conhecido como pélen apicola.

O podlen apicola € o resultado da aglutinagdo de diferentes grdos de pdlen colhidos
pelas abelhas, misturado com néctar e suas substancias salivares (SILVA et al.,, 2009;

MORAIS et al.,, 2011), o qual destaca-se por suas propriedades terap€uticas, bem como
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suplemento alimenticio, em fun¢do da presenca de componentes nutritivos como proteinas,
aminodcidos essenciais, vitaminas, lipidios e minerais (VILLANUEVA et al., 2002;
MARCHINI et al., 2006; FEAS et al., 2012; KOMOSINSKA-VASSEYV et al., 2015). A sua
composi¢do quimica varia de acordo com a espécie vegetal, condicdes ambientais, idade e
estado nutricional da planta (FUNARI et al., 2003; BARRETO et al., 2006). Em geral a
composi¢do quimica do pdlen é varidvel contendo carboidratos, aminodcidos, proteinas,
lipideos, vitaminas, minerais, dcidos fendlicos, flavonoides e triterpenos (VILLANUEVA et
al., 2002; SILVA et al.,, 2006; CARPES, 2008; CAMPOS et al., 1997). Os fendlicos e
flavonoides extremamente benéficos a saide humana, pois diminui o risco de doencas

degenerativas, reduzindo o estresse oxidativo (SILVA et al., 2006; FEAS et al., 2012;
KOMOSINSKA-VASSEV et al., 2015).

H4 séculos utiliza-se polen de abelha na medicina popular para aliviar constipagdes,
gripes, ulceras e envelhecimento precoce (LYNGHEIM et al., 1979; HANSSEN, 1979), bem
como suplementacdo nutricional, visto conter substincias nutricionalmente essenciais
(SILVA, 2000). Pesquisas sobre as potencialidades e interesse terapéutico do pélen de abelhas
do género Apis, vao desde o tratamento de rinites alérgicas (STAFF et al., 1990; BOYE,
1990), prevengao de problemas da prostata (KRELL, 1996; SHOSKES, 2002; SHOSKES, et
al., 2003), hepatoprotetor (JUZWIAKS, 1993), antifingico (GARCIA et al, 2001),
antiteratogénico (ZHAO et al., 1989; 1990), imunomodulador (GEBARA et al., 2002),
antiinflamatério (BOGDANOYV, 2004; MARUYAMA et al., 2010), antioxidante (CAMPOS
et al, 2003; CARPES et al, 2007; LEBLANC et al, 2009; FEAS et al, 2012) e
antimicrobiano (BASIM et al., 2006; CARPES et al., 2007; CABRERA, 2013). Muitas dessas
propriedades t€m sido relacionadas com os compostos fendlicos, especialmente flavonoides

(ALMEIDA-MURADIAN et al., 2005; KOMOSINSKA-VASSEYV et al., 2015).

As abelhas do género Melipona, especialmente, Melipona fasciculata coletam pdlen
botanico das anteras de diversas espécies de plantas e misturam com néctar e secrecoes
salivares e colocam em cestas especificas (corbiculas) que sdo localizados nas suas tibias,
formando as cargas de pdélen (NOGUEIRA-NETO, 1997; CASTALDO; CAPASSO, 2002).

Essas abelhas (operarias) coletam e transportam o pdlen para a colmeia.

ApOs sua coleta nas flores pelas abelhas campeiras, ele € transportado para a colonia
onde é estocado, sofrendo alteracdes fisico-quimicas, devido a processos fermentativos

(PENEDO, TESTA & ZUCOLOTO, 1976). Esses processos diferem segundo o grupo a que
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pertence a abelha, e permitem uma melhor assimilacdo dos nutrientes e melhor preservacao

do alimento estocado (MACHADO, 1971).

O armazenamento do alimento € feito em células de cera que parecem pequenos potes
redondos quando estdo com mel e pequenos tubos quando estdo com pdlen (Figura 1)

(FREITAS, 2003).

Embora existam varia¢des, o ninho da maioria dos meliponineos, do género Melipona
e demais géneros, ¢ formado por uma drea de cria, constituida por favos sobrepostos na
horizontal, onde existem diversas células de crias; e potes de cerume, para estocagem de
poélen e mel (NOGUEIRA-NETO, 1997). A figura 1 mostra um ninho de abelhas do género

Melipona, onde podem ser observadas as estruturas existentes.

Figura 1: Pélen de Melipona fasciculata Smith
FONTE: Abreu (2013)

Conforme verificado na figura 2 nos potes de estocagem de pdlen estdo a massa de
pélen e sucos digestivos. Posteriormente, os potes sdo fechados para que ocorra a
fermentacdo, a massa fermentada apresenta cor marrom levemente amarelado, odor
caracteristico, pH em torno de 2,6, com baixo nimero de microrganismos (alguns anaerdbios)
e esta pronto para ser consumido pelas abelhas (MACHADO, 1971, SILVA & ZUCOLOTO,
1994).

Os graos de pdlen manipulados pelos meliponineos recebem o nome de samora nos

estados do Centro-Sul e Sudeste, e de saburd ou sambura na Amazonia e no Nordeste.
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Figura 2: Pote com pdlen de Melipona fasciculata estocado
Fonte: Abreu (2013)

Estudos nutricionais em pdlen acumulados por espécies de Melipona cultivado no
estado do Amazonas (Melipona compressipes manoensis, Melipona rufiventris paraensis,
Melipona seminigra merrilae) demonstraram variacdo de 15,7% a 23,8% de proteinas, 1,9 a
9,3% de lipideos e 26,4 a 57,4% de glicideos (SOUZA et al., 2004). Esteroides (0,33 a
53,16%) foram encontrados em pdlen acumulado por Melipona marginata e Melipona
scutellaris, cultivadas em melipondrios no estado de Sdo Paulo, com predominancia de tipos

polinicos de espécies das familias Arecaceae, Fabaceae, Melastomatoceae e Myrtaceae

(FERREIRA-CALIMAN et al., 2012).

O pdlen colorido (amarelo e marrom) acumulado por Melipona subnitida Ducke
(jandaira), abelha sem ferrdo nativa do Nordeste (NOGUEIRA-NETO, 1977) e da regido pré-
amazonica (KERR et al, 1987), conhecido como “saburd” ¢ formado de flavonoides
(narigenina, tricetina, isohraminetina e 8-metoxiherbacetina), além do agucar D-manitol e do
esteroide B-sitosterol e é constituido essencialmente de 98% de pdlen de Mimosa gemmulata(
Mimosoideae) ( pdlen de cor amarela) e de 89,4% de pdlen de plantas da familia Fabaceae
(cor marrom), possuindo ainda alta a¢do antioxidante (SILVA et al., 2006), além da presenca

de aminodcidos e acucares (SILVA et al.,, 2014).
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Em 4rea de Restinga no estado do Maranhao, 58 tipos de pdlen foram acumulados por
Melipona subnitida Ducke, pertencentes a familia Fabaceae, Melastomaceae, Myrtacea e

Dilleniaceae (PINTO et al., 2014).

Silva et al. (2009) demonstraram que o pdlen acumulado por Melipona rufiventris
possui acdo antioxidante e € composto pelos metabdlitos secundérios: p-hidroxicinamico e os
flavonoides (dihidroxiquercetina, isorhamenetina, isorhamenetina-3-0-6"-0-E-p-coumaryl, D-

glucopiranosideo, luteolina e quercetina).

Os flavonoides miricetina, diidromiricetina, quercetina e isorhamenetina foram

isolados do pdlen acumulado por Scaptotrigona bipunctata (canudo), cultivada em Fortaleza-
Ceara (LINS et al., 2003).

Martins et al. (2011) descrevem que espécies das familias Pontederiaceae e
Mimosaceae sao 0s mais representativos no espectro polinico das amostras de mel de

Melipona fasciculata, no municipio de Palmeirandia, MA, Brasil.

Na regido da Baixada maranhense, a melponicultura é uma pratica antiga, e é umas
das principais dreas de criacdo de abelhas sem ferrdo no Estado. Albuquerque et al. (2013)
demonstraram as espécies botanicas utilizados como recursos florais para Melipona

fasciculata Smith, nessa regido, visando o manejo dessas abelhas.

Martins et al. (2013) analisaram o pélen de 16 amostras de geoprépolis de Melipona
fasciculata em 03 regides geograficas do Maranhdo ( Palmeirindia, regido periodicamente
com campos alagados, micro regido do Norte do Maranhdo; Barreirinhas, vegetacdo de
cerrado; Beldgua, vegetacdo de restinga). Na regido de Palmeirdndia, o tipo de pdlen mais
comum foram, em ordem de importancia, Mimosa pudica, Mimosa caesalpiniifolia,
Eucalyptus e Euphorbiaceae; na regido de Barreirinhas, Mimosa pudica, Mimosa
caesalpiniifolia, Chamaecrista, Bauhnia, Erechtites, Eucalyptus e Euphorbiaceae e em
Belagua foram podlen de Solanum, Chamaecrista, Psisium, Arecaceae, Desmodium e
Meliaceae; dados que contribuem para o conhecimento das plantas utilizadas pela tiiba como

fonte de resina.

Em estudos mais recentes Ribeiro et al. (2016) também demonstra os principais tipos
polinicos em geopropolis de Melipona fasciculata em areas alagadas e de cerrado no estado

do Maranhao.
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A composicao floristica usada por Melipona fasciculata em dreas de floresta
amazonica foi demonstrada por Carvaho et al. (2016), como um avangco para a

meliponiculturanas dreas de campos alagados no estado do Maranhao.

Outros trabalhos tem demonstrado o espectro polinico em mel de M. mandacaia
Smith, na regido semi-darida do estado da Bahia, Brasil, onde o pdlen de Piptadenia rigida
(Mimosaceae) foi dominante e tendo as familias Mimosaceae, Euphorbiaceae, Asteraceae e

Anacardiaceae as mais representativas (ALVES et al., 2006).

Espectros polinicos de residuos insoliveis de geoprépolis de abelhas sem ferrdo do
Brasil sao compostos de graos de pélen nectariferos, poliniferos e aneméfilos (FREITAS et
al.,, 2012), assim a andlise do pélen € um instrumento valioso na determinag¢do da origem
fitogeografica de geoprépolis e capaz de detectar diferentes regides produtivas (BARTH et

al., 2003).

Trabalhos palinolégicos em pdlen foram conduzidos no Brasil com o objetivo de
caracterizar a origem fitogeografica, no entanto, estudos envolvendo geoprépolis de M.
fasciculata em regides do Espirito Santo, Minas Gerais e Sao Paulo determinou que o pdlen
dominante foi Eucalyptus para as amostras de Melipona quadrifasciata (BARTH & LUZ,
2003; PINHEIRO et al., 2012; ALBUQUERQUE et al., 2013).

De acordo com Conceicao (2013) os tipos polinicos encontrados no pdlen de M.
quadrifasciata anthioides, da regidao semi-arida da Bahia, pertencem a 33 familias, 61 géneros
e 85 espécies, sendo que os tipos polinicos que mais contribuiram para a dieta das abelhas

foram Mimosa arenosa e Mimosa tenuiflora.

Segundo Roubik (1980) e Barth (1998) as informacdes sobre pdlen das abelhas
ajudam a compreender as interagdes bioldgicas entre as plantas e seus polinizadores, assim
como, o comportamento de competicdo entre as espécies por alimentos em diferentes
ecossistemas. Portanto, o conhecimento referente ao pdlen ofertado em uma regido é
importante no sentido de promover um conhecimento das fontes polinicas usadas pelas
abelhas sem ferrdo e as espécies vegetais de interesse meliponicula, contribuindo para o

fortalecimento da meliponicultura.

Para o entendimento da biologia dos meliponineos, um dos primeiros passos € o
conhecimento de seus habitos alimentares. O levantamento de plantas fornecedoras tanto de

polen como de néctar € importante visando conhecer esses elementos essenciais a vida das
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abelhas, uma vez que o néctar e o pdlen sdo as principais recompensas da planta para as
abelhas.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral:

Avaliar a composi¢do quimica, antioxidante, antimicrobiana e estudos palinoldgicos

do pélen de Melipona fasciculata Smith.
3.2. Objetivos especificos:

- Avaliar a atividade antioxidante de extratos de pélen de Melipona fasciculata Smith;
- Avaliar a atividade antimicrobiana de extratos de pélen de Melipona fasciculata Smith;
- Caracterizar a composi¢do quimica dos extratos do pdlen de Melipona fasciculata;

- Caracterizar os tipos polinicos referentes as amostras de pdlen de Melipona fasciculata.

4. JUSTIFICATIVA

A Meliponicultura é uma atividade mundialmente conhecida, no Brasil especialmente
nas regides Norte e Nordeste, ¢ uma atividade em expansdao para producdo de produtos
meliponicolas, como mel, prépolis, geoprépolis, cera e pdlen, os quais sdo fontes de renda
para meliponicultores, como fontes de produtos para uso na alimentacdo e para industrias

cosméticas e farmacéuticas.

A meliponicultura no Brasil ainda é carente de préticas tecnoldgicas que aprimorem o
processo de extracdo dos produtos, tornando-os mais valorativos. Porém, o que mais dificulta
o seu crescimento € auséncia de uma legislacdo especifica para os produtos de abelhas sem
ferrao (COLETTO-SILVA, 2005). Diferentemente do que ocorre no caso da apicultura, com a
criacdo de Apis, a meliponicultura sofre de um vazio legal, particularmente na parte sanitdria,
o que dificulta a ampliacio do mercado dos produtos, especialmente no que se refere a

exportacao e comercializacdo (LOPES et al., 2005).

Melipona fasciculata Smith (tiiba) é bem disseminada na Amazodnia e, em especial,
no Estado do Maranhdo. Neste Estado € cultivada hd séculos pelas populagdes indigenas e

caboclas para a geracdo de renda, principalmente nas regides da Baixada e Cerrado
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maranhenses, fazendo parte dos arranjos produtivos e vem se consolidando como atividade

rentdvel para a produgdo de mel, mas ainda ndo agregam valor ao pélen meliponicula.

Nos dados da literatura demonstram o potencial quimico e biolégico do pélen apicola,
acumulado por Apis mellifera (KAMOSINKA-VASSEC et al, 2015) para uso na

alimentacdo, na medicina e cosmetologia.

Estudos quimicos e biologicos sobre pdlen de abelhas sem ferrdo sdo escassos, mas os
poucos trabalhos com pélen de espécies de Melipona cultivados nos estados do Ceard, Piaui e
Amazonas demonstraram acdo antioxidante e composicdo quimica de dcidos cindmicos e
flavonoides, (LINS et al., 2003; SILVA et al., 2006; VILLAREAL et al., 2009; SILVA et al.,
2009), esteroides (SILVA et al., 2006) e acucares (NETO et al., 2009).

Ressalta-se a falta de parametros de fixa¢do de identidade e qualidade para produgio e
comercializacdo, 4 semelhanca dos produtos de Apis mellifera (BRASIL, INSTRUCAO
NORMATIVA N° 3, MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2001), dificultam essa geracao de
renda, torna-se imperioso o conhecimento de parametros quimicos e bioldgicos, para
estabelecer perfil de qualidade quimica, bem como parametros para validacdo dos produtos
bioativos origindrios da meliponicultura, como forma de contribuir para uma legislacdo para

produtos de abelhas sem ferrao.

Assim propomos estudos quimicos, bioldgicos e palinolégicos do pélen de Melipona
fasciculata Smith com o objetivo de avaliar acdo antimicrobiana, antioxidante, identificar a
composicdo quimica e obter dados das espécies vegetais fontes de recursos tréficos para a
abelha. Objetivando obter parametros de fixacdo de identidade e qualidade, para validar
produtos a partir do pdlen desta espécie e buscar novas fontes de insumos de produtos
antimicrobianos e antioxidantes e conhecer as espécies vegetais, cujos resultados possam
contribuir para a geracdo de emprego e renda no campo, especialmente nos programas de

agronegodcio meliponicola.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Coleta das amostras de pdlen

As amostras de pdlen de Melipona fasciculata Smith (09), foram coletadas
diretamente em colméias de melipondrios dos municipios de Palmeirandia (S 02°40.803° HO
44°52.661°) no ano de 2013 codificadas como P1(16,2g), P2(53,3g), P3(12,3g), de Fernando
Falcao (S06°08. 992> HO 44°54.947) em 2012, codificadas como P4(132,8g), P5(187,5g),
P6(57,1g) no estado do Maranhdo; em Belém, sede Embrapa/Belém — PA, codificadas como
P7(235,7g),em Sao Francisco do Pard codificada como P8(101,7g) e Ilha das Ongas
codificada como P9 (185,8g), no estado do Pari, em abril/2013. As amostras foram

acondicionadas, isoladamente e mantidas sob refrigeracao até a utilizag3o.

5.2. Caracterizacao da area de estudo

O municipio de Palmeirandia localiza-se na porc¢do noroeste do estado do Maranhao,
pertencente a Baixada maranhense, regido caracterizada pela complexa interface de
ecossistemas, abrigando rica fauna e flora aquatica e terrestre, tais como rios, lagos, estudrios,
areas alagdveis, agroecossistemas, além de grande sistema de dreas inunddveis. A regiao estd
inserida no Bioma Amazdnia, no setor oriental, sendo parte da Amazodnia Legal Brasileira
(BRASIL, 1973; 1984); formada pela tensdo ecoldgica entre as formacdes de Cocais ao sul,

Cerrado a leste, floresta amazOnica a oeste, com sistemas marinhos ao norte, com rica

biodiversidade, especialmente a flora (REGO & ALBUQUERQUE, 2010).

J4 o municipio de Fernando Falcdo localiza-se no centro geografico do Maranhio,
sendo caracterizado pela regido de Cerrado maranhense e que possui elevada diversidade
floristica o que leva a heterogeneidade do bioma desssa regido (SILVA et al., 2006). Também
caracteriza-se pela presenga de savanas que sdo formadas por arbustos de casca grossa, galhos
retorcidos, vegetacdo rasteira e dentre espécies de plantas encontradas na regido temos o
Anacardium humile (cajui), Byrsonima crassifolia (murici), Carapa guianensis (andiroba),

Hymenaea courbaril (jatobd) e outras que sdo utilizadas pelas abelhas para polinizacao.

Sao Francisco do Para e Ilha das Oncgas pertencem ao municipio de Belém, capital do

estado do Pard. O municipio de Belém esta localizado a 01° 27°20" de latitude Sul e
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48°30°15" de longitude. A vegetagdo dessas ilhas € classificada de floresta densa de planicie e
manguezal. Na floresta densa de planicie na virzea alta, a vegetacdo € constituida
principalmente de acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.), ucuiba (Virola surinamensis Rol.),
acacu (Hura crepitans L.), sumaumeira (Ceiba pentandra L.), seringueira (Hevea brasiliensis
Muell.) (BRASIL, 1974). Na vérzea baixa encontram-se Euterpe oleracea, Astrocaryum
murumuru, Pseudobombax munguba e Quaribea guianensis. No manguezal, localizado na
parte mais baixa da ilha e freqiientemente inundado, a vegetacdo é composta por mangue

vermelho (Rhizophora mangle), siriiba (Avicennia nitida) e aninga (Montrichardia linifera)

(BRASIL, 1974).

5.3. Obtencao dos extratos hidroalcodlicos de podlen

As amostras de polen de Melipona fasciculata Smith separadamente foram submetidas
a maceracao exaustiva com dlcool etilico 70% (v/v) no hidromédulo 1:2 (m/v) por 48 h. As
solucdes extrativas foram filtradas e concentradas em evaporador rotativo, obtendo-se os

extratos hidroalcodlicos de pdlen, codificados como EHP1 a EHP9.

5.4. Determinacées da concentracido de polifendlicos totais (CFT) nos extratos
hidroalcoélicos de pdlen:

Os teores dos polifendlicos totais nos extratos foram determinados utilizando
reagente Folin-Ciocalteau e carbonato de s6dio a 20%. A mistura reacional foi mantida no
escuro por 2h a temperatura ambiente e a absorbancia foi medida a 760 nm usando
espectrofotometro UV-Vis Lambda 35, (Perkin Elmer, Inc., Waltham, MA, USA). A CFT foi
calculada a partir de uma curva de calibragdo de dcido gdlico (1-3,0 pg/ml) e expresso em
equivalente de 4cido gélico (%). As andlise foram realizadas em triplicata (CUNHA et al.,

2009).

5.5. Determinacoes da concentracio de flavonoides totais (CFVT) nos extratos
hidroalcodélicos de pédlen:

Para concentracdo de flavonoides totais utilizou-se método fotocolorimétrico com
solu¢do metandlica de cloreto de aluminio (AICl3) a 5%. A mistura foi mantida no escuro
durante 30 min a temperatura ambiente e a absorbancia foi medida a 425 nm em
espectrofotometro UV-Vis Lambda 35 (Perkin Elmer, Inc., Waltham, MA, USA). A

concentragdo foi calculada a partir da curva de calibracdo construida com solu¢do padrdo de
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quercetina (Merck) (1-3,0 ug/mL) e expressa como equivalente de quercetina (%). As andlises

foram realizadas em triplicata (DUTRA et al., 2008; CUNHA et al., 2009).

5.6. Avaliacao dos perfis cromatograficos dos extratos hidroalcodlicos de pdlen

Os extratos foram analisados por cromatografia liquida de alta efici€éncia acoplada a
um detector de ultravioleta (CLAE-UV-Vis), em escala analitica, utilizando um sistema
Finnigan Surveyor Autosampler (Thermo), com coluna analitica C18 de fase reversa (250mm
x 4,60 mm, 5 um, Thermo) protegida por uma pré-coluna C-18 (4 x 3 mm, Gemini,
Phenomenex). A composicao da fase mével utilizada foi: dgua Milli-Q (Millipore) com 0,1%
de dcido férmico (Merck) (eluente A) e acetonitrila (CLAE, Merck) (eluente B). A eluicdo foi
realizada inicialmente com o gradiente de 95% A e 5% B, seguindo com 40% A e 60% B em
40 min, 10% A e 90% B em 61 min e finalizando com 100% B em 70 min a 254nm. As
amostras foram diluidas em metanol, acetonitrila e 4gua Milli-Q com 0,1% de acido férmico
(1:1:0,5) e filtradas em filtro de Nylon (Allcrom, 0,22um). O volume da amostra injetado foi

de 25 pL, com fluxo de 1,0mL/min e deteccao em 254 nm.

5.7. Anadlise dos extratos de pdlen por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a

espectrometro de massas (CLAE/DAD/EM/EM)

Os extratos foram analisados em cromatografo liquido de alta eficiéncia acoplado a
um espectrometro de massas CLAE/LC-10AD (Shimadzu), equipado com detector de arranjo
de fotodiodo, acoplado com espectrometro de massas LC-MS/MS (Bruker Daltonics Esquire
3000 Plus), com analisador tipo fon trap quadrupolo em modo tandem, com ionizagdo por
elétron ebulizacdo (electrospray ionization, ESI). A fase moével utilizada foi dgua Milli-Q
(Millipore) com 0,1% de acido formico (eluente A) e metanol (eluente B). A eluicdo foi
realizada em gradiente linear de O min - 5% B 2 min - 40% B 20 min - 50% B 30 min — 60%
B 40 min — 70% B 50 min — 80%B utilizando coluna analitica 66 C18 de fase reversa
(250mm x 4,60 mm, 5 um, Thermo). As amostras foram diluidas em metanol e 4gua Milli-Q
0,1% de acido férmico na concentragdo final de Smg/mL e filtradas em filtro de seringa
Nylon (0,22um, Allcrom). O volume da amostra injetado no sistema foi de 25 pL, com fluxo
de 0,6 mL/min e deteccdo UV-Vis em 254 nm. Os espectros de massas foram obtidos em
modo negativo, utilizando nitrogénio ultra-puro como gas de nebulizacdo com fluxo de 7.0

L/min, pressdao de 27 psi, potencial de 4.0 kV, temperatura de 320°C e fluxo para massas de
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100pL/min, em baixa resolucdo, na faixa de 100 a 1000m/z. A identificacdo dos constituintes
foi obtida com base na massa do fon molecular, na fragmentacdo do ion molecular, espectros

de UV-visivel encontrados na literatura.

5.8. Anadlises dos extratos de pdlen por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (CG/EM)

Os extratos EHP 1 a EHP 9 (10mg) foram separadamente solubilizados em piridina
(300uL), 100uL N,O-bis (trimetilsilil) trifluoroacetamida com trimetilclorosilano (BSTFA/
TMCS), seguidos de aquecimento a 80°C por 1 hora, de acordo com Roessner et al., (2001)
com modificagdes, para obtencdo dos extratos derivatizados, cerca de 1yl de cada extrato

derivatizado foi injetado e analisado por CG/EM.

As andlises dos extratos derivatizados foram realizadas utilizando cromatégrafo
gasoso (CG Agilent 6890) acoplado a espectrometro de massas (Agilent 5973N MSD), com
injetor automatico (Agilent 6890), coluna capilar de silica fundida HP-5MS (30 m x 0,25 mm
x 0,25 um), hélio como gés de arraste a vazao de 1,0 mL/min, ionizagdo por impacto de
elétrons a 70 eV e fonte de fons em 200°C. As temperaturas do injetor e detector foram
mantidas a 230°C e 250°C. A andlise foi realizada utilizando programacgdao de 5 min de
aquecimento isotérmico (70°C) gradiente de temperatura de 5 °C/min a 310°C e 1 min de
aquecimento a 310°C, em tempo de elui¢io de 60 minutos. O sistema foi equilibrado por 6
min a 70°C antes da injecao automdtica da proxima amostra. Os espectros de massas foram
registrados com uma velocidade de varredura de 2 scan/segundos de 50 a 650 m/z. A
identifica¢do dos constituintes quimicos foi realizada por comparagao aos espectros de massas
obtidos com registros das bibliotecas computacionais NIST, AMIDS 2.0. A presenca das
substancias nos extratos hidroalcodlicos do pdlen foi determinada considerando a area dos

picos em percentagem do ion corrente total (%I1CT).

5.9. Determinacoes das atividades antioxidantes nos extratos hidroalcoélicos de pdlen:

As atividades antioxidantes foram realizadas pelos métodos ensaios quimicos,

incluindo 2,2-difenil-1-picrylhydrazyl (DPPH) e o ferric reducing antioxidant power (FRAP).
5.9.1. Ensaio de sequestro de radicais 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH")

A atividade antioxidante dos extratos hidroalcodlicos de pélen foram avaliados pelo

ensaio do radical livre DPPH" segundo Brand-Williams et al. (1995) com modificacdes. As
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amostras foram diluidas em metanol, em diferentes concentragdes (5,0-100,0 pg/mL) e
adicionadas a uma solu¢do de DPPH' em metanol (40,0 pg/mL). Ap6s 30 minutos de reagdo a
temperatura ambiente, no escuro, a absorbancia de cada solu¢do foi lida a 517 nm em
espectrofotometro UV-Vis (Lambda 35, PerkinElmer). Metanol foi utilizado como controle e
a solucio de DPPH’ foi usada como branco. Padrao de Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilchroman-2-4cido carboxilico) foi tratado sob as mesmas condi¢des que as amostras.

A porcentagem da atividade antioxidante (% AA) foi calculada pela equagdo:

% AA = (%) =100 — [(Aamostra_ Abranco) X 100/Acontrole],

onde Aconwole € @ absorbancia do controle (solu¢do com radical DPPH" e metanol) € Aamosta € @
absorbancia do radical na presenga das amostras ou do padrao.

A porcentagem da atividade antioxidante foi relacionada com a concentracio da
amostra para a obtencdo da concentragdo eficiente (CEsp), definida como a concentracdo da
amostra necessdria para causar uma inibicdo de 50% da concentragao inicial de DPPH. Todos

os experimentos foram realizados em triplicata.

5.9.2 Ensaio da capacidade redutora de ferro (FRAP - Ferric Reducing

Antioxidant Power)

O método descrito por Benzie e Strain (1996) com algumas modificacdes, foi
utilizado para determinar a atividade antioxidante dos extratos hidroalcodlicos de pdlen
baseado na redugdo do ferro usando o ensaio FRAP, que mede a capacidade das amostras, em
meio 4cido (pH 3,6), de reduzir o complexo férrico 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina (Fe** -
TPTZ) para a forma ferrosa de coloracdo azul intensa (Fe?*), que absorve a luz em 593 nm. O
reagente FRAP foi preparado imediatamente antes da andlise através da mistura de 25 mL de
tampao acetato (300 mmol.L, pH 3,6 ), 2,5 mL de solucdo de TPTZ (10 mmol.L”' TPTZ em
40 mmol.L"! HCI) e 2,5 mL FeCl;.6 H,O (20 mmolL. L") em solu¢do aquosa. Uma aliquota de
100 uL de diferentes concentragdes das amostras (1-100,0 pg/mL) foi adicionada a 300 puL de
agua destilada e 3,0 mL de reagente de FRAP e as misturas foram incubadas no banho de
agua a 37°C durante 30 minutos. A absorbancia da mistura reacional foi lida a 593 nm em
espectrofotometro UV-Vis (Lambda 35, PerkinElmer) utilizando a solugdo de FRAP como
branco.

A curva de calibracdo foi construida utilizando-se diferentes concentracdes de

FeS04.7H,0 (0-2000 pmol.L™1) (2 = 0,9987). Os resultados foram expressos em milimoles de
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equivalente de FeSOs/g de amostra. Padrdoes de Trolox foram tratados sob as mesmas

condi¢cOes que as amostras. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

5.10. Avaliacao in vitro da atividade antibacteriana e antifiingica dos extratos de poélen

de Melipona fasciculata Smith

A avaliacdo in vitro da atividade antibacteriana e antifiingica dos extratos de pdlen foi
realizada através da determinacdo de halos de inibicdo. As andlises foram realizadas em
triplicata. Para avaliar tais atividades os microorganismos utilizados foram Streptococcus
mutans (ATCC UA159), Candida albicans (ATCC 2001) e Candida glabrata (ATCC 90028).

As amostras de extrato seco de pdlen, separadamente, foram solubilizadas em etanol a
70%, centrifugadas (5 min/10.000 rpm) e os sobrenadantes foram esterilizados por filtracao
(filtros com didmetro do poro de 0,22 um, Millipore, USA). As solucdes esterilizadas foram
mantidas em frascos estéreis a 4°C até a realizagdo dos ensaios.

A determinacdo dos halos de inibi¢do foi realizada pelo método de difusdo em agar,
aplicando-se volumes de 25 pL dos extratos, em pogos de 5 mm de diametro, em placas de
agar (FERRO et al., 2003). Os meios de cultura utilizados foram dgar Brain Heart Infusion
(BHI-DIFCO®) para Streptococcus mutans e agar dextrose Sabouraud (DIFCO®) para
Candida albicans e Candida glabrata. Foram utilizadas culturas de 24 horas de Streptococcus
mutans em caldo BHI (Brain Heart Infusion Broth - DIFCO®) e de 48 horas obtidas das
placas de dgar dextrose Sabouraud para Candida albicans e Candida glabrata. O indculo
bacteriano foi ajustado, em solugao salina estéril, utilizando-se escala 0,5 de MacFarland, que
resultou em uma suspensdo com concentracdo aproximada 108 UFC/mL. As culturas foram
semeadas nas placas, com auxilio de swab estéril. O etanol 70% foi utilizado como controle
negativo, por ser o solvente dos extratos. Para o controle positivo foi utilizado o gluconato de
clorexidina a 0,12% e o fluconazol (128 pg/mL). As placas de dgar foram incubadas em jarra
de Gaspak, em microaerofilia, incubadas a 37°C em estufa bacterioldgica por 48 horas, para
Streptococcus mutans. Os testes de sensibilidade para Candida albicans e Candida glabrata
foram realizados em aerobiose a 37°C por 24 horas. Apds o periodo de incubagdo, os halos de
inibicdo foram medidos e expressos em mm de acordo com os critérios de interpretagdo do

CLSI (CLSI, 2007).
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5.11. Analise palinolégica das amostras de pélen de Melipona fasciculata Smith
5.11.1. Preparacao laboratorial das amostras de Pélen

A metodologia utilizada na preparacdo palinolégica das amostras foi a de Barth
(1998). Separadamente, 0,5 gramas de cada amostra de pdlen, foi extraido com 15 mL de
dlcool absoluto durante 24 horas. O sedimento depositado no fundo do tubo apds a
centrifugacdo foi submetido a ebulicio com KOH (hidréxido de potdssio) a 10% em banho-
maria, durante 2 minutos e tratado por acetdlise (ERDTMAN, 1960). A amostra foi colocada
em banho ultrassdnico por 3 minutos utilizando-se tubos de pldstico especiais providos de
anel vedante e tela de nylon de malha de 5 um para eliminacdo de outros fragmentos. O
sedimento restante de dentro do tubo foi transferido para um tubo de centrifuga, lavando-se
com 4gua destilada. Em seguida foi feita a centrifugacdo e decantacdo. Adicionou-se 4cido
acético glacial ao sedimento depositado no fundo do tubo de centrifuga, permanecendo
durante uma noite.

Nesta fase, preparou-se uma lamina de microscopia do sedimento retido na tela de
aco de filtragem antes da aplicacdo da mistura de acetdlise para a observacdo de outros
materiais organicos e inorganicos (tais como a eventual ocorréncia de esporos de fungos
escuros ou fumaginas, cristais, sedimento de terra, rafides, restos vegetais, matéria organica,
graos de amido, cerdas de patas de abelhas, massa granulosa, entre outros), que pode auxiliar
na caracterizagdo geogréfica e botanica das amostras de pélen (Barth & Luz, 2003).

Em seguida o sedimento que permaneceu em acido acético foi submetido ao método
de acetdlise de Erdtman (1960) que consiste em: 1. Oxida¢do do sedimento numa mistura 32
9:1 de anidrido acético e 4cido sulfiirico em banho-maria até alcangar a temperatura de 80° C
por cerca de 1 a 2 minutos; 2. Centrifugacdo e decantagdo; 3. Lavagem em 4gua destilada por
duas vezes e em dgua-glicerinada (1:1) por uma vez, centrifugando-se e decantando-se. O
sedimento foi depositado entre lamina de microscopia e laminula com um cubinho de gelatina

glicerinada, vedando-se com parafina.

5.11.2. Anadlise palinolégica das amostras de Pélen

A avaliacdo palinoldgica das amostras de pdlen foi baseada na interpretacdo da
contagem de pelo menos 300 graos de pdlen por amostra, observados em microscopia optica
de 400 a 1000X de aumento. A estimativa das freqii€ncias relativas dos graos de polen em

cada amostra de pdlen se baseou em classes de freqii€éncia segundo Zander (apud Maurizio &
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Louveaux, 1965) em Pdlen Dominante (>45%), Pélen Acessério (15 a 45%), Pélen Isolado

Importante (3 a 15%) e Pélen Isolado Ocasional (<3%) do total contado.
5.12. Analises estatisticas

Os teores de polifendis totais e flavonoides foram expressos como média + desvio
padrdo. Na atividade antioxidante dos extratos os resultados também sido expressos como
média *+ desvio padrdo, com efici€ncia anti-radical estabelecida utilizando andlise de
regressdo linear no intervalo de confianga de 95% (p<0,05). Os resultados estdo representados
pelo valor da CEso, concentracdo efetiva 50%, e avaliados empregando andlise de varidncia
(ANOVA) one-way, seguidos do teste de Turkey, onde os valores de p < 0,05 foram
considerados significantes. Todos os dados foram analisados pelo Programa GraphPad Prism®

versdo 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego CA, EUA).

6. RESULTADOS

Os rendimentos extrativos, os teores de polifendlicos e flavonoides totais, assim como
atividade antioxidante (métodos DPPH e FRAP), estdio mostrados na Tabela 1. Os
rendimentos dos processos extrativos das amostras de pélen obtidos por maceracdo exaustiva
em etanol a 70% variaram entre 20,78-60,70%, tendo EHP 6, o extrato com maior
rendimento, cujo pélen de Melipona fasciculata € proveniente do municipio de Fernando

Falcao/Suturno, estado do Maranhio, Brasil (Tabela 1).

Os extratos EHP9, EHP8, EHP1 e EHP4 apresentaram as maiores concentracdes de
fendlicos totais, enquanto EHP7, EHP9, EHP3 e EHPS8, possuem maiores teores de

flavonoides totais.

O extrato EHP9 exibiu maior atividade antioxidante dentre os extratos analisados
pelo método de sequestro de radicais livres — DPPH, com valor de ICso de 70,73 pg/mL". No
ensaio com FRAP, também o EHP9 apresentou maior capacidade de reducao férrica com 1,27

mmol Fe**g!.
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Tabela 1. Valores dos rendimentos extrativos, teores de polifendis e flavonoides totais, atividade
antioxidante (métodos DPPH, FRAP) dos extratos de pélen de Melipona fasciculata Smith.

Extratos

Rendimento

extrativo

Polifendis totais (%)™

Flavonoides totais (%)*¢

DPPH ICs (ng/mL;

FRAP (mmol Fe**4/g)

EHPI 50.88 7,7240,92° 0,62+0,01¢ 235,3621,32° 0,1420,13
EHP2 33,68 6,0020,55* 0,60+0,01° 257,810,495 0,09£0,0120
EHP3 44,55 5,890,52° 0,68+0,01° 335,880,800 0,220,05
EHP4 50,22 6,46£0,57° 0,60+0,03 398,74+1 34 0,29+0,01
EHPS 54.93 5,9220,10° 0,59:0,02b 195,6620,07¢ 0,200,040
EHP6 60.70 4,98+0,20° 0,60+0,02 298,0220,615¢ 0,270,154
EHP7 44,40 5,40,34° 1,10£0,01¢ 231,67+1,27¢ 0,380,030
EHP8 21,93 11,1620,29° 0,670,034 319,550,420 0,490,322
EHPY 20,78 14,66£1,41¢ 0,740,019 70,7340,01¢ 1,2740,12¢

EHP1, extrato hidroalcodlico de pélen de Melipona fasciculata Smith, Palmeirandia/Ilha de Sao Jodo Donato(1);
EHP2, extrato hidroalcodlico de pélen de Melipona fasciculata Smith, Palmeirandia/llha de Sao Jodo Donato(2);
EHP3, extrato hidroalcodlico de pélen de Melipona fasciculata Smith, Palmeirandia/Cauacu; EHP4, extrato
hidroalcodlico de pélen de Melipona fasciculata Smith, Fernando Falcao/Moxoté; EHPS, extrato hidroalcodlico
de pélen de Melipona fasciculata Smith, Fernando Falcao/Suturno (1); EHP6, extrato hidroalcodlico de pdlen de
Melipona fasciculata Smith, Fernando Falcao/Suturno (2); EHP7, extrato hidroalcodlico de pdlen de Melipona
fasciculata Smith, Embrapa/Belém; EHPS, extrato hidroalcodlico de pélen de Melipona fasciculata Smith, Sao
Francisco do Pard; EHP9, extrato hidroalcodlico de pélen de Melipona fasciculata Smith, Ilha das Ongas; (a)
Resultados expressos como médias + desvio padrdo dos ensaios de avaliagdo quantitativa para polifendis totais e
flavonoides totais nos extratos de pélen de Melipona fasciculata Smith (n:3), (b) expresso como equivalente de
dcido gélico; (c) expresso como equivalente de quercetina. DPPH, o radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo; FRAP -
ferric reducing antioxidant power;. Letras diferentes na mesma coluna indicam uma diferenca significativa
(Teste de Tukey, p< 0,05).

Andlises dos nove extratos de pdlen por CG/EM estdo dispostos na Tabela 2. A
identificacdo dos componentes foi baseada na comparacdo de seus espectros de massas

disponiveis no Software NIST AMIDS 2.0 e expectros de massas descritas na literatura.
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Tabela 2. Composicdo quimica dos extratos de pdlen de Melipona fasciculata Smith de
diferentes regides do estado do Maranhdo e Para.

Classes de
compostos

Substincias quimicas?

Extratos (EHP)

EHP-1

EHP-2

EHP-3

EHP-4

EHP-5

EHP-6

EHP-7

EHP-8

ITC (%)®

Acidos graxos

Acido butandlico
Acido etanediéico
Acido glucanéico
Acido hexadecanéico
Acido linoleico
Acido octadecatrienéico
Acido pentanediGico
Acido propanoico
Acido 2-propendico

1,18
1,85
0,85

3,64

3,45
2,95

18,10

12,76
17,12
0,91

Acidos fendlicos

Acido cindmico
Acido gilico

Acidos orgénicos

Acido glucénico
Acido litico

10,66

Aminoacidos

Alanina
Prolina
Valina

Agucares/
(Alcoois)

Adonitol

Dulcitol
Fucitol
Fructofuranose
Fructopiranose
Frutose
Galactose
Galactitol
Glicopiranose
Glucitol
Inosose
Lactose
Maltitol
Manobiose
Melibiose
Pentitol
Pinitol
Ribitol
Sorbopiranose
Tagatopiranose
Xylitol
Inositol

81,

(=]

B

0,70

1,85

2,75

Triterpenos

B — Amirina

1,85

1,07

2 Os nomes dos constituintes sem os trimetilsilil (TMS) substituintes;

b

fons corrente totias; EHP1, extrato

hidroalcodlico de pdlen de Melipona fasciculata Smith, Palmeirandia/Ilha de Sao Jodo Donato(1); EHP2, extrato

hidroalcodlico de pdlen de Melipona fasciculata Smith, Palmeirandia/Ilha de Sao Jodo Donato(2); EHP3, extrato

hidroalcodlico de pélen de Melipona fasciculata Smith, Palmeirandia/Cavuacu; EHP4, extrato hidroalcodlico de

pélen de Melipona fasciculata Smith, Fernando Falcdo/Moxoté; EHPS, extrato hidroalcodlico de pdlen de

Melipona fasciculata Smith, Fernando Falcao/Suturno (1); EHP6, extrato hidroalcodlico de pélen de Melipona

fasciculata Smith, Fernando Falcao/Suturno (2); EHP7, extrato hidroalcodlico de pélen de Melipona fasciculata

Smith, Embrapa/Belém; EHP8, extrato hidroalcodlico de pdlen de Melipona fasciculata Smith, Sdo Francisco do

Pard; EHP9, extrato hidroalcodlico de pdlen de Melipona fasciculata Smith, Ilha das Ongas.

Os constituintes quimicos das classes dos dcidos graxos, dcidos organicos, agucares,

aminodcidos, dcidos fendlicos e triterpenos predominaram nos extratos.

Os extratos ativos EHP3, EHP5 e EHPY foram submetidos as analises de CLAE/UV-

Vis (254 nm) cujos cromatogramas estao dispostos na figura 3.
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Figura 3. CLAE/UV cromatogramas dos extratos hidroalcodlicos de pélen; EHP3= extrato hidroalcodlico de pélen
obtido de material proveniente do meliponario do municipio de Palmeirdndia, Maranhdao; EHP5= extrato
hidroalcodlico de pdlen obtido de material proveniente do melipondrio do municipio de Fernando Falcdo, Maranhio;
EHP9= extrato hidroalcodlico de pdlen obtido de material proveniente do melipondrio de Sdo Francisco das Oncas,

Para.
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As andlises dos cromatogramas revelam composi¢cdo quimica correspondente a

compostos flavonicos, flavonicos glicosilados e compostos fendlicos.

Os extratos EHP1 a EHP6 foram submetidos a LC/EM/EM e as substancias quimicas
estdo dispostas na Tabela 3. A tabela sumariza a tentativa de identificacio dos compostos

quimicos, seus tempos de retencdo, bem como seus fragmentos originados.

Tabela 3. Tentativa de identificacdo de substancias quimicas em pdlen de Melipona fasciculata
Smith por CLAE-DAD-ESI-MS/MS.

EHP 1 TR (min.)  Substéncias identificadas [ M -H] (m/z) Fragmentos MS/MS (m/z)
1 38.8 Isoramenetina 315.5 314.7
2 41.7 Kamferol 286.5 284.7
3 42,9 Cirsiliol 332.5 330.8

EHP 2 TR (min.)  Substéncias identificadas [ M -H] (m/z) Fragmentos MS/MS (m/z)
2 38.3 Kampferol 286.6 284.7

EHP 3 TR (min.)  Substéncias identificadas [ M -H] (m/z) Fragmentos MS/MS (m/z)
1 5 Glucitol 183.5 181.6
2 30.1 Quercetrina 448 300.7
3 34.4 Afzelina 433.7 285.7,431.8

EHP 4 TR (min.)  Substéncias identificadas [ M -H] (m/z) Fragmentos MS/MS (m/z)
4 5.2 Acido gluconico 195.1 128.7, 176.5
1 42.2 Isoramenetina 35.3 314.7
5 25.2 Tilirosideo 594.6 592.8,284.2
6 37.4 N1 ,N5 ,N10-tri-p-(E,E,E)- 582.7 342.3;462.0

coumaroylspermidina

EHP 5 TR (min.)  Substancias identificadas [M-H] m/z) Fragmentos MS/MS (m/z)
7 24.5 Isoramenetina 3-0-rutinosideo 623.5 315
8 37.4 Hidroxysaffor yellow 612.6 4717,492.1

EHP 6 TR (min.)  Substancias identificadas [ M -H] (mfz) Fragmentos MS/MS (m/z)
2 36.7 Kamferol 593.6 284.7
1 41.6 Isoramnetina 315.5 314.7

TR, tempo de retn¢do; [ M - H]" (m/z), ion molecular; EHP1, extrato hidroalcodlico de pélen de Melipona
fasciculata Smith, Palmeirandia/llha de Sdo Jodo Donato (1); EHP2, extrato hidroalcodlico de pélen de Melipona
fasciculata Smith, Palmeirandia/llha de Sao Jodo Donato (2); EHP3, extrato hidroalcodlico de pélen de Melipona
fasciculata Smith, Palmeirandia/Cauagu; EHP4, extrato hidroalcodlico de pélen de Melipona fasciculata Smith,
Fernando Falcao/Suturno; EHPS, extrato hidroalcodlico de pélen de Melipona fasciculata Smith, Sdo Francisco do

Pard; EHP6, extrato hidroalcodlico de pdlen de Melipona fasciculata Smith, Ilha das Ongas.

Avaliagdo in vitro da atividade antibacteriana e antifungica dos extratos EHP1 a EHP
9 estdao dispostos na tabela 4, onde avaliamos agdo dos extratos de pdlen em diferentes
concentragdes para os microorganismos Steptococcus mutans, Candida albicans e Candida

glabrata.

Dentre os microorganismos avaliados, observou-se que Streptococcus mutans foi o
mais sensivel, tendo seu crescimento inibido por seis extratos de polen. Os melhores
resultados foram obtidos com os trés extratos de podlen oriundos do municipio de
Palmeirandia-MA (EHP1, EHP2 e EHP3), os quais impediram o crescimento bacteriano em

uma concentracdo de 100mg/mL. O EHP 9, também inibiu o crescimento, porém em
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concentracdao de 500 mg/ mL, o que ndo aconteceu com 0 mesmo extrato na concentragdo de

100mg/mL.

Tabela 4: Atividade in vitro dos extratos de pdélen contra Streptococcus mutans, Candida
albicans e Candida glabrata

Extratos de Concentracao Inibicao de halo em mm
polen
S. mutans C.albicans C. glabrata
EHP1 100mg/mL 9 0 0
EHP2 100mg/ mL 9,3 0 0
EHP3 100mg/ mL 8 0 0
EHP4 100mg/ mL 0 0 0
EHP5 100mg/ mL 7,5 0 0
EHP6 100mg/ mL 0 0 0
EHP7 100mg/ mL 0 0 0
EHPS.1 100mg/ mL 0 0 0
EHP8.2 500mg/ mL 8 0 0
EHP9.1 100mg/ mL 0 0 0
EHP9 .2 500mg/ mL 10,6 9,7 8,7
Fluconazol 0,128ug/ mL - 12,8 12,3
Clorexidina 0,12% 24,5 14 16,8
Alcool etilico 70% 0 0 0

-: Nao testado para S. mutans. EHP1, extrato hidroalcodlico de pélen de Melipona fasciculata Smith, Palmeirandia/Ilha
de Sao Jodo Donato(1); EHP2, extrato hidroalcodlico de pdélen de Melipona fasciculata Smith, Palmeirandia/Ilha de Sao
Jodo Donato(2); EHP3, extrato hidroalcodlico de pélen de Melipona fasciculata Smith, Palmeirdndia/Cauagu; EHP4,
extrato hidroalcodlico de pdlen de Melipona fasciculata Smith, Fernando Falcao/Moxot6; EHPS, extrato hidroalcodlico
de pélen de Melipona fasciculata Smith, Fernando Falcao/Suturno (1); EHP6, extrato hidroalcodlico de pdlen de
Melipona fasciculata Smith, Fernando Falcao/Suturno (2); EHP7, extrato hidroalcodlico de pdlen de Melipona
fasciculata Smith, Embrapa/Belém; EHPS, extrato hidroalcodlico de pélen de Melipona fasciculata Smith, Sao

Francisco do Pard; EHP9, extrato hidroalcodlico de pélen de Melipona fasciculata Smith, Ilha das Oncas.

Na avaliagdo palinolégica identificou-se um total de cinquenta e quatro tipos
polinicos, distribuidos em dezesste familias, trinta e trés géneros e seis tipos ndo identificados

( Tabela 5).
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Tabela 5. Ocorréncia e freqii€ncia dos tipos polinicos mais encontrados no pélen de Melipona
fasciculata nos municipios de Palmeirandia e Fernando Falcdo, no estado do Maranhdo e de
amostras do estado do Para.

Amostras P1| P2 |P3 (P4 (PS5 |[P6 |P7 | P8

Tipos polinicos

Anarcadiaceae
Mangifera sp.
Spondias sp.
Arecaceae

Elaeis sp.

tipo Arecaceae sp.1
tipo Arecaceae sp.2
tipo Arecaceae sp.3
Asteraceae

tipo Asteraceae sp. 1
tipo Asteraceae sp.2
Clusiaceae

Vismia SP
Combretaceae
Combretum sp.
Cyperaceae
Cyperus sp.

tipo Cyperaceae
Fabaceae
Centrosema sp.
Chamaecrista sp.1
Chamaecrista sp.2
Dioclea sp.

Inga sp.

Mimosa caesalpiniifolia

Mimosa pudica

=)

Mimosa sp.1
Mimosa sp.2
Sckankia sp.
Senna alata
Senna sp.1
Senna sp.2

Tachigalia sp.
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Tabela 5. Ocorréncia e freqiiéncia dos tipos polinicos mais encontrados no pdlen de
Melipona fasciculata nos municipios de Palmeirandia e Fernando Falcao, no estado do
Maranhao e de amostras do estado do Para (continuagao).

Flacourtiaceae
Banara sp.
Lamiaceae
Hyptis sp.
Malpighiaceae
Byrsonima sp.
Melastomataceae
Clidemia SP
Miconia sp.
Mouriri sp.
Mouriri sp.2
Tibouchinia sp.1
Tibouchinia sp.2
Myrtaceae
Eucalyptus sp.
Eugenia sp.1
Eugenia sp.2
Eugenia sp.3
Eugenia sp.4
Eugenia sp.5
Myrcia sp.1
Mpyrcia sp.2
Syginium sp.
Ochnaceae
Ouratea sp.1
Ouratea sp.2
Pontederiaceae
Pontederia sp.
Rubiaceae
Borreria sp.
Tipo Rubiaceae
Solanaceae
Solanum sp.1
Solanum sp.2
Solanum sp.3
Solanum sp.4
Turneraceae

Turnera sp.
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D = pdlen dominante (>45%), A = pdlen acessério (15 a 45%), I = pdlen isolado importante (3 a 15%), O =
pélen isolado ocasional (<3%). Amostras do municipio de Palmeirandia: P1, P2; Amostras do municipio de

Fernando Falcao: P3, P4, PS5 Amostras do estado do Para: P6, P7, PS.

7. DISCUSSAO

Na literatura sdo escassos os dados sobre os teores de fendlicos e flavonoides totais

e acdo antioxidante de pdlen acumulado por abelhas sem ferrdao, notadamente em espécies do
género Melipona.

Os teores de fendlicos totais para os extratos hidroalcodlicos de pdlen de

Melipona fasciculata Smith variaram entre 4,98 — 14,66% destacando o extrato EHP 9 com os

maiores teores (Tabela 2). Os teores de flavonoides totais variaram entre 0,59 — 1,10%, com

destaque para o EHP7 com os maiores teores (Tabela 2). Nota- se que houve diferenca

estatistica (p< 0,05) entre as amostras, tanto para os compostos fendlicos quanto para os

flavonoides, com destaque ao EHP 9 que apresentou os melhores teores, exceto para os

flavonoides.

Neves; Alencar e Carpes (2009) analisaram extratos etandlicos de pdélen apicola
oriundos do Nordeste e Sudeste do Brasil e encontraram variacdo de 6,9 mg a 13,78 mg para
fendlicos e 3,46 mg a 6,87 mg para flavonoides, ja Negri et al. (2011) para a mesma classe de

compostos porém em amostras do Sudeste brasileiro os valores variaram de 1,6 a 2,3 mg.

Morais et al. (2011), utilizando extratos hidrometandlicos de pdlen apicola em

amostras oriundas de Portugal encontraram valores que variaram entre 10,5 mg e 16,8 mg

EAG/s.

De modo geral, os diferentes teores de compostos fendlicos em amostras de pdlen
apicola entre os estudos mencionados, podem estar associados a sua caracteristica botanica e

origem geogréfica da planta visitada pelas abelhas.

A legislacdo brasileira possui pardmetros de qualidade e identidade para o pdlen

apicola (BRASIL, 2001), mas para o pdlen de abelhas sem ferrdao ndo ha legislagao.

Sabe-se que os compostos fendlicos, especialmente, flavonoides podem contribuir
diretamente com a atividade antioxidante, devido ao seu poder devido as suas propriedades

redox, que lhes permitem atuar como agentes redutores, doadores de hidrogénio e oxigénio

singleto (NEGRI et al., 2011).
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As atividades antioxidantes dos extratos hidroalcodlicos de pdlen de Melipona
fasciculata Smith foram avaliadas por dois ensaios quimicos, 2,2-difenil-1-picril-hidrazila
(DPPH") e o ensaio da capacidade redutora de ferro (FRAP). Nos ensaios com DPPH a
atividade antioxidante foi expressa em termos de ICso, ou seja, a concentragdo minima
necessdria para o antioxidante reduzir em 50% o DPPH inicial da reacdo no tempo em que o
extrato atingiu a estabilidade. Quanto menor o seu valor, maior é a capacidade antioxidante in
vitro dos extratos (KULISIC; DRAGOVIC-UZELAC; MILOS, 2006). Os extratos
hidroalcodlicos de pdélen também foram avaliados quanto a sua atividade antioxidante pelo
método FRAP, que é o método da redugdo do ferro. Neste método avalia-se o potencial de um
antioxidante em reduzir o Fe’* em Fe?* na presenca de TPTZ, que em condicdes 4cidas é

acompanhada pela forma¢dao de um complexo azul intenso (RUFINO et al., 2006).

Entre os extratos, EHP 9 ( 1,27 mmol FeSO4/g) reduziu maior quantidade de Fe*

em Fe?*.

Os resultados indicaram que o EHP 9 possui atividade antioxidante, possuindo
também os maiores teores de compostos fendlicos (14,66 mgEAG/g). Esses resultados
sugerem que os compostos fendlicos presentes neste extrato estdo relacionados a agdo

antioxidante.

Silva et al. (2006; 2009) demonstraram acao antioxidante (DPPH) em extratos de
pélen de Melipona subnitida Drecke com ECso de 104,1 ug/mL para o extrato etandlico e ICs
de 15,3 pg/mL para fracdo acetato de etila do respectivo extrato. O EHP9 (ECso de 70,73

pg/mL) apresentou maior ag¢do antioxidante que pélen de Melipona subnitida.

Resultados na literatura com pdlen apicola, mostram-se valores abaixo dos
resultados de atividade antioxidante com pdlen de Melipona fasciculata Smith, dentre esses
trabalhos podemos citar Morais et al. (2011), que analisaram cinco amostras de pdlen apicola
(Apis mellifera) de diferentes parques naturais de Portugal onde os valores de ICsp variaram
de 2160 a 5870 pg/mL. Superiores também as amostras de pélen da Regido Sul do Brasil, os
valores de ICso variaram de 810 a 4690 pg/mL, com um valor médio de 1920 pg/mL, sendo
que as amostras de polen oriundas de Unido da Vitoria-PR coletadas em 2007 apresentaram
valor de ICso de 1180 a 4030 pg/mL (CARPES et al., 2008), Graikou et al. (2011) em extrato

metandlico de pdlen apicola grego encontrou valor ICso 181,4 pg/mL.

Dados de acdo antioxidante (FRAP) de pdlen apicola como de Leblanc et al. (2009)

analisaram seis extratos etanolicos de pdlen apicola dos Estados Unidos com valor médio de
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1,53 mmol FeSO4/g. J4& Marghitas et al., (2009) ao avaliar doze extratos metandlicos de pdlen

apicola da Transilvania, constataram valores de FRAP entre 0,255 a 5,355 mmol FeSO4/g.

A atividade antioxidante dos polifendlicos estd relacionada as suas propriedades
redox, que pode desempenhar um papel importante na neutralizacdo dos radicais livres
(NIJVELDT et al., 2001). Estudos realizados por Almaraz-Abarca et al., (2004) e Morais et
al. (2011) demonstraram que a composicdo de polifendis de pdélen pode ser um fator

fundamental para sua qualidade.

Das duas amostras de pdlen coletadas do municipio de Fernando Falcio - MA
apenas o EHPS5 foi eficiente contra S. mutans na concentracdo de 100mg/mL e, apesar da
mesma origem da amostra EHP4, a coleta foi feita em localidades distintas do mesmo
municipio e em épocas diferentes, o que sugere uma variacdo na composi¢ao quimica dessas
amostras. Liberio et al., (2011) comprovou atividade antibacteriana em amostras de

geopropolis de Melipona fasciculata.

O extrato de pdlen coletado em Sao Francisco do Pard - PA foi testado em
concentragdes que variaram de 100 mg/mL a 500 mg/mL com atividade antibacteriana apenas
nessa ultima concentragao (EHP 8.2). O EHP 9 (amostra de Ilha das Oncas — PA), o halo
aumentou a medida que se aumentou a concentracdo de 100mg/mL (EHP9.1) para 500mg/mL

(EHP9.2), sugerindo uma provdvel atividade dose-dependente.

Esse extrato (EHP 9), por sua vez, foi o tnico com atividade antifingica (Candida
albicans e Candida glabrata) apenas na maior concentracio e também apresentou os maiores
halos dentre todos os extratos estudados. Vale ressaltar, que esse mesmo extrato, apresentou
os melhores resultados para avaliacdo antioxidante e maiores teores de polifendis totais, dessa
forma, podendo, assim, a atividade antifiingica e antibacteriana, estar relacionada a essa classe

de compostos.

Carpes et al, (2007), avaliaram a atividade antimicrobiana contra 9
microrganismos, incluindo entre eles S. mutans, ndo encontrou nenhuma atividade inibitdria.
Em contrapartida, Basim et al., (2006) ao avaliar atividade antimicrobiana do podlen da
Turquia contra 13 microrganismos fitopatogénicos, encontrou zonas de inibi¢do variando de
acordo com a concentracdo de extrato polinico utilizado. Nessa pesquisa, Agrobacterium
tumefaciens fol o mais sensivel a concentragdo de 0,2% (m/v) e cada microrganismo se

comportou de forma diferente, demonstrando que o efeito antimicrobiano do extrato de pdlen
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varia de acordo com a espécie avaliada. Ainda nessa avaliagc@o, a concentragdao de 0,01 % nao

impediu o crescimento das cepas.

Arruda et al., (2013) testaram as propriedades bioldgicas do pélen apicola de Cocus
nucifera e encontraram uma maior resisténcia de Candida albicans se comparada com
Staphylococcus epidermis. Infeccdes por Candida ssp resistentes a antifingicos do grupo dos
azois tem aumentado o que sugere o desenvolvimento de estratégias para o desenvolvimento

de novos farmacos antifingicos (CARPES et al., 2007).

Observamos que os perfis cromatograficos dos extratos de pélen sdo distintos entre
os extratos, justificando a composi¢do quimica dos mesmos estd diretamente relacionada as
espécies botanicas utilizadas pela abelha, considerando que as amostras de pdlen sdo de

ambientes ecologicamente diferentes.

Os constituintes quimicos dos extratos de pélen foram identificados por CG/EM e
estdo descritos na Tabela 2, predominando os dcidos graxos, aminoécidos, dcidos fendlicos e
acucares sao as classes de compostos quimicos presentes nos extratos analisados. Presenca de
acucares, aminodcidos e minerais foram descritos para o pélen de Melipona subnitida (SILVA
et al., 2014). A presenca de carboidratos, dcidos graxos e aminodcidos em pdlen apicola sdo

bem descrita (KAMOSINKA-VASSEC et al., 2015).

Considerando que as andlises por CG/EM nao evidenciaram os polifendis presentes,
os extratos foram analisados por LC/EM/EM, os quais foram tentativamente identificados,
conforme tabela 3. Nos extratos EHP1, EHP2 e EHP3 de pdlen provenintes dos municipios de
Palmeirandia, no estado do Maranhdo, identificaram-se os flavonoides canferol,

isoramenetina, afzelina, quercetrina, cirsiliol, derivados de cirsiliol.

No extrato EHP4 com pdélen proveniente do municipio de Fernando Falcdo, no
estado do Maranhdo, foram identificados isoramenetina, quercetrina, tilirosideo, &cido
gluconico, glucitol. Nos extratos EHPS, EHP6 com pdlen proveniente do estado do Para,
foram identificados isoramenetina-3-O-rutinosideo, isoramenetina, canferol, hydroxyssaffor
yellow A. As substancias identificadas sdo flavonoides e flavonoides mono e diglicosilados.
Ressalta-se que os flavonoides afzelina, cirsiliol, tilirosideo, hydroxyssaffor yellow A sdo
flavonoides glicosilados, a luz do nosso conhecimento sdo reportados pela primeira vez no

polen de Melipona fasciculata Smith.

Isoramenetina e canferol sdo flavonoides j4 encontrados em pdlen de Melipona

rufiventris (SILVA et al., 2009). Compostos fendlicos encontrados nos extratos possuem
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diferentes atividades bioldgicas como antioxidante, antiproliferativa, antibidtico, dentre outras
(GRAIKOU et al., 2011; MEDEIROS et al., 2008), o que sugere possivel bioatividade do

polen de Melipona fasciculata Smith.

A variabilidade dos constituintes quimicos do pdlen nos extratos analisados indicam
a relacdo com as fontes vegetais utilizadas pela Melipona fasciculata, para coleta de resinas,
que pode variar de acordo com os materiais vegetais disponiveis na regido e necessidades da
colméia. Dessa forma, na tentativa de identificar as espécies vegetais utilizadas pela Melipona

fasciculata Smith foi realizada a avaliacdo palinolégica das amostras de pdlen.

Nas amostras, a familia com maior representatividade foi Fabaceae, com quatorze
tipos polinicos (Centrosema sp., Chamaecrista sp.1, Chamaecrista sp.2, Dioclea sp., Inga
sp., Mimosa caesalpiniifolia, Mimosa pudica, Mimosa sp.1, Mimosa sp.2, Sckankia sp., Senna
alata, Senna sp.1, Senna sp.2, Tachigalia sp.). Myrtaceae, com nove tipos polinicos
(Eucalyptus sp., Eugenia sp.1, Eugenia sp.2, Eugenia sp.3, Eugenia sp.4, Eugenia sp.5,
Myrcia sp.1, Myrcia sp.2, Syginium sp.). As familias Clusiaceae, Combretaceae,
Flacourtiaceae, Lamiaceae, Malpighiaceae, Pontederiaceae foram representadas no espectro

com um tipo polinico apenas.

Representatividade alta como pdlen dominante (D, mais de 45% do total de grao de
pélen contados) foi encontrada nas amostras de polen de Melipona fasciculata para os tipos
polinicos: Mimosa pudica, Clidemia sp. em Palmeirandia; Senna sp2 no Para; Eugenia sp. em

Moxotd; Mouriri em Fernando Falcdo e Para.

Como observado, as familias botanicas mais representativas no que diz respeito ao
nimero de tipos polinicos presentes nas amostras foram Fabaceae e Myrtaceae, duas familias
com grande riqueza de espécies na drea do semidrido, e também com grande potencial
meliponicola (SANTOS et al., 2005; SANTOS, 2006). Tipos polinicos relacionados ao
género Mimosa, pertecentes a familia Fabaceae, sdo importantes para a dieta de abelhas
meliponicolas em areas da caatinga. Muitos estudos indicam contribui¢do dessa familia para
produtos meliponicolas no Brasil (CARVALHO et al., 2001; ALVES et al., 2006; NOVAIS
et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2010).

A preferéncia de espécies de Melipona na busca de recursos poliniferos em
espécies das familias Arecaceae, Myrtaceae, Melastomataceae e Solanaceae € reconhecida

(CARVALHO et al, 2001; LUZ et al., 2011), o que corrobora com os nossos estudos, uma
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vez que tipos polinicos pertencentes a essas familias foram encontrados em amostras de pdlen

de regides e estados diferentes.

Nas amostras de pdlen foram observadas tipos polinicos caracteristicos de mata
atlantica (Myrcia), vegetacdo espontanea de dreas campestres (Hyptis, Mimosa pudica),
plantas de dreas imidas e alagadas (Pontederia sp., Mimosa caesalpiniifolia, Mouriri), cultivo

(Eucalyptus) (PEIXOTO et al., 2004; MENEZES et al., 2005; AFONSO et al., 2007).

Mimosa pudica € planta polinifera que ocorre por todo o Brasil cujo pdlen é
coletado pelas abelhas (D()REA et al., 2010), aparecendo também no mel (BARTH, 2004;
MARTINS et al., 2011). MARTINS et al. (2011) identificou que o tipo polinico Mimosa
pudica dominou no mel de Melipona fasciculata coletado do municipio de Palmeirandia.
Estudos fitoquimicos com Mimosa pudica revelam a presenga de flavonoides glicosilados,
terpenos, dcidos graxos € mimosine um raro aminodcido ndo proteico (NAIR et al., 2007;

AHMAD et al., 2012).
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8. CONCLUSAO

Os resultados demonstraram que os extratos hidroalcodlicos de pdlen de Melipona
fasciculata Smith provenientes do Maranhdo e Pard, apresentaram atividade antioxidante, a
qual pode estar relacionada com os teores de polifenélicos encontrados nesses extratos. Além
da atividade antioxidante, os extratos foram avaliados quanto a atividade microbiolégica e

ficou constatada atividades antiftingica e antibacteriana.

O pdlen de Melipona fasciculata Smith por 4cidos graxos, acidos organicos,
acidos fendlicos, agucares, aminodcidos, flavonoides, flavonoides glicosilados. Ressalta-se
pela primeira vez a presenga de cirsiliol, afzelina, tilirosideo, hydroxisaffor yellow e

isoramenetina 3-O-rutinosideo em pdlen de Melipona fasciculata.

A variabilidade quimica nos extratos estd relacionada com as fontes vegetais
utilizadas pela abelha Melipona fasciculata para coleta de resinas, que pode variar de acordo
com o material vegetal disponivel na regido e necessidades da colméia. A avaliacdo botanica
palinolégica do pdélen demonstrou o pélen dominante de Mimosa pudica, espécies de Senna e
Mouriri, esses resultados sugerem um comportamento de forragem especifico exibido pela
abelha Melipona fasciculata, mesmo em ambientes ricos em diversidade vegetal no estado

Maranhdo e do Para.

Os resultados obtidos demonstram ac¢@o antioxidante e antimicrobiana e que as
substancias fendlicas podem estar relacionadas a essas atividades. Os dados podem contribuir
como parametros quimicos e biolégicos de fixacdo de identidade e qualidade do pdlen
acumulado por Melipona fasciculata cultivadas nos municipos Palmeirandia, Fernando Falcao
no estado do Maranhdo e Par4, contribuindo para futura legislagdo de produtos de abelhas sem
ferrdo, considerando que a falta de legislacdo limita o aproveitamento de produtos

meliponicolas.

Os dados quimicos e bioldgicos podem contribuir para produc¢do comercial de

produtos de uso alimentar e farmacéutico de pélen de Melipona fasciculata.
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