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RESUMO

O podlen de abelhas tem se destacado devido as suas caracteristicas nutricionais ¢ funcionais, sendo
considerado um excelente suplemento dietético com possivel uso comercial como ingrediente, em
formulagdes de alimentos, cosméticos e em aplicagdes biomédicas. No entanto, sua utilizagdo em
nivel industrial ainda ¢ ecassa devido a variabilidade em sua composi¢do botanica, geografica e
fisico-quimica. Sendo assim, torna-se essencial conhecer os aspectos relacionados a sua obtencao
para melhorar sua aplicagdo como ingrediente ou para simplesmente ofertar ao consumidor um
produto com composi¢do menos variavel. Portanto, ¢ essencial identificar os fatores que afetam a
composi¢do botanica, como comportamento de forrageamento de diferentes espécies de abelhas e
a sazonalidade que podem influenciar na colora¢io e na composi¢ao de quimica do pdlen de abelha
para garantir sua qualidade nutricional. Desta forma, nesta tese foram aplicadas técnicas de analise
multivariada e de visdo computacional a dados de analise polinica e de composigao fisico-quimica
de polen de abelhas Apis mellifera e sem ferrdo. A analise de rede demonstrou que as abelhas sem
ferrdo Melipona quadrifasciata, Melipona marginata e Scaptotrigona bipunctata, devido as
variagOes sazonais e fatores abidticos, coletaram amostras de polen monoflorais de plantas das
familias Myrtaceae, Euphorbiaceae e Fabaceae. As abelhas Apis mellifera e Tetragona clavipes
apresentaram um comportamento mais generalista de forrageamento de polen, coletando amostras
heteroflorais na maioria das estacdes do ano. Os resultados dos modelos lineares generalizados
mostraram que os fatores 'espécie de abelha' e 'esta¢do do ano' afetam a quantidade e os tipos de
polen coletados pelas abelhas. Para avaliar como o comportamento de forrageamento de diferentes
espécies de abelhas e a sazonalidade podem afetar a coloragao do polen de abelha, uma ANOVA
de fatores aninhados foi aplicada a dados de cor instrumental de amostras coletadas pelas espécies
de abelha Apis mellifera e de abelhas sem ferrdo ao longo de quatro estagdes do ano. Os resultados
da ANOVA demonstraram que a colora¢do do polen de abelha tem maior contribui¢do da espécie
de abelha, mas pode ser influenciada também pela sazonalidade e flora caracteristica da regido
produtora. Além disso, foram observadas correlagdes significativas entre as coordenadas de cor
L* a* e b* que podem estar associadas a contribui¢do predominante de determinadas espécies
vegetais em virtude da disponibilidade da flora da regido produtora e do hdbito de forrageamento
das espécies de abelhas. Este estudo explorou também o potencial da combinagdo do
processamento digital de imagens com o aprendizado de maquina para o desenvolvimento de uma
metodologia analitica rapida, barata e ambientalmente amigéavel para a determinacdo de proteina
bruta em polen de abelha. Imagens digitais das amostras de polen de abelha foram obtidas por uma
camera de um celular smartphone com iluminagdo controlada e os canais RGB e histogramas de
cor foram extraidos por softwares especificos de uso livre. Os teores de proteina bruta foram
determinados pelo método padrao de Kjeldahl e em combinagdo com as informagdes das imagens
digitais foram utilizados para gerar o modelo preditivo a partir da aplicacdo do algoritmo Floresta
Randdmica, o qual mostrou um bom desempenho e capacidade preditiva (R? = 80,93 %; RMSE
(raiz quadrada média do erro) = 1,49 % e MAE (erro absoluto médio) = 1,26 %). A metodologia
analitica desenvolvida para analise de proteina bruta pode ser considerada verde, sendo uma
excelente alternativa aos métodos convencionais de analise pois ndo emprega reagentes e solventes
toxicos, apresenta eficiéncia energética, faz uso de instrumentacdo de baixo custo, ¢ robusta e
precisa. Os resultados alcangados nesta tese demonstram a importincia de se reconhecer as
caracteristicas da regido de producdo (condi¢des climdticas, plantas disponiveis para as abelhas,
tipo e quantidade de flores) e o comportamento de forrageamento de polen pelas diferentes
espécies de abelha. Estas informagdes podem ser usadas para estabelecer as melhores praticas de
manejo das abelhas para a obtengao de polen de abelha monofloral e heterofloral e com coloragao
mais uniforme, contribuindo para o desenvolvimento da apicultura e meliponicultura nacional.
Além disso, o desenvolvimento e a validagdo da metodologia para a analise de proteina bruta
combinando o processamento digital de imagens e aprendizado de maquina pode ser facilmente



implementada na analise de rotina em laboratorios de controle de qualidade de produtos derivados
de abelhas, contribuindo para a garantia da qualidade alimentar e consequentemente para as futuras
aplicagdes comerciais do polen de abelha.

Palavras-chave: origem botanica, proteina bruta, coloracdo, espécie de abelha, sazonalidade,
Analise de Rede, analise polinica, processamento digital de imagens, aprendizado de maquina,
metodologia ambientalmente amigavel.



ABSTRACT

Bee pollen has stood out due to its nutritional and functional characteristics, being considered an
excellent dietary supplement with possible commercial use as an ingredient in food formulations,
cosmetics, and biomedical applications. However, its utilization on an industrial level is still
limited due to variability in its botanical, geographical, and physicochemical composition.
Therefore, it is essential to understand aspects related to its collection in order to enhance its
application as an ingredient or simply to offer consumers a product with less variable composition.
Hence, it becomes essential to identify factors affecting the botanical composition, such as
foraging behavior of different bee species and seasonality, which can influence the coloration and
chemical composition of bee pollen to ensure its nutritional quality. In this thesis, multivariate
analysis and computer vision techniques were applied to data on pollen analysis and the
physicochemical composition of Apis mellifera and stingless bee pollen. Network analysis
demonstrated that stingless bees Melipona quadrifasciata, Melipona marginata, and
Scaptotrigona bipunctata, due to seasonal variations and abiotic factors, collected monofloral
pollen samples from plants of the Myrtaceae, Euphorbiaceae, and Fabaceae families. Bees Apis
mellifera and Tetragona clavipes exhibited a more generalized pollen foraging behavior, collecting
heterofloral samples in most seasons of the year. Results from the Generalized Linear Models
showed that the 'bee species’ and 'season’ factors affect the quantity and types of pollen collected
by bees. To assess how the foraging behavior of different bee species and seasonality can affect
the coloration of bee pollen, a nested factors ANOVA was applied to instrumental color data from
samples collected by Apis mellifera and stingless bees throughout four seasons of the year.
ANOVA results demonstrated that the coloration of bee pollen is primarily influenced by the bee
species, but it can also be influenced by seasonality and the characteristic flora of the producing
region. Furthermore, significant correlations were observed between the L* a* and b* color
coordinates, which could be associated with the predominant contribution of specific plant species
due to the availability of flora in the producing region and foraging habits of bee species. This
study also explored the potential of combining digital image processing with machine learning for
the development of a rapid, cost-effective, and environmentally friendly analytical methodology
for determining crude protein contents in bee pollen. Digital images of bee pollen samples were
obtained using a smartphone camera with controlled lighting, and RGB channels and color
histograms were extracted using specific open-source software. Crude protein content was
determined using the standard Kjeldahl method, and in combination with digital image
informations, it was used to generate a predictive model through the Random Forest algorithm,
which exhibited good performance and predictive ability (R?> = 80.93 %; RMSE (root mean
squared error) = 1.49 %; MAE (mean absolut error) = 1.26%). The developed analytical
methodology for crude protein analysis can be considered environmentally friendly, serving as an
excellent alternative to conventional analysis methods as it avoids the use of toxic reagents and
solvents, is energy-efficient, employs low-cost instrumentation, and is robust and precise. The
results achieved in this thesis demonstrate the importance of recognizing the characteristics of the
production region (climatic conditions, available plants for bees, type and quantity of flowers) and
the pollen foraging behavior of different bee species. These informations can be used to establish
best bee management practices for obtaining monofloral and heterofloral bee pollen samples with
more uniform coloration, contributing to the development of national beekeeping and
meliponiculture. Moreover, the development and validation of the methodology for crude protein
analysis combining digital image processing and machine learning can be easily implemented in
routine analyses in quality control laboratories for products derived from bees, ensuring food
quality and consequently supporting future commercial applications of bee pollen.



Keywords: botanical origin, crude protein, coloration, bee species, seasonality, Network Analysis,
pollen analysis, digital image processing, machine learning, environmentally friendly
methodology.



LISTA DE FIGURAS

Figura 3.1 - Grafico de rede de amostras de polen de Apis mellifera coletadas em diferentes
estagdes. A espessura das linhas ilustra a contribuicdo de frequéncias de contagem dos tipos

polinicos encontrados pela andlise POlNICA. ........cceeiiiiiiiiir i 38

Figura 3.2 - Grafico de rede de amostras de polen de Melipona marginata coletadas em diferentes
estacdoes. A espessura das linhas ilustra a contribuicdo de frequéncias de contagem dos tipos

polinicos encontrados pela analise POlNICA. ........ccueviiiiiiiir i 41

Figura 3.3 - Grafico de rede de amostras de polen de Melipona quadrifasciata coletadas em
diferentes estacdes. A espessura das linhas ilustra a contribui¢do de frequéncias de contagem dos

tipos polinicos encontrados pela andlise POlINICA .........c.eeeruiiiriieiiiiiiiie et 43

Figura 3.4 - Grafico de rede de amostras de polen de Scaptotrigona bipunctata coletadas em
diferentes estacdes. A espessura das linhas ilustra a contribuicdo de frequéncias de contagem dos

tipos polinicos encontrados pela andlise POlINICA .........c.eeevuiiiriieiiiiiiiie et 45

Figura 3.5 - Grafico de rede de amostras de polen de Tetragona clavipes coletadas em diferentes
estacdes. A espessura das linhas ilustra a contribuicdo de frequéncias de contagem dos tipos

polinicos encontrados pela andlise POlNICA. ........cceeiiiiiiiir i 47

Figura 3.6 - Contribuicao (%) de tipos polinicos nas amostras de polen de Apis mellifera e abelhas
sem ferrdo em diferentes estagdes do ano. Ilustragdo do efeito de interagdo entre ‘espécies de

abelhas’ € ‘@StACOCS A0 ANO ... ..ueeieeiiiiieieeeeeee e 52

Figura 4.1 - Influéncia dos fatores (a) espécie de abelha e (b) estagdo do ano na coordenada de
cor (L*) de amostras de polen de abelha. Am = Apis mellifera; Mm = Melipona marginata; Mq =

Melipona quadrifasciata; Sb = Scaptotrigona bipunctata; Tc = Tetragona clavipes ................. 67

Figura 4.2 - Influéncia dos fatores (a) espécie de abelha e (b) estagdo do ano na coordenada de
cor (a*) de amostras de polen de abelha. Am = Apis mellifera; Mm = Melipona marginata; Mq =

Melipona quadrifasciata; Sb = Scaptotrigona bipunctata; Tc = Tetragona clavipes ................. 69

Figura 4.3 - Influéncia dos fatores (a) espécie de abelha e (b) estacdo do ano na coordenada de
cor (b*) de amostras de pdlen de abelha. Am = Apis mellifera; Mm = Melipona marginata; Mq =

Melipona quadrifasciata; Sb = Scaptotrigona bipunctata; Tc = Tetragona clavipes ................. 71

Figura 5.1 - Uma representacdo esquematica da abordagem realizada para o processamento digital
das imagens (DIP) e geracdo do modelo preditivo para predigdo de proteina bruta pelo algoritmo

de aprendizagem de maquina, Floresta Randomica (RF)..........ccoceeviiiiniiinniiiiiniececeeee 81



Figura 5.2 - Histograma da importancia da variavel dependente (teor de proteina bruta) em relacao

a0s espagos de cor RGB € HSV ...ttt 85

Figura 5.3 - Grafico da correlacdo dos valores previstos e observados em relagdo aos teores de

proteina bruta das amostras de polen de abelha............ccccooiiiiiiiiiiiiii i 87

Figura 5.4 - Resultados das métricas de verdura obtidas pelo software AGREE para as

metodologias: (a) DIP-RF e (b) Kjeldahl aplicadas na analise de proteina bruta em pélen de abelha

Figura Ap.1 - Imagens digitais de amostras de polen de Apis mellifera coletadas no periodo de
junho/2018 a maio/2019. A esquerda ilustragdo do recorte da imagem digital (ROI) extraida do
quadrante 6, com dimensdes de 300 x 300 pixels. Codificagdo do ROI: Espécie de abelha (Am —
Apis mellifera), estagdo do ano (A — outono; Sp — primavera; Su — verdo; W — inverno) e nimero

de entrada no 1aboratOrio (1 @ 244) ......ccccviie ittt eeree et e e sar e e e serbeeeenrraeens 107

Figura Ap.2 - Imagens digitais de amostras de polen de Melipona marginata coletadas no periodo
de junho/2018 a maio/2019. A esquerda ilustragao do recorte da imagem digital (ROI) extraida do
quadrante 6 com dimensdes de 300 x 300 pixels. Codificagdo do ROI: Espécie de abelha (Mm —
Melipona marginata), estagdo do ano (A — outono; Sp — primavera; Su — verdao; W — inverno) e

numero de entrada no 1aboratdrio (1 @ 244)......uveiiieiiiiiiiiieee et e ae e 108

Figura Ap.3 - Imagens digitais de amostras de polen de Melipona quadrifasciata coletadas no
periodo de junho/2018 a maio/2019. A esquerda ilustragdo do recorte da imagem digital (ROI)
extraida do quadrante 6 com dimensdes de 300 x 300 pixels. Codificacdo do ROI: Espécie de
abelha (Melipona quadrifasciata), estagdo do ano (A — outono; Sp — primavera; Su — verdao; W —

inverno) e nimero de entrada no 1aboratdrio (1 @ 244) ........c.covveeeevciieeiicieie e 109

Figura Ap.4 - Imagens digitais de amostras de polen de Scaptotrigona bipunctata coletadas no
periodo de junho/2018 a maio/2019. A esquerda ilustragdo do recorte da imagem digital (ROI)
extraida do quadrante 6 com dimensdes de 300 x 300 pixels. Codificacdo do ROI: Espécie de
abelha (Sb — Scaptotrigona bipunctata), estagdo do ano (A — outono; Sp — primavera; Su — verao;

W — inverno) e nimero de entrada no laboratorio (1 @ 244)........cccceeeeeeveiiiieieieeeiciieee e, 110

Figura Ap.S - Imagens digitais de amostras de polen de Tetragona clavipes coletadas no periodo
de junho/2018 a maio/2019. A esquerda ilustragao do recorte da imagem digital (ROI) extraida do
quadrante 6 com dimensdes de 300 x 300 pixels. Codificacdo do ROI: Espécie de abelha (Tc —
Tetragona clavipes), estacdo do ano (A — outono; Sp — primavera; Su — verdo; W — inverno) e

numero de entrada no 1aboratdrio (1 @ 244)......uveiiiiiiiiiiiiieee et 111



LISTA DE TABELAS

Tabela 3.1 - Testes de efeitos do modelo. Teste de Qui-quadrado de Wald e significancia para os

fatores estagdo do ano, espécie de abelha € Sua INtETaCAO ....eeevvveeeeriiiiee e 49

Tabela 3.2 - Variabilidade (%) de tipos polinicos em amostras de polen de Apis mellifera e abelhas

sem ferrdo coletadas em diferentes estac0es dO ANO ........ccuvveveeeeeiiiiiiiieeeee e 50

Tabela 4.1 - Valores médios e desvios padrdo de parametros de cor (L*, a*, b*) da escala CIELAB

de amostras de polen coletadas por diferentes espécies de abelhas e em diferentes estagdes do ano

Tabela 5.1 - Teores médios, erros padrao, intervalo e coeficiente de variagdo de proteina bruta
(%) de amostras de polen de Apis mellifera e abelhas sem ferrdo coletados entre junho/2018 a

INAL0/20T oottt ee e ettt e e et et . e e tt———aeaa—————. 82

Tabela An.1 - Tipos polinicos encontrados pela analise polinica realizada por Melo Nascimento
(2020) em amostras de polen de abelha coletados por Apis mellifera nas quatro estagdes do ano.

(07033150111 F: ) ISP PP PURRURUTPPP 101

Tabela An.2 - Tipos polinicos encontrados pela andlise polinica realizada por Melo Nascimento

(2020) em amostras de polen de abelha coletados por Melipona marginata nas quatro estagdes do

Tabela An.3 - Tipos polinicos encontrados pela analise polinica realizada por Melo Nascimento

(2020) em amostras de polen de abelha coletados por Melipona quadrifasciata nas quatro estagdes

Tabela An.4 - Tipos polinicos encontrados pela analise polinica realizada por Melo Nascimento

(2020) em amostras de polen de abelha coletados por Scaptotrigona bipunctata nas quatro estagoes

Tabela An.S - Tipos polinicos encontrados pela analise polinica realizada por Melo Nascimento

(2020) em amostras de polen de abelha coletados por Tetragona clavipes nas quatro estagdes do



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

AGREE Calculadora de Verdura de Métodos Analiticos (do inglés: Analytical
GREEnness software)

ANOVA Analise de Variancia

DIP Processamento digital de imagem (do inglés: Digital Image
Processing)

INPA Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia

MAE Erro absoluto médio (do inglés: Mean Absolut Error)

MLG Modelos Lineares Generalizados

PA Polen Acessorio

PD Po6len Dominante

PII Polen Isolado Importante

PIO Polen Isolado Ocasional

PNG Graficos portateis de rede (do inglés: Portable Network Graphic)

R? Coeficiente de Determinagio

RF Floresta Randomica (do inglés: Randon Forest)

RGB Canais Vermelho, Verde e Azul (do inglés: Red, Green and Blue)

RMSE Raiz quadrada média do erro (do inglés: Root Mean Squared Error)

ROI Regido de interesse (do inglés: Region of Interest)



SUMARIO

L. CAPITULO Louuninnincencnncnsenssensssssssssssscsssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 16
L1 OBIETIVOS ..ottt ettt ettt eate et e et e ene e e s eeeseanneeenseenseennes 20
11,1, ODJEtIVO ZEIAL...ciiiiiiiiiiiiie ettt et ettt ee et e e e et ae e e e stteaeesansbeaeesnnaeeesnsneaeans 20
1.1.2. ObJetiVos SPECTTICOS .oieiuvviieiiiiiiieeiiiie et ee ettt ee e e etrte e e et ee e e sette e e esbaeeessteraeesnnsseeesssnseeens 20
1.2. ORGANIZACAO DA TESE ...ttt 21
1.3 REFERENCIAS ...ttt 21
2. CAPITULO TLuuourcunienieninncenssssasssscsssssssesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssess 30
2.1. LOCALIZACAO DA REGIAO PRODUTORA DE POLEN DE ABELHA ....................... 30
2.2. CLIMA DA REGIAO PRODUTORA .......c.coiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeteeeee e en v 30
2.3. COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS DE POLEN DE ABELHA .............. 30
3. CAPITULO T cuuuuneniencnncennnisssascsnscssssssesssenssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 32
3.1 INTRODUGCAO. ...ttt ettt 32
3.2. MATERIAIS EMETODOS....cooitimiiririeeeiseisesisseesssese s s ssesessssessssssesss s ssesens 34
3.2.1. ANALISE POIINICA ..c..eeiiiieiiieie ettt ee et te e e et ee e e satte e e ebseeeestesaeeennsseaeessnneeans 34
3.2.2. ANALISE ©STAtISTICA ...eevureeuieie et et ettt ettt ettt ettt et e et e et e et te e s bee e eabe e e et eesnneeas 35
3.3. RESULTADOS E DISCUSSAOQ........cooiioeeieeeeeeeeeeeeeeeee e 36
3.3.1. Analises polinica e de rede de amostras de polen de Apis mellifera e de abelhas sem ferrdo

....................................................................................................................................... 36
3.3.2. Influéncia da espécie de abelha e da estagdo do ano na origem botéanica de pdlen de abelha

....................................................................................................................................... 48
3.4. CONSIDERCOES FINAIS......ooiiiiieieeeeeeeeeee et ee e ss s ee s s 53
3.5. REFERENCIAS ....coooiiiimiiiiirie st 53
4. CAPITULO IV cueeeererenresensensesensessesessesssssssssssssssssssssssssssessassasssssasessesssssessessassassassasss 62
4.1 INTRODUGAO. ........ooooeeeeeeeeeeeeeee ettt ns st 62
4.2. MATERIAL E METODOS. ...ttt 63
4.2.1. ANALISE POIIMICA ...eonniiiiiiii ittt e ettt e e 63
4.2.2. Analise de cOr INStrUMENTAL.........ccciiiiiiiiiiiieie ittt ee e e e et e ee e e e e e sestibaeeaeeeeeans 63

4.2.3. ANALISE ESLALISTICA wuvuveeeeeeeeieeieeee ettt e e e e e et ee e e e e ee et e e e eeeeeeee e et rreeeaeeeaeeas 64



4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO......coeiueiiieeeeeeeieeeeeeeee et 65

4.4, CONSIDERACOES FINAIS ......oooititieieeeieeeeeeeeeeee ettt en s 72
4.5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....c.oiiieieeeeeeeeeeeeeeee e 73
5. CAPITULO V.ucouencnnensinsinstnesssssesssessssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 76
5.1 INTRODUGAO. ......coooeiioeeeeeeeee ettt es e s 76
5.2. MATERIAL EMETODOS........coocuiimiitirioneinsisesiseseesesess s s essss s ss s ssesens 80
5.2.1. Determinag@o de proteina Bruta...........ccocueeiriiiiiiiiiiiiiiiieiie e 80
5.2.2. Obtengdo e processamento das imagens digitaiS..........ceeevvveeieiiieieeeiieeeesieieeeeiieeeesneeeens 80
5.2.3. Algoritmo floresta randomica (RF) .......cccccooieiiiiiiiiiiiii e 81
5.3. RESULTADOS EDISCUSSAO.......cooiiiiieiieieieeeeeeeeeeee e eee et en s 82
5.3.1. Estimativa dos teores de proteina bruta em polen de abelha.............c..cccoevviiiieiniiennnnnn.n. 82
5.3.2. Predi¢@o dos teores de proteina bruta em pdlen de abelha por DIP-RF ............................ 83
5.3.3. Avaliacdo do impacto ambiental (Verdura) da metodologia de DIP-RF........................... 88
5.4. CONSIDERACOES FINALIS ......ooiiuieiiiieeeeeteeceee et ee s s 91
5.5 REFERENCIAS .....ooiiiieeee oottt 91

6. CAPITULOD VI auueeeeeeeeeeeeeeseeesensssesesssesssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssnssssssssssssssasssssssssns 100



16

1. CAPITULO I

INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

O polen de abelha é produzido quando as abelhas coletam grdos de poélen de plantas de
interesse apicola e os aglutinam usando secre¢des salivares, néctar e/ou mel, criando bolotas que
sdo armazenadas nos alvéolos da colmeia. Esse processo ¢ essencial para o desenvolvimento e a
manutengdo das colonias, ja que o polen € a principal fonte de proteinas na dieta das abelhas,
especialmente quando os recursos florais sdo escassos. Além disso, ele também serve como uma
fonte de outros nutrientes que garantem o crescimento adequado da colonia (ARES et al., 2022;
GIAMPIERI et al., 2022).

A composic¢ao do polen de abelha ¢ altamente variavel e depende de fatores como a origem
vegetal do polen, a espécie de abelha, a regido geografica e a estacdo do ano em que ele ¢ coletado.
Mesmo com essa variabilidade, continua sendo considerado um dos melhores produtos alimentares
do mundo, devido a sua riqueza em nutrientes essenciais e compostos funcionais, o que tem atraido
o interesse de pesquisadores (GIAMPIERI et al., 2022; KIELISZEK et al., 2018; LI et al., 2018).

O consumo regular de pdlen de abelha desidratado tem demonstrado inimeros beneficios
a satide humana, tornando-o recomendado como um excelente suplemento dietético. Seus efeitos
benéficos incluem a melhora do metabolismo celular, o fortalecimento dos musculos, a regulagdo
de fungdes bioquimicas e a capacidade de combater o desgaste fisico e mental extremo. Além
disso, suas propriedades nutracéuticas t€ém sido extensivamente estudadas e tém mostrado
potencial terapéutico na prevengao e tratamento de varias doengas, como protegdo cardiovascular,
atividades anti-inflamatorias, anticancerigenas e hepatoprotetivas. O pdlen de abelha desidratado
também tem sido utilizado como um suplemento alimentar para combater problemas de
desnutricdo e a falta de apetite em criancas, além de ser um adotado como paliativo para minimizar
os efeitos colaterais de tratamentos quimioterapicos e radioterapicos (HUANG et al., 2017; LI et
al., 2018, SANYAL et al., 2023).

Além de suas propriedades nutricionais e terap€uticas, o pdlen de abelha desidratado tem
se destacado como um ingrediente bio(técnico) funcional, sendo utilizado para enriquecer a
qualidade de diversos produtos alimenticios. Ele pode ser adicionado a produtos como iogurte,
queijo, pao e bebidas fermentadas, melhorando suas caracteristicas funcionais. Além disso, ele
tem sido adotado como aditivo em formula¢des biomédicas, como biotintas, biopolimeros e na
engenharia de tecidos, bem como na formulagdo de nanoparticulas, explorando suas propriedades

funcionais em aplicagdes avancadas (SANYAL et al., 2023).
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Sua composicdo nutricional, com destaque para proteinas, carboidratos, lipidios e
micronutrientes, torna-o especialmente atrativo como suplemento dietético inovador,
especialmente para vegetarianos e atletas, bem como um ingrediente versatil em formulagdes
alimenticias e biomédicas (GIAMPIERI et al., 2022; LAAROUSSI et al., 2023; SANYAL et al.,,
2023). As propriedades terapéuticas e nutricionais do polen de abelha continuam sendo objeto de
estudo e de interesse, tornando-o um produto de grande relevancia cientifica e pratica na atualidade
(ARES etal., 2022; KIELISZEK et al., 2018; LI et al., 2018; LU et al., 2022; THAKUR; NANDA,
2020).

A produgao de polen de abelha pode ser oriunda de diversas espécies de abelhas como Apis
mellifera e abelhas sem ferrdo que apresentam variadas preferéncias florais especificas na coleta
de polen, influenciadas por fatores como o tamanho da colonia, desenvolvimento larval, tipo de
inflorescéncia, forma, cor € odor das flores, bem como a distancia da colmeia a fonte floral e as
condi¢des climaticas da regido produtora. A avaliagdo da flora local, preferéncias das abelhas e
condi¢cdes climaticas ¢ essencial para padronizar e comercializar o pdélen de abelha com
caracteristicas nutricionais e funcionais especificas.

Abelhas sem ferrdo, amplamente distribuidas em varias regides do mundo, incluindo paises
da América do Sul, Africa, Sudeste Asiatico e Australia, contribuem para o desenvolvimento da
meliponicultura e a conservagdo da biodiversidade em diferentes biomas. No Brasil, as abelhas
sem ferrdo sdo nativas e tém grande importincia como polinizadores e fontes de alimento,
medicamentos e renda para as populacdes rurais. Apesar disso, a composi¢cdo quimica e
fitoquimica do pdlen coletado por estas espécies de abelhas ainda € pouco explorada, demandando
mais pesquisas sobre os fatores que levam a grande variabilidade observada nesse produto da
Meliponicultura.

A caracterizagdo das origens botanica e geografica do polen de abelha, ¢ importante para
compreender a variabilidade de sua composi¢do quimica e desenvolver praticas de manejo para a
obtencdo de podlen monofloral, proveniente de fontes vegetais especificas. Para alcangar esse
objetivo, é necessario conhecer a flora nativa da regido de producdo, a estacdo do ano em que o
polen é produzido, as espécies de abelhas e o manejo pos-coleta (BRODSCHNEIDER et al., 2019;
CASTIGLIONI et al.,, 2019; CHAMORRO et al.,, 2017; MAILULA; NOFEMELA, 2017;
RAMIREZ-ARRIAGA et al., 2016; THAKUR; NANDA, 2020). A obtengio de polen de abelha
monofloral resulta em caracteristicas nutricionais e composicionais mais uniformes, tornando-o
um produto mais atrativo para aplicagcdo como ingrediente em ambito industrial.

A pesquisa de informagdes sobre as espécies de plantas cultivadas em regides produtoras

e utilizadas pelas abelhas ¢ essencial para a caracterizagdo do polen de abelha. O Brasil apresenta
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condi¢cdes climaticas e recursos florais favoraveis ao desenvolvimento da apicultura e
meliponicultura, porém, devido a vasta diversidade climatica e floristica do pais, os estudos
realizados ainda s@o insuficientes para uma caracterizagdo precisa dos produtos decorrentes destas
atividades em cada regido. No Sul do Brasil, especialmente nos estados do Rio Grande do Sul e
de Santa Catarina, tem se concentrado a maior parte das pesquisas sobre as caracteristicas do polen
de abelha (BARTH et al., 2010), enquanto que estudos sobre a composi¢ao botanica e quimica do
polen no Estado do Parana ainda s@o pouco desenvolvidos (CARPES et al., 2008), mas despertam
o interesse de pesquisadores para melhorar o desenvolvimento da apicultura e meliponicultura
nessa regido do pais.

A literatura mostra uma tendéncia em avaliar o impacto de diferentes estagdoes do ano ou
de variaveis climaticas na composi¢do do polen de abelha produzido por diferentes espécies de
abelhas (abelhas meliferas e abelhas sem ferrdo) em determinadas regides do Brasil e do mundo
(ALEIXO etal., 2017; BILISIK et al., 2008; DIMOU; THRASYVOULOU, 2007; HRNCIR et al.,
2019; MATTOS; SOUZA; SOARES, 2018; MELO NASCIMENTO, 2020; MILANEZE et al.,
2022; NEGRAO; BARRETO; ORSI, 2014; NEGRAO; ORSI, 2018).

O poélen de abelha desidratado ¢ uma valiosa fonte de nutrientes, incluindo proteinas,
aminoacidos essenciais, vitaminas, fibras, carboidratos, lipidios e acidos graxos. Além disso,
possui compostos funcionais como pigmentos (carotenoides) e polifendis, que atuam como
potentes antioxidantes. Em sua composicdo, predominam os carboidratos (40-85%), seguidos
pelas proteinas (2,5 — 62 %) e lipidios (1-10%) além de outros componentes presentes em menor
proporcao. As proteinas sdo o segundo maior constituinte e tém papel determinante no sabor e
valor nutricional do polen, além de fornecer importantes aminoacidos essenciais (GIAMPIERI et
al., 2022; LI et al., 2018).

Uma vez que os teores de proteina no pdlen de abelha podem variar de 2,5 a 62 % e sdo
influenciados principalmente pela origem botanica (ARES et al., 2018; COSTA et al., 2017;
GIAMPIERI et al., 2022; ISOPESCU et al., 2020; MARTINS et al., 2011; THAKUR; NANDA,
2020; WEGLINSKA et al., 2020) se faz necessario desenvolver técnicas de analise composicional
do polen de abelha desidratado com relacdo a este parametro. O desenvolvimento ¢ a validacdo de
metodologias ambientalmente amigaveis com sensitividade, rapidez e exatidao sdo essenciais para
assegurar a qualidade e a seguranga alimentar deste produto, bem como para ampliar sua utiliza¢ao
em diferentes produtos como alimentos, farmacos, cosméticos e produtos biomédicos
(GIAMPIERI et al., 2022; KIELISZEK et al., 2018; KOCOT et al., 2018; LAAROUSSI et al.,
2023; Ll etal., 2018; SANYAL et al., 2023).
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Os métodos tradicionalmente adotados para a andlise proteinas em alimentos sdo ainda os
mais utilizados e apresentam alguns inconvenientes como a extensa manipulacdo do analista, alto
custo, elevado consumo de reagentes ¢ de energia, longos tempos de analise, sdo destrutivos e
geram grandes volumes de residuos toxicos. Em vista disso, tem sido observado o interesse de
varios pesquisadores no desenvolvimento de novas metodologias analiticas que sejam rapidas, ndo
destrutivas e ambientalmente amigaveis (ANJOS et al., 2017; ARES et al., 2018; ASKAR et al.,
2021; GONCALVES; SOARES; ROCHA, 2023; SAHA et al., 2023; WANG; CHENG, 2018;
ZHOU et al., 2022) atendendo assim aos critérios da Quimica Analitica Verde (LOCATELLI et
al., 2023; SAJID; PLOTKA-WASYLKA, 2022).

A aplicagdo de técnicas espectroscopicas combinadas com ferramentas quimiométricas a
andlise de proteinas em polen de abelha desidratado tem sido relatada na literatura (ANJOS et al.,
2017; ARES et al., 2018; COSTA et al., 2017; ISOPESCU et al., 2020; WEGLINSKA et al.,
2020). Outra metodologia que vem ganhando destaque na analise de proteinas ¢ a combinagdo da
Hiper Imagem Espectral com as espectroscopias NIR ou Raman e ferramentas quimiométricas
(SAHA et al., 2023; ZHOU et al., 2022). Apesar da ampla aplicagdo, estas técnicas ainda
apresentam custo elevado de manuten¢do do equipamento e normalmente exibem uma modelagem
mais complexa para o tratamento dos dados espectrais do que a utilizada quando se faz uso de
técnicas de visdo de computacional que incluem o processamento de imagens digitais (DINIZ,
2020; GONCALVES; SOARES; ROCHA, 2023).

O uso combinado de processamento digital de imagens e técnicas quimiométricas tem se
mostrado uma alternativa simples e promissora para a analise de alimentos, permitindo a extragao
automatica de informagdes de amostras e a classificacdo eficiente de caracteristicas quimicas e
fisicas (DINIZ, 2020; WANG; CHENG, 2018). Essa abordagem ndo invasiva e ndo destrutiva ¢
considerada segura e ecologicamente amigével, utilizando equipamentos de baixo custo, facil
coleta de dados, automacao de etapas e alta frequéncia analitica (MEENU et al., 2021). Apesar de
todas as caracteristicas interessantes do processamento digital de imagens combinado a
ferramentas quimiométricas e sua vasta aplicagdo na caracterizagdo e analise de alimentos
(MEENU et al., 2021), a classifica¢do e/ou predi¢do de caracteristicas quimicas de polen de abelha
desidratado ainda ¢ timida e escassa e reportada somente para a classificacdo de grupos de cor e
para a predigdo do perfil de carotendides (SALAZAR-GONZALEZ et al., 2018, 2020). Em fungao
de todas estas caracteristicas ¢ importante desenvolver novos métodos de caracterizagdo da origem
botanica ou de caracteristicas composicionais do pdlen de abelha.

Assim, nesta tese a Andalise de Rede e os modelos lineares generalizados foram aplicados

a dados de analise polinica para identificar a contribui¢do das espécies vegetais, das diferentes
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espécies de abelhas e da estagdo do ano na variabilidade botanica de amostras de pdlen de abelha.
A influéncia destes fatores também foi avaliada na coloragdo deste produto apicola pela adogdo de
uma ANOVA de fatores aninhados. E finalmente, foi desenvolvida e validada uma metodologia
preditiva com caracteristicas verdes para a analise de proteina bruta em poélen de abelha usando a
combinagdo do processamento digital de imagens com o algoritmo de aprendizado de maquina,
Floresta Randomica.

Além disso, nenhum esfor¢o tem sido dedicado até o momento para determinar a origem
botanica do poélen de abelha produzido por Apis mellifera e por abelhas sem ferrdo (Melipona
Marginata, Melipona quadrifasciata, Scaptotrigona bipunctata e Tetragona clavipes) coletados
em diferentes estacdes do ano, em uma regido bem definida (Maringd) no estado do Parana, Brasil
ou para investigar a influéncia das espécies de abelhas e das estagdes do ano na origem boténica e
na colorag¢do do poélen de abelha, usando ferramentas estatisticas ¢ de modelagem matematica

como as adotadas nesta tese.

1.1.  OBIJETIVOS

1.1.1. Objetivo geral

Aplicar técnica e analise multivariada e visdo computacional a poélen de abelha de Apis

mellifera e abelhas sem ferrdo.

1.1.2. Objetivos especificos

» Verificar se ha influéncia das espécies de abelhas e da sazonalidade na composi¢dao
botanica do polen de abelha por meio da Andlise de Rede, dos Modelos Lineares
Generalizados (MLG) ¢ de dados da Analise Polinica.

» Verificar se hé influéncia da sazonalidade e da espécie de abelha na coloragdo de pdlen de
abelha por meio de analises estatisticas.

» Avaliar se ha viabilidade de desenvolver e validar uma metodologia ambientalmente
amigavel para determinagdo de proteina bruta em poélen de abelha utilizando o

processamento digital de imagens combinado com o aprendizado de maquina.
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1.2.  ORGANIZACAO DA TESE

Nesta tese foram estudadas varias abordagens para a caracterizagdo e analise de amostras
de podlen de diferentes espécies de abelhas. Sendo assim, para uma melhor compreensdo dos
resultados, a tese foi organizada em capitulos.

O capitulo I traz uma introducdo geral sobre o tema, pontuando os aspectos mais
importantes da investigacdo, bem como os objetivos da realizagdo do estudo em questdo. Na
sequéncia o capitulo II trata da amostragem, onde foram descritos os métodos adotados para a
coleta, o processamento e o armazenamento das amostras de polen da abelha Apis mellifera e de
abelhas sem ferrdo, objeto de estudo desta tese, bem como uma descri¢do das caracteristicas da
regido produtora.

Nos capitulos III, IV e V, sdo apresentados os trés temas estudados: (III) Influéncia da
variabilidade sazonal e da espécie de abelha na origem botanica do pdlen; (IV) Variabilidade
sazonal na coloragdo de polen de Apis mellifera e de abelhas sem ferrdo e (V) Predigdo verde e
rapida dos teores de proteina bruta em poélen de abelha com base em suas imagens digitais
combinadas com o algoritmo de aprendizado de maquina, Floresta Randomica. Cada capitulo
contém os elementos textuais completos fechando cada tema e suas respectivas referéncias.

O capitulo VI apresenta a conclus@o dos resultados alcancados com a realizag@o desta tese.
Na sequéncia, ¢ apresentado o Anexo contendo as tabelas descritivas dos tipos polinicos
encontrados pela analise polinica realizada por Melo Nascimento (2020) em amostras de polen das
diferentes espécies de abelhas, nas quatro estagdes do ano, as quais complementam a interpretacao
dos resultados apresentados no capitulo III referentes a classificagdo botanica das amostras. Em
seguida, o Apéndice que ¢ ilustrado com os recortes das imagens digitais das amostras de polen
das cinco espécies de abelhas, as quais foram utilizadas no tratamento dos dados apresentados no

capitulo V.
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2. CAPITULO II

AMOSTRAGEM

Neste capitulo foram descritos os métodos adotados para a coleta, o processamento € o
armazenamento das amostras de polen da abelha Apis mellifera e de abelhas sem ferrdo, objeto de

estudo desta tese, bem como uma descrigdo das caracteristicas da regido produtora.

2.1.  LOCALIZACAO DA REGIAO PRODUTORA DE POLEN DE ABELHA

As amostras de polen de abelha foram coletadas e processadas, no periodo compreendido
entre junho de 2018 a maio de 2019, por Melo Nascimento (2020) no Setor de Apicultura e
Meliponicultura da Fazenda Experimental de Iguatemi (FEI), Unidade de Ensino da Universidade
Estadual de Maringa (UEM), localizada em Maringd, no Norte do Parana (coordenadas 23°15'15"
e 23°33"27" S e 51°50'05" e 52°05'59" W).

2.2. CLIMA DA REGIAO PRODUTORA

O clima da regido de producdo das amostras de pdlen de abelha ¢ classificado como Cfa

(h), subtropical umido mesotérmico, com indice pluviométrico anual superior a 1.500 mm.

2.3. COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS DE POLEN DE ABELHA

As amostras de polen de abelha (n = 245) foram coletadas durante o periodo de junho de
2018 a maio de 2019. Neste periodo foram obtidas 55 amostras de Apis mellifera e das abelhas
sem ferrdo, 42 amostras de Melipona marginata, 44 amostras de Melipona quadrifasciata, 58
amostras de Scaptotrigona bipunctata e 46 amostras de Tetragona clavipes.

As amostras de polen de abelha de Apis mellifera foram produzidas em colmeias tipo
Langstroth e coletadas em cinco coldnias. A cada duas semanas, um coletor de polen era inserido
na entrada das colméias, que retinha o pélen por dois dias e ao final desse periodo era coletado o
polen de abelha. As duas amostras de polen de abelha coletadas ao longo do més foram
homogeneizadas ap6s a limpeza, a fim de obter uma tnica amostra mensal durante o periodo de

coleta.
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As amostras de polen de abelhas sem ferrdo foram produzidas em colmeias tipo INPA e
coletadas mensalmente em cinco colonias de cada espécie de abelha sem ferrdo. Com o auxilio de
uma espatula, foram retirados cerca de 10 g de pdlen (quando havia estoque) de cada colonia de
abelhas, diretamente dos potes de pdlen presentes no ninho (MELO NASCIMENTO, 2020).

Posteriormente, as amostras frescas de polen de abelha foram limpas, removendo-se
manualmente as sujidades inerentes ao processo de coleta (abelhas mortas, larvas de abelhas e
propolis). Cada amostra de polen de abelha foi acondicionada em tubos Falcon, identificada pela
espécie de abelha, colonia e més de coleta, e armazenada a -20 °C até a realizagdo das analises.

A identificagdo das amostras de polen de abelha coletadas nesse periodo, foi baseada em
trés fatores: espécie de abelha, colmeia/coldnia e més/ano da coleta como ilustrado na Figura 2.1.
Para cada espécie de abelha haviam cinco colmeias proporcionando um total de cinco amostras
mensais de polen. Para o polen obtido pela coleta da abelha Apis mellifera as amostras quinzenais
foram homogeneizadas para a obtencdo de uma amostra mensal. Como as abelhas podem coletar
uma menor quantidade de pdlen em determinados periodos, o que estd condicionado a sua
atividade forrageira ao longo do ano, a quantidade total de amostras de poélen obtidas para cada
espécie de abelha foi diferente para o periodo de coleta investigada.

Previamente, a realizagdo das andlises polinica e de composi¢cdo quimica (coloragdo e
proteina bruta), as amostras de pdlen de abelha foram descongeladas e secas em estufa com
circulagdo forcada de ar a 55 °C por 72 horas (MELO NASCIMENTO, 2020). Apos esse periodo
de secagem, estas foram homgeneizadas por trituracdo em pildo e peneiramento em peneira de 1

mim.
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3. CAPITULO 111

INFLUENCIA DA VARIABILIDADE SAZONAL E DA ESPECIE DE ABELHA
NA ORIGEM BOTANICA DO POLEN

3.1. INTRODUCAO

O polen de abelha ¢ produzido pela coleta de pdlen de espécies vegetais por abelhas que
aglutinam esse podlen utilizando secreg¢des salivares e/ou néctar para formar bolotas, que, por sua
vez, sdo armazenados nas colmeias de abelhas meliferas ou em potes de polen para as abelhas sem
ferrdo. A coleta de polen pelas abelhas desempenha um papel essencial no desenvolvimento e
manuten¢@o de suas coldnias; sendo também a principal fonte de proteina na dieta desses insetos
(GIAMPIERI et al., 2022).

O polen de abelha possui proteinas, aminoacidos essenciais, vitaminas, acidos graxos,
carboidratos, fibras, minerais, esterdis, terpenos, pigmentos e fontes de polifenoéis. Dada a sua
diversidade composicional, este tem sido reconhecido como um alimento funcional, pois apresenta
compostos biologicamente ativos (com propriedades antibacteriana, antifingica e antioxidante)
que podem ser utilizados para fins terapéuticos e profilaticos, na prevengdo de doengas como
cancer, doengas cardiovasculares e diabetes (ARRUDA et al., 2013; BARBARA et al., 2018;
CALDAS et al., 2019; CARPES et al., 2008; CASTIGLIONI et al., 2019; CHAMORRO et al.,
2017; GIAMPIERI et al., 2022; GUPTA; SHARMA; OJHA, 2011; MARTINS et al., 2011;
MORGANO et al., 2012; THAKUR; NANDA, 2020).

Recentemente, varios pesquisadores ao redor do mundo demonstraram interesse em
investigar as propriedades benéficas a saude apresentadas pelo pdlen de abelha e seu potencial uso
como ingrediente nas industrias farmacéutica e alimenticia. No entanto, sua aplicacdo comercial
permanece desafiadora devido a significativa variabilidade em sua composicao, que ¢ afetada por
fatores como espécies de plantas vegetais visitadas pelas abelhas, condicdes ambientais, estado
nutricional das plantas, regido de coleta, estacdo do ano, métodos de preservacio e condi¢cdes de
armazenamento (GUPTA; SHARMA; OJHA, 2011; MARTINS et al., 2011; NASCIMENTO et
al., 2019).

Varios relatos na literatura t€ém se concentrado na caracterizagdo das origens botanica e
geografica do polen de abelha, para melhor entender a variabilidade de sua composi¢cdo quimica e
permitir um melhor desenvolvimento de praticas de manejo voltadas para a obtencao de polen de

abelha de fontes vegetais especificas, conhecidas como pélen monofloral. No entanto, para atingir
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esse objetivo, é necessario conhecer a flora nativa da regido de producao, a estacdo do ano em que
esse polen de abelha € coletado, as espécies de abelhas e 0 manejo pos-coleta (BRODSCHNEIDER
et al., 2019; CASTIGLIONI et al., 2019; CHAMORRO et al., 2017; MAILULA; NOFEMELA,
2017; RAMIREZ-ARRIAGA et al., 2016; THAKUR; NANDA, 2020). Considerando essas
informacdes, ¢ possivel obter polen classificado como monofloral, que possue caracteristicas
nutricionais e composicionais mais homogéneas, tornando-se um produto mais interessante para a
posterior aplicacdo industrial.

Informacdes sobre espécies de plantas cultivadas em regides produtoras e utilizadas pelas
abelhas desempenham papel essencial no processo de caracterizagdo do podlen de abelha
(NOVALIS; LIMA; SANTOS, 2009). As condigdes climaticas e os recursos florais no Brasil sdo
bastante favoraveis ao desenvolvimento da apicultura (MARTINS et al., 2011). No entanto, dada
a vasta diversidade climatica e floral, os resultados dos estudos realizados ainda sdo insuficientes
para permitir a caracterizacdo rapida e precisa dos produtos derivados da apicultura e
meliponicultura em cada regido do Brasil. As pesquisas realizadas na regido Sul tém focado
principalmente nas caracteristicas do pdlen de abelha obtido nos estados do Rio Grande do Sul e
de Santa Catarina (BARTH et al., 2010). Estudos realizados no Estado do Parana sobre a
composi¢do botanica e quimica do pélen de abelha ainda sdo escassos (CARPES et al., 2008) e
tém despertado o interesse de pesquisadores em realizar estudos de caracterizagdo que visem
melhorar o desenvolvimento da apicultura e da meliponicultura nessa regido.

A literatura mostra uma tendéncia em avaliar o impacto de diferentes estagdes do ano ou
de variaveis climaticas na composi¢do do polen de abelha produzido por diferentes espécies de
abelhas (meliferas e sem ferrdo) em determinadas regides do Brasil e do mundo (ALEIXO et al.,
2017; BILISIK et al, 2008; DIMOU; THRASYVOULOU, 2007, HRNCIR et al., 2019;
MATTOS; SOUZA; SOARES, 2018; MELO NASCIMENTO, 2020; NASCIMENTO et al., 2019;
MILANEZE et al., 2022; NEGRAO; BARRETO; ORSI, 2014; NEGRAO; ORSI, 2018). E
reconhecido que diferentes espécies de abelhas apresentam preferéncias florais especificas na
época da coleta de polen, e que essas preferéncias sdo afetadas por diversos fatores, como tamanho
da colonia, desenvolvimento larval em ninhos na colméia, tipo de inflorescéncia da espécie
vegetal, forma da flor, cor e odor e distancia da colmeia a fonte floral, entre outros (ALEIXO et
al., 2017; HILARIO; IMPERATRIZ-FONSECA, 2009).

O clima da regido produtora, por sua vez, pode afetar a coleta de polen pelas abelhas;
conseqiientemente, pode influenciar tanto a composi¢do quimica quanto botanica deste produto.
Portanto, é fundamental estudar as relagdes entre a flora local, as preferéncias de cada espécie de

abelha e as condigdes climaticas dentro de uma mesma regido produtora para melhor caracterizar
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a origem botanica e as contribui¢des nutricionais do polen de abelha, de forma a ampliar sua
posterior aplicacdo comercial. Como as variaveis descritas acima apresentam aspectos relacionais
entre si € importante fazer uso de estratégias de modelagem matematica ou estatistica para entender
a conexao entre elas e como esta ¢ afetada ao longo do tempo em uma dada regido produtora.

Nesse sentido, a Analise de Rede tem se destacado como uma técnica de modelagem
matematica amplamente usada para entender relacdes entre variaveis. Ela tem sido aplicada em
diferentes areas do conhecimento para revelar tendéncias de pesquisa em dados bibliograficos,
definir tendéncias em tratamentos médicos, e estudos farmacologicos ou de saude publica, em
estudos de interesse ambiental e especialmente em estudos ecologicos visando entender as relagdes
entre diferentes espécies dentro de um dado ecossistema, entre outras (ASKAR et al., 2021;
BORCHARDT et al., 2021; HEVEY, 2018; LANDER, 2020; LANDI et al., 2018; MARTIN-
SANZ et al., 2022; WANG et al., 2023). Este tipo de modelagem matematica permite a constru¢ao
de diferentes modelos de graficos que apresentam mais claramente as interconexdes entre as
variaveis do estudo em questdo e permitem identificar padroes de comportamento das variaveis e
suas dinamicas (ASKAR et al., 2021; LANDI et al., 2018).

Verificamos a literatura e nenhum esfor¢o tem sido realizado para determinar a origem
botanica do poélen de abelha produzido por Apis mellifera e abelhas sem ferrdo (Melipona
Marginata, Melipona quadrifasciata, Scaptotrigona bipunctata e Tetragona clavipes) coletado em
diferentes estagdes do ano, em uma regido bem definida (cidade de Maringa) no estado do Parana,
Brasil para investigar a influéncia das espécies de abelhas e de estacdes do ano na sua origem
botanica, usando diferentes ferramentas estatisticas e de modelagem matematica. Assim, este
trabalho aplicou a Andlise de Rede e os Modelos Lineares Generalizados a dados de andlise
polinica como ferramentas estatisticas e de modelagem matematica para identificar a contribuigdo

e influéncia das espécies vegetais e da sazonalidade na composicao botanica do polen de abelha.

3.2.  MATERIAIS E METODOS

3.2.1. Andlise polinica

Melo Nascimento (2020) realizou, a identificacdo da origem botanica das amostras de
polen de abelha investigadas e descritas no Capitulo 2 pela analise polinica. A metodologia adotada
por este autor ¢ descrita a seguir.

Uma massa de cerca de 2,0 g de cada amostra de pélen de abelha foi mantida em alcool 70

% (v/v) por 24 horas. Apos esse periodo, a suspensdo foi centrifugada e o alcool descartado. Foi
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adicionado ao material polinicou um volume de 4,0 mL de acido acético glacial e a suspensdo foi
mantida em repouso por 24 horas. O material polinico foi subseqiientemente acetolisado seguindo
o método proposto por Erdtman (1960). Apos a acetolise, o material polinico foi mantido em 50
% de glicerina. As laminas foram preparadas para cada amostra usando gelatina Kisser e seladas
com verniz transparente. Nas analises qualitativas, os tipos polinicos encontrados nas laminas
foram identificados por comparagdo com os tipos polinicos das laminas de referéncia da area de
estudo, depositadas no Laboratorio de Abelhas da Universidade Estadual de Maringa-PR, Brasil e
por comparagdo com a literatura especializada para identificacdo de polens coletados por abelhas
(MIRANDA ¢ ANDRADE, 1990; SILVA et al., 2014). Nas analises quantitativas, foram contados
os primeiros 400 graos de polen encontrados em cada amostra de pélen de abelha (MONTERO;
TORMO, 1990). Em seguida, a porcentagem e as classes de ocorréncia foram determinadas de
acordo com a classificagdo proposta por BARTH, (1970), LOUVEAUX; MAURIZIO;
VORWOHL, (1970, 1978): p6len dominante (PD) (> 45 % do total de graos de pdlen presentes na
lamina), polen acessorio (PA) (de 15 a 45 %), polen isolado importante (PII) (3 a 15 %) e polen
isolado ocasional (PIO) (< 3 %).

3.2.2. Analise estatistica

Para investigar se as espécies de abelhas ou as estagdes do ano poderiam ter influéncia
significativa na composi¢do botanica de amostras de polen de Apis mellifera e de abelhas sem
ferrdo, dados de analise polinica fornecidos por Melo Nascimento, (2020), incluindo espécies de
plantas identificadas, bem como suas frequéncias de contagem e niimero de graos de pdlen foram
analisados por meio dos Modelos Lineares Generalizados (MLG), ao nivel de 95 % de confianca
no software R. Para esta analise estatistica, as espécies de plantas repetidas em meses diferentes
foram contadas novamente a cada vez que estas eram observadas nas amostras de poélen avaliadas.
A distribuicao de probabilidade de Poisson com funcao de ligacdo log foi usada para analisar o
'numero de grdos de polen’, enquanto a distribui¢ao de probabilidade Gama com fun¢ao de ligacdo
log foi usada para analisar a 'frequéncia de graos de polen’.

Para determinar padroes relacionais representados graficamente da sazonalidade (aqui
representada pelas quatro estagdes do ano) e das espécies de abelhas na composicao botanica das
amostras de polen foi realizada a Analise de Rede no software Gephi 0.9.2. Para a Analise de
Rede, a modularidade das classes para os graficos de rede foram quatro: inverno, primavera, verao
e outono, sendo que cada estacdo representou um nodo do grafico de rede. A espessura da linha
de ligacdo entre cada tipo de pdlen vegetal e a estacdo do ano (nodo) para cada espécie de abelha

esta relacionada as frequéncias dos tipos de pdlen investigados nas amostras de polen de abelha.
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Ou seja, define a relaco entre a intensidade de visitacdo de cada espécie de abelha a determinadas
espécies de planta, em uma determinada estagcdo do ano, considerando todas as amostras de polen

de abelha coletadas no periodo investigado (de junho de 2018 a maio de 2019).

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1. Andlises polinica e de rede de amostras de polen de Apis mellifera e de abelhas sem ferrdo

Para melhor compreender a preferéncia floral das diferentes espécies de abelhas
investigadas nesta tese (Apis mellifera e abelhas sem ferrdo) nas quatro estagdes do ano, isto ¢, sua
influéncia na origem botanica, inicialmente foram descritos os resultados da analise polinica
realizada previamente por Melo Nascimento (2020), os quais sdo apresentados nas Tabelas An.1
a An.5 do Anexo. Em seguida foram apresentados os graficos de rede e sua interpretacdo para cada
espécie de abelha como uma forma de ilustrar graficamente estes resultados e demonstrar o
potencial deste tipo de analise estatistica para a representagdo grafica dos padroes relacionais da
sazonalidade e da espécie de abelha na origem botéanica de amostras de pdlen.

Para a realiza¢do da Analise de Rede foram utilizadas todas as frequéncias de contagem
obtidas da analise polinica, com excecdo das frequéncias de espécies vegetais < 3 %, referentes a
classificacdo como polen isolado ocasional (Tabelas An.1 a An.5 do Anexo). As frequéncias de
polen isolado ocasional, ndo foram inseridas na Analise de Rede e portanto ndo aparecem nos
graficos de rede por serem consideradas menos importantes na classificacdo da origem boténica
das amostras de polen de abelha, em comparacdo as demais classificacdes encontradas na analise
polinica (PD, PA e PII).

Este tipo de modelagem matematica permite a representacdo grafica dos padrdes
relacionais decorrentes da influéncia da espécie da abelha e da sazonalidade na diversidade de
tipos polinicos que contribuem para a composi¢@o botanica do polen de abelha. A espessura das
linhas exibidas nos graficos de rede (Figuras 3.1 a 3.5) indica a importancia ¢ as frequéncias de
contagem de cada tipo polinico na composi¢ao botanica das amostras de polen de abelha coletadas
por Apis mellifera e pelas abelhas sem ferrdo em todas as estagdes do ano ¢ esta diretamente
relacionada as classificagdes como polen dominante (PD), polen acessorio (PA) e pdlen isolado
importante (PII) encontradas pela analise polinica.

Apis mellifera é uma espécie de abelha exética e amplamente distribuida em diferentes
biomas. Estd bem adaptada a diferentes condigdes climaticas e apresenta um comportamento

generalista de coleta de pdlen e de néctar. Isso significa que essa espécie de abelha busca explorar



37

sempre as fontes florais mais rentaveis da regido produtora e por isso coleta polens de diferentes
origens botanicas de acordo com a qualidade e a quantidade de alimento ofertado (NEGRAO;
ORSI, 2018). Esse comportamento pode ser observado na mudanca continua dos tipos polinicos
identificados em amostras de mel e de polen dessa espécie de abelha e relatadas na literatura
(KLEINERT; GIANNINI, 2012; NEGRAO; ORSI, 2018; WILMS; WIECHERS, 1997).

Apesar de apresentar um comportamento generalista em relacdo a coleta de alimentos, a
abelha Apis mellifera pode intensificar o forrageamento de podlen de certas plantas em
determinados periodos devido as condicdes climaticas adequadas e a disponibilidade de recursos
florais na area de estudo (ALEIXO et al., 2017). Pesquisadores relataram que essas abelhas
concentraram seus esfor¢os de coleta de polen em plantas das familias Myrtaceae e Melastomaceae
(WILMS; WIECHERS, 1997), Myrtaceae e Asteraceae (NEGRAO e ORSI, 2018) e
Amaranthaceae, Araliaceae, Asteraceae, Myrtaceae, Poaceae e Rutaceae (MATTOS, SOUZA e
SOARES, 2018).

De acordo com a analise polinica realizada por Melo Nascimento (2020) das amostras de
pélen de abelha investigadas nessa tese foi observado um comportamento da abelha Apis mellifera
semelhante ao relatado na literatura em relacdo a coleta de tipos polinicos de Myrtaceae, que foram
classificados como PD no inverno e PA em todas as estacdes (Tabela An.1, Anexo). Os tipos
polinicos mais freqiientemente encontrados em amostras de polen de abelha Apis mellifera foram
Eucalyptus robusta, Eugenia uniflora e Psidium guajava. Também foi observada a predominancia
de tipos polinicos das familias Brassicaceae no inverno e de Fabaceae no verao e no outono, sendo
todos classificados como PD (Tabela An.1, Anexo). Acredita-se que a preferéncia da abelha Apis
mellifera ao longo do ano por espécies vegetais das familias citadas acima se deva ao fato de a
regido produtora estar localizada em uma fazenda experimental, onde essas plantas sdo
normalmente cultivadas, sendo assim abundantes em recursos florais. A Asteraceae foi outra
familia importante identificada nas amostras de polen dessa espécie de abelha, que esteve presente
nas amostras em menor frequéncia em quase todas as estagdes do ano, exceto no inverno (Tabela
An.1, Anexo).

As amostras de polen de abelha Apis mellifera apresentaram diferentes frequéncias de
contagem para os tipos polinicos identificados pela analise polinica em todas as estagdes como
descrito acima. Essas diferengas podem ser melhor visualizadas por variagdes na espessura das
linhas exibidas no grafico de rede ilustrado na Figura 3.1.

As linhas de maior espessura (Figura 3.1) que indicam frequéncias de contagem > 45 %,
foram observadas para os tipos polinicos de Raphanus raphanistrum (Brassicaceae) (76,3 %) e de

Mimosa pigra (Fabaceae) (76,9 %) no inverno, para Mimosa casealpiniifolia (Fabaceae ) (59,2 %)
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e Eucalyptus robusta (Myrtaceae) (50,7 %) no verdo e para Mimosa pigra (Fabaceae) (64,9 %) no
outono. Esses resultados foram concordantes com a classificagdo como PD realizada pela analise

palinoldgica (Tabela An.1, Anexo).

FIGURA 3.1 - GRAFICO DE REDE DE AMOSTRAS DE POLEN DE Apis mellifera COLETADAS EM
DIFERENTES ESTACOES. A ESPESSURA DAS LINHAS ILUSTRA A CONTRIBUICAO DE FREQUENCIAS
DE CONTAGEM DOS TIPOS POLINICOS ENCONTRADOS PELA ANALISE POLINICA

S. pamahyba
i M. glomerata Senma sp.
{ M. niisera ,-“
a L . A. tenella
S. viscosa / | \ [ F C. iguanaea
| \ J ’,."
. { / A
s. .raruo\ﬂégna .\‘ /
H. popaganensis LN \ / s __—M: sidifolium
b \\\ \*. F // g ~
g, ) \ | j,/ p P P
i S. @lata

E. songhifolia

T. procumbens

Ny

\\C. benghalensis
_§. thombifolia. '
- terebinthifolia

Y T. catbamensrs

_\ ~ \N A au'{wceum

G. integrifolia gfuchnephaia
V. polyan
A. niopoides
S. olepaceus

C. sdlphureus / I 1

"\ A. hybridus ,
c. hestach / | C. floribundus
pac achya P < .
C. speciosa H. dailcis M. oleifera G.;paﬂriﬂora

/
Fabacgae sp

Fonte: a autora, (2023).

As linhas de espessura intermediaria (Figura 3.1), que indicam frequéncias de contagem
entre 15 e 45 %, foram observadas para os tipos polinicos Psidium guajava (Myrtaceae) (42,7 %),
Raphanus raphanistrum (Brassicaceae) (44,6 %), Baccharis dracunculifolia (Asteraceae)
(35,5%), Galinsoga parviflora (Asteraceae) (33,8%), Ageratum conyzoides (Asteraceae) (22,1%)
e Bidens pilosa (Asteraceae) (18,1%) na primavera; para Eugenia uniflora (Myrtaceae) (37,1%) e
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Eucalyptus robusta (Myrtaceae) (18,4%) no inverno; para Baccharis dracunculifolia (Asteraceae)
(27,5 %), Mimosa casealpiniifolia (Fabaceae) (24,1 %) e Eugenia uniflora (Myrtaceae) (20,6 %)
no verdo; para Raphanus raphanistrum (Brassicaceae) (23,0 %), Baccharis dracunculifolia
(Asteraceae) (24,5 %), Eucalyptus robusta (Myrtaceae) (24,1 %), Mimosa casealpiniifolia
(Fabaceae) (19,0 %) e Commelina benghalensis (Commenlinaceae) (19,1 %) no outono. Esses
resultados foram concordantes com a classificagdo como PA realizada pela analise polinica
(Tabela An.1; Anexo). Por fim, as linhas de menor espessura, ilustradas na Figura 3.1,
apresentaram, em todas as estagcdes, uma correlacdo direta com os tipos polinicos classificados
como polen isolado importante (PII) pela analise polinica.

As abelhas sem ferrdo (4Apidae, Meliponini) sao abelhas eussociais, que compreendem mais
de 510 espécies que vivem em habitats predominantemente tropicais ao redor do globo. Sao
importantes polinizadores que contribuem para a conservacdo ecologica das florestas e o
desenvolvimento de plantas de interesse agricola (HRNCIR et al., 2019; MOURA et al., 2022) .

No Brasil, podem ser encontradas mais de 80 espécies de abelhas sem ferrdo. Caracterizam-
se pela necessidade de manter um fornecimento constante de alimento para os individuos adultos
¢ para a sustentacdo do ninho, além de apresentarem caracteristicas morfologicas e biologicas
diferentes em relacdo as abelhas meliferas como a Apis mellifera (OLIVEIRA-ABREU et al.,
2014).

Diferentemente do comportamento exibido pela Apis mellifera, as abelhas sem ferrdo nado
migram para outros locais em busca de fontes mais rentdveis quando os recursos florais sdo
escassos (HRNCIR et al., 2019). Assim, quando as condigdes climaticas e a oferta de alimentos
sdo favoraveis, essas espécies de abelhas intensificam a coleta de néctar e de polen, além de estocar
alimentos em suas colméias para sobreviver aos periodos de escassez de recursos florais. Como
resultado desse comportamento, varios pesquisadores observaram que as abelhas sem ferrao,
apesar de serem insetos poliléticos, apresentam certas preferéncias florais durante a coleta de
néctar e de poélen, principalmente por se aglomerar em arvores com florescimento em massa ou
em plantas que apresentem flores com anteras poricidas (BARTH; DE FREITAS;
VANDERBORGHT, 2020; HRNCIR et al., 2019; MAIA-SILVA et al., 2014; RAMALHO;
KLEINERT-GIOVANNINI; IMPERATRIZ-FONSECA, 1990). Outra estratégia adotada pelas
abelhas sem ferrdo para maximizar a coleta de alimentos ¢ realizar a chamada “poliniza¢do por
vibragdo” e, portanto, podem aproveitar para explorar fontes de pdlen lucrativas que ndo estdo
disponiveis para outras abelhas, como as abelhas meliferas (OLIVEIRA-ABREU et al., 2014).

Considerando os relatos encontrados na literatura, as principais fontes de pdlen para as

espécies de abelhas sem ferrdo do género Melipona foram os tipos polinicos das familias
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Mpyrtaceae, FEuphorbiaceae, Fabaceae, Solanaceae, Leguminosae, Palmae, Rubiaceac e
Melastomataceae (BARTH; DE FREITAS; VANDERBORGHT, 2020; HRNCIR et al., 2019;
RAMALHO; KLEINERT-GIOVANNINI; IMPERATRIZ-FONSECA, 1990; WILMS;
WIECHERS, 1997).

Para a abelha Melipona marginata, poucos estudos relatam suas preferéncias florais na
coleta de néctar e de pélen (KLEINERT-GIOVANNINI; IMPERATRIZ-FONSECA, 1987). Esta
espécie de abelha sem ferrdo apresentou preferéncia por tipos polinicos das familias Myrtaceae,
Euphorbiaceae e Solanaceae, mas também foram encontrados outros tipos polinicos apresentados
em menor frequéncia das familias Leguminosae, Melastomaceae, Moraceae e Liliaceae.

A analise polinica, realizada por Melo Nascimento (2020) (Tabela An.2, Anexo) das
amostras investigadas nessa tese demonstrou um comportamento semelhante ao relatado na
literatura para a abelha Melipona marginata, na escolha de plantas para coleta de poélen. Nas
amostras de polen desta espécie de abelha sem ferrdo foi identificada a predominancia de tipos
polinicos de diferentes familias de acordo com sua abundancia em cada estagdo do ano:
Euphorbiaceae no inverno, Fabaceae no inverno e no verdo, Myrtaceae na primavera, no verao e
no outono, todos classificados como PD. Outros tipos polinicos das familias Asteraceae,
Euphorbiaceae, Fabaceae, Meliaceae, Myrtaceae e Sapindaceae também foram encontrados em
frequéncias intermedidrias de contagem, sendo classificados como PA.

Em relagdo as espécies vegetais, a abelha Melipona marginata apresentou preferéncia pelo
Eucalyptus robusta (Myrtaceae), que esteve presente nas amostras de pdlen de abelha em
frequéncias > 50 % na maioria das estagdes do ano. Comportamento semelhante foi observado por
Kleinert-Giovannini, Imperatriz-Fonseca, (1987). Embora as abelhas sem ferrdo apresentem
comportamento generalista de coleta de poélen e de néctar, elas podem ser temporariamente
seletivas e explorar as fontes florais mais lucrativas e disponiveis na regido ao redor de suas
colméias (ALEIXO et al., 2017; WILSON et al., 2021).

No grafico de rede das amostras de polen de Melipona marginata (Figura 3.2), a maior
frequéncia de contagem (linhas de maior espessura) de tipos polinicos foi observada no inverno,
no verdo e no outono, enquanto contribuigdes menores ¢ mais diversificadas de tipos polinicos
(linhas mais finas) foram registradas na primavera.

As linhas de maior espessura no grafico de rede (Figura 3.2), que indicam frequéncias de
contagem > 45 %, foram observadas para os tipos polinicos de Alchornea triplinervia
(Euphorbiaceae) (97,5 %) e Senna alata (Fabaceae) (63,9 %) no inverno; para Eucalyptus robusta
(Myrtaceae) (57,0%) na primavera; para Albizia niopoides (Fabaceae) (85,3 %) e para Eucalyptus
robusta (Myrtaceae) (86,9 %) no verdo e para Fucalyptus robusta (Myrtaceae) (74,9 %) no outono.
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Esses resultados foram concordantes com a classificagdo como PD realizada pela analise polinica

(Tabela An.2, Anexo).

FIGURA 3.2 - GRAFICO DE REDE DE AMOSTRAS DE POLEN DE Melipona marginata COLETADAS EM
DIFERENTES ESTACOES. A ESPESSURA DAS LINHAS ILUSTRA A CONTRIBUICAO DE FREQUENCIAS
DE CONTAGEM DOS TIPOS POLINICOS ENCONTRADOS PELA ANALISE POLINICA
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As linhas de espessura intermediaria no grafico de rede (Figura 3.2), que indicam
frequéncia de contagem entre 15 e 45 %, foram observadas para os tipos polinicos de Psidium
guajava (Myrtaceae) (20,5 %), Alchornea triplinervia (Euphorbiaceae) (16,1%), Albizia niopoides
( Fabaceae) (29,0 %), Senna sp (Fabaceae) (41,3%) e Serjania laruotteana (Sapindaceae) (25,0
%) na primavera; de Eucalyptus robusta (Myrtaceae) (20,9%), Baccharis dracunculifolia
(Asteraceae) (20,0%), Mimosa casealpiniifolia (Fabaceae) (43,6%) e Melia azedarach
(Meliaceae) (23,1%) no inverno e de Serjania laruotteana (Sapindaceae) (30,5%) no outono. Esses
resultados também concordaram com a classificagdo como PA realizada pela analise polinica

(Tabela An.2; Anexo). Finalmente, as linhas mais finas ilustradas no grafico de rede da Figura 3.2
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mostraram, em todas as estagcdes, uma relagdo direta com os tipos polinicos classificados como
poélen isolado importante (PII) pela analise polinica.

Em relagdo as espécies de abelhas do género Melipona, estudadas nessa tese, observou-se
um maior interesse da literatura em elucidar o comportamento de forrageamento da abelha
Melipona quadrifasciata, em relagdo ao demonstrado para a abelha Melipona marginata. De
acordo com varios pesquisadores, algumas espécies de plantas das familias Asteraceae, Fabaceae,
Melastomataceae, Myrtaceae e Solanaceae sdo preferidas pela abelha Melipona quadrifasciata
(BARTH; DE FREITAS; VANDERBORGHT, 2020; HRNCIR et al., 2019; IMPERATRIZ-
FONSECA; KLEINERT-GIOVANNINI; RAMALHO, 1989; KLEINERT-GIOVANNINI;
IMPERATRIZ-FONSECA, 1987; MAIA-SILVA et al., 2014; OLIVEIRA-ABREU et al., 2014).
Considerando essas familias vegetais, as espécies de plantas com florescimento em massa foram
as mais atrativas para essa espécie de abelha sem ferrdo. Portanto, sdo importantes fontes de néctar
e de pdlen e responsaveis por até 90 % da ingestdo alimentar anual das colonias (IMPERATRIZ-
FONSECA; KLEINERT-GIOVANNINI; RAMALHO, 1989; RAMALHO; KLEINERT-
GIOVANNINI; IMPERATRIZ-FONSECA, 1990).

A semelhanga do que ¢ relatado na literatura, Melo Nascimento, (2020) identificou a
predominancia de tipos polinicos de Myrtaceae em todas as estagdes do ano para as amostras dessa
espécie de abelha investigadas nesta tese (Tabela An.3; Anexo). Melipona quadrifasciata mostrou
preferéncia pela coleta de polen de Eucalyptus robusta durante o verdo e o outono, de Eugenia
uniflora no inverno e de Psidium guajava no inverno e na primavera. Tipos polinicos de Fabaceae
também foram encontrados em altas frequéncias de contagem no inverno e no verao.

Para as amostras de polen da abelha Melipona quadrifasciata o grafico de rede apresentado
na Figura 3.3, ilustrou as maiores frequéncias de contagem (linhas mais espessas) de tipos
polinicos em todas as estagdes em comparagdo ao observado para as demais espécies de abelha
investigadas. Fica evidente pelo padrao mostrado na Figura 3.3 que a Melipona quadrifasciata tem
preferéncia na coleta de alguns tipos polinicos especificos, das familias Fabaceae e Myrtaceae, o
que se repete em todas as estagoes.

As linhas de maior espessura (Figura 3.3), que indicam frequéncias de contagem > 45 %,
foram observadas para os tipos polinicos de Senna alata (Fabaceae) (52,1 %) e Albizia niopoides
(Fabaceae) (69,4 %) no inverno ¢ no verdo, respectivamente; de Eugenia uniflora (Myrtaceae)
(54,9 %) e Psidium guajava (Myrtaceae) (89,4 %) no inverno; de Fucalyptus robusta (Myrtaceae)
(86,9 % e 88,4 %) no verdo e no outono, respectivamente. Esses resultados foram concordantes

com a classificagdo como PD realizada pela analise polinica (Tabela An.3; Anexo).
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FIGURA 3.3 - GRAFICO DE REDE DE AMOSTRAS DE POLEN DE Melipona quadrifasciata COLETADAS EM
DIFERENTES ESTACOES. A ESPESSURA DAS LINHAS ILUSTRA A CONTRIBUICAO DE FREQUENCIAS
DE CONTAGEM DOS TIPOS POLINICOS ENCONTRADOS PELA ANALISE POLINICA

M. azedlarach
/

M_pigra

L. leucacephala

Fonte: a autora, (2023).

As linhas de espessura intermediaria (Figura 3.3), que indicam frequéncias de contagem
entre 15 e 45 %, foram observadas para os tipos polinicos de Psidium guajava (Myrtaceae) (44,5
%) e Eucalyptus robusta (Myrtaceae) (17,9 %) e de Albizia niopoides (Fabaceae) (23,9%) na
primavera; de Eucalyptus robusta (Myrtaceae) (38,9%) no inverno; de Baccharis dracunculifolia
(Asteraceae) (19,2 %), de Albizia niopoides (Fabaceae) (41,9 %) e de Psidium guajava
(Myrtaceae) (25,7 %) no verdo e de Mimosa caesalpiniifolia (Fabaceae) (17,1 %) no outono. Esses
resultados também concordaram com a classificagdo como PA realizada pela analise polinica
(Tabela An.3; Anexo). Por fim, as linhas mais finas, ilustradas na Figura 3.3, mostraram, em todas
as estagdes, uma menor contribui¢cdo de tipos polinicos das familias Euphorbiaceae, Myrtaceae e
Fabaceae, que foram classificadas como pdlen isolado importante pela analise polinica. Em

comparagdo com as outras espécies de abelhas investigadas neste trabalho, as amostras de polen
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da abelha Melipona quadrifasciata t€m uma contribui¢do menor para os tipos polinicos
classificados como polen isolado importante.

A comparagdo do comportamento de forrageamento de tipos polinicos das abelhas sem
ferrdo Melipona marginata ¢ Melipona quadrifasciata mostrou semelhangas na maioria das
estacoes (Figuras 3.2 e 3.3). Senna alata (Fabaceae) foi encontrada em altas frequéncias de
contagem no inverno para ambas as espécies de abelhas sem ferrdo. O mesmo padrao foi observado
para Eucalyptus robusta (Myrtaceae) na primavera e no verao e para Albizia niopoides (Fabaceae)
no verdo. Esses resultados indicaram que esses recursos florais podem sustentar ambas as espécies
de abelhas sem ferrao.

Poucas informacdes sobre as espécies vegetais (plantas) utilizadas pelas abelhas sem ferrdo
Scaptotrigona bipunctata e Tetragona clavipes para producdo de podlen podem ser encontradas na
literatura. Segundo Diniz e Buschini, (2015) e Ramalho, (2004) Scaptotrigona bipunctata
apresentou preferéncia por coletar polen de arvores que apresentam florescimento em massa,
comportamento que pode estar associado a necessidade de grandes quantidades de recursos
alimentares como forma de garantir a sobrevivéncia de suas numerosas colonias. Relatos do
comportamento de forrageamento de polen pela abelha Tetragona clavipes sdo escassos. Essa
abelha sem ferrdo apresenta um comportamento de forrageamento de recursos alimentares mais
generalista, geralmente visitando flores de espécies vegetais de interesse econdmico, da familia
Mpyrtaceae e espécies nativas da regido produtora (DUARTE; SOUZA; SOARES, 2016).

A andlise polinica das amostras de polen coletadas pela abelha Scaptotrigona bipunctata
de acordo com Melo Nascimento, (2020) indicou que os tipos polinicos das familias Myrtaceae,
Fabaceae e Euphorbiaceae foram as fontes florais primarias e mais atrativas para esta espécie de
abelha sem ferrdo. Os tipos polinicos de Eucalyptus robusta (Myrtaceae) foram predominantes no
inverno, no verao e no outono; Psidium guajava (Myrtaceae) na primavera; Alchornea triplinervia
(Euphorbiaceae) no inverno e Albizia niopoides (Fabaceae) no verdo. Amostras de polen coletadas
por essa espécie de abelha sem ferrdo também apresentaram importantes contribui¢des de tipos
polinicos das familias Sapindaceae, Moringaceae e Rhamnaceae.

As amostras de polen da abelha Scaptotrigona bipunctata apresentaram maior variagdo de
tipos polinicos no inverno e na primavera em relacdo aos observados nas estagdes do verdo e do
outono. Essas diferencas podem ser melhor visualizadas pelas variagcdes na espessura das linhas
do gréfico de rede ilustradas na Figura 3.4.

As linhas mais espessas (Figura 3.4), que indicam frequéncias de contagem > 45 %, foram
observadas para os tipos polinicos de Alchornea triplinervia (Euphorbiaceae) (75,0 %) e de

Eucalyptus robusta (Myrtaceae) (70,6 %) no inverno, para Albizia niopoides (Fabaceae) (83,3 %)
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e Psidium guajava (Myrtaceae) (67,6 %) na primavera; para Albizia niopoides (Fabaceae) (50,0
%) e Eucalyptus robusta (Myrtaceae) (83,8 %) no verdo e para Eucalyptus robusta (Myrtaceae)
(88,6 %) no outono. Esses resultados foram concordantes com a classificagdo como PD realizada

pela analise polinica (Tabela An.4; Anexo).

FIGURA 3.4 - GRAFICO DE REDE DE AMOSTRAS DE POLEN DE SCAPTOTRIGONA BIPUNCTATA
COLETADAS EM DIFERENTES ESTACOES. A ESPESSURA DAS LINHAS ILUSTRA A CONTRIBUICAO DE
FREQUENCIAS DE CONTAGEM DOS TIPOS POLINICOS ENCONTRADOS PELA ANALISE POLINICA
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Fonte: a autora, (2023).

As linhas de espessura intermediaria (Figura 3.4), que indicam frequéncias de contagem
entre 15 e 45 %, foram observadas para os tipos polinicos de Alchornea triplinervia
(Euphorbiaceae) (19,4 %), FEucalyptus robusta (Myrtaceae) (28,8%) Serjania laruotteana
(Sapindaceae) (21,6%) no inverno; de Tipuana tipu (Fabaceae) (22,9 %), Schizolobium parahyba
(Fabaceae) (16,8 %), Eucalyptus robusta (Myrtaceae) (21,2 %) e Holvenia dulcis (Rhamnaceae)
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(21,3%) na primavera; de Tipuana tipu (Fabaceae) (32,5 %) e Moringa oleifera (Moringaceae)
(17,1 %) no verdo. Esses resultados também concordaram com a classificagdo como PA realizada
pela analise polinica (Tabela An.4; Anexo). Por fim, as linhas mais finas, ilustradas na Figura 3.4,
mostraram, em todas as estagdes, os mesmos tipos polinicos classificados como pélen isolado
importante pela analise polinica.

Scaptotrigona bipunctata apresentou um comportamento de forrageamento de pélen muito
semelhante ao observado para as abelhas sem ferrdo Melipona marginata e Melipona
quadrifasciata, principalmente na primavera, no verdo e no outono. Fica evidente, na analise
polinica realizada por Melo Nascimento, (2020), que a Scaptotrigona bipunctata preferiu coletar
polens das mesmas fontes florais das abelhas Melipona marginata e Melipona quadrifasciata.
Esses resultados sugerem que as espécies de plantas das familias Myrtaceae, Euphorbiaceae e
Fabaceae possuem quantidade e qualidade de pdlen suficientes para sustentar varias espécies de
abelhas sem ferrdo, sem competicdo significativa entre elas. Comportamento semelhante foi
observado por Hilgert-Moreira et al., (2014) na coleta de polen de espécies de Eucalyptus por
abelhas sem ferrdo. Essa sobreposi¢do de recursos florais durante o forrageamento de polen por
abelhas sem ferrdo é uma estratégia comum adotada por abelhas do género Melipona
(RAMALHO,1990).

Para a abelha Tetragona clavipes, como ja mencionado anteriormente, muito pouco se sabe
sobre seu comportamento de forrageamento de polen, em comparagdo com o relatado para outras
espécies de abelhas sem ferrdo. Duarte, (2012) identificou 17 familias botanicas e 38 tipos
polinicos em amostras de polen de abelha dessa espécie de abelha sem ferrdo na regido sudeste do
Brasil. Dentre as familias relatadas, Fabaceae foi a que apresentou maior niimero de tipos polinicos
seguida por Asteraceae, Euphorbiaceae, Malvaceae, Piperaceae e Poaceae.

Os resultados descritos por Melo Nascimento, (2020) para a abelha Tetragona clavipes
sugerem um comportamento de forrageamento de podlen semelhante, mostrando a mesma
preferéncia por algumas das familias descritas por Duarte, (2012). Foi observada a predominancia
de Raphanus raphanistrum (Brassicaceae) e Alchornea triplinervia (Euphorbiaceae) no inverno e
de Eriobotrya japonica (Rosaceae) no outono com frequéncias de contagem > 45 %. Os tipos
polinicos de Myrtaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae, Brassicaceae e Rosaceae foram encontrados na
maioria das estacdes em frequéncias de contagem entre 15 a 45 %. Em comparagdo com a analise
polinica de amostras de polen de Apis mellifera e das outras espécies de abelhas sem ferrdo
descritas anteriormente, as amostras de Tetragona clavipes apresentaram uma maior contribui¢ao
de diferentes familias e tipos polinicos em menores frequéncias em todas as esta¢des, indicando a

adocdo de um padrao de forrageamento de polen mais generalista por esta espécie de abelha.
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As amostras de polen de Tetragona clavipes apresentaram a maior variagdo de tipos
polinicos em todas as esta¢des do ano, sendo caracterizada por uma maior contribuigdo de tipos
polinicos em frequéncias < 45 %. Essas diferencas podem ser melhor visualizadas por variagdes
na espessura das linhas do grafico de rede ilustradas na Figura 3.5.

As linhas mais espessas (Figura 3.5), que indicam frequéncias de contagem > 45 %, foram
observadas para os tipos polinicos de Alchornea triplinervia (Euphorbiaceae) (58,0 %) e Raphanus
raphanistrum (Brassicaceae) (57,0 %) no inverno e de Eriobotrya japonica (Rosaceae) (60,0%)
no outono. Esses resultados foram concordantes com a classificacdo como PD realizada pela

analise polinica (Tabela An.5; Anexo).

FIGURA 3.5 - GRAFICO DE REDE DE AMOSTRAS DE POLEN DE TETRAGONA CLAVIPES COLETADAS
EM DIFERENTES ESTACOES. A ESPESSURA DAS LINHAS ILUSTRA A C,ONTRIBUI,CAO DE
FREQUENCIAS DE CONTAGEM DOS TIPOS POLINICOS ENCONTRADOS PELA ANALISE POLINICA
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Fonte: a autora, (2023).

As linhas de espessura intermediaria (Figura 3.5), que indicam frequéncias de contagem
entre 15 e 45 % foram observadas para os tipos polinicos Raphanus raphanistrum (Euphorbiaceae)

(17,0 %), Eucalyptus robusta (Myrtaceae) (22,0%), Alchornea triplinervia (Euphorbiaceae) (45,0
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%), Macherium stipitatum (Fabaceae) (18,0 %) e Murraya paniculata (Rutaceae) (17,0 %) no
inverno; Eucalyptus robusta (Myrtaceae) (33,0 %), Raphanus raphanistrum (Brassicaceae) (25,5
%), Alchornea triplinervia (Euphorbiaceae) (33,0 %) e Croton floribundus (Euphorbiaceae) (30,0
%) na primavera; Alternanthera tenella (Amaranthaceae) (18,0 %), Ceiba speciosa
(Bombacaceae) (23,0 %), Alchornea triplinervia (Euphorbiaceae) (38,0 %) e Piper amalago
(Piperaceae) (26,0%) no verdo. Esses resultados também concordaram com a classificagdo como
PA realizada pela analise polinica (Tabela An.5; Anexo). Por fim, observou-se a prevaléncia das
linhas mais finas, conforme ilustrado na Figura 5, em todas as estacdes, indicando a presenga dos
mesmos tipos polinicos classificados como poélen isolado importante pela analise polinica.
Tetragona clavipes também foi a espécie de abelha que apresentou a maior contribuigdo de tipos
polinicos em menor frequéncia (< 15 %) em comparagdo com as amostras de pélen observadas
para outras espécies de abelhas (Figuras 3.2 e 3.3).

Algumas semelhancas podem ser observadas no comportamento de forrageamento das
abelhas Tetragona clavipes e Apis mellifera, que compartilharam as mesmas preferéncias florais
por tipos polinicos de Raphanus raphanistrum (Brassicaceae) no inverno e na primavera e de
Eucalyptus robusta (Myrtaceae) no inverno e no outono. O compartilhamento de recursos florais
entre essas espécies de abelhas também foi observado por Pedro e Camargo, (1991) na regido

sudeste do Brasil.

3.3.2. Influéncia da espécie de abelha e da estacdo do ano na origem botanica de polen de abelha

E reconhecido na literatura que a composi¢io botanica do polen de abelha é influenciada
por varios fatores, incluindo condi¢des climaticas, espécies de plantas, estacdes do ano e espécies
de abelhas (ALEIXO et al., 2017; HILARIO; IMPERATRIZ-FONSECA, 2009; HRNCIR et al.,
2019; MATTOS; SOUZA; SOARES, 2018; NEGRAO; ORSI, 201 8). Tal comportamento também
foi observado nas amostras de polen investigadas nesta tese (Tabelas An.1 a An.5 do Anexo;
Figuras 3.1 a 3.5). Sendo assim, a influéncia de dois fatores (estagdo do ano e espécie de abelha)
na origem botanica do polen foi investigada pela Analise de Modelos Lineares Generalizados
(MLG) no nivel de de 95 % confianga. Foi demonstrado que ambos os fatores sdo importantes (p
< 0,05), além de terem efeito de interagdo significativo sobre eles (p < 0,05), sugerindo que nao
podem ser analisados separadamente em estudos univariados (Tabela 3.1). A porcentagem de
distribuicdo de cada tipo polinico encontrada para as diferentes espécies de abelhas e estagdes do
ano foi calculada para entender melhor como cada um destes fatores afeta a composi¢@o botanica

das amostras de pdlen de abelha investigadas (Tabela 3.2.).
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Dos fatores estudados, o fator ‘espécie de abelha’ apresentou a maior influéncia sobre o
numero de tipos polinicos identificados nas amostras de poélen de abelha. As amostras de pdlen de
Tetragona clavipes apresentaram a maior diversidade no nimero de tipos polinicos (36,2 %),
seguida por Apis mellifera (22,6 %), Melipona Marginata (16,9 %), Scaptotrigona bipunctata
(14,8 %) e Melipona quadrifasciata (9,6 %). Esses resultados concordam com os exibidos nos
graficos de rede e pela analise polinica (Figuras 3.1 a 3.5; Tabelas An.1 a An.5 do Anexo), que
mostraram que Melipona marginata, Melipona quadrifasciata e Scaptotrigona bipunctata t€m
padrdes de forrageamento menos generalistas em relagao aos tipos polinicos do que os observados
para as espécies de abelhas Apis mellifera e Tetragona clavipes.

TABELA 3.1 - TESTES DE EFEITOS DO MODELO. TESTE DE QUI-QUADRADO DE WALD E
SIGNIFICANCIA PARA OS FATORES ESTACAO DO ANO, ESPECIE DE ABELHA E SUA INTERACAO

Tipo 111
Fontes de Variac¢ao
Qui-quadrado de Wald gl p-valor
(Intercepto) 2.626.900 1 0,000
Estacdo do ano 2.393 3 0,000
Espécie de Abelha 23.658 4 0,000
Estacdo do Ano * Espécie de Abelha 9.296 12 0,000

Modelo: (Intercepto), estagdo do ano, espécies de abelhas, estagdo do ano * espécie de abelha
Fonte: a autora, (2023).

A influéncia do fator 'espécie de abelha' pode ser melhor explicada quando as diferencas
nos padroes de forrageamento de polen de Apis mellifera e de espécies de abelhas sem ferrdo sdo
comparadas. Conforme descrito anteriormente, Apis mellifera e Tetragona clavipes apresentaram
um comportamento de coleta de polen mais generalista, buscando as fontes florais mais rentaveis
na regido de producdo ao longo do ano, coletando entdo um maior nimero de tipos polinicos,
enquanto que as abelhas sem ferrdo Melipona marginata, Melipona quadrifasciata e
Scaptotrigona bipunctata apresentaram um padrdo de forrageamento de pdlen mais especializado,
concentrando seus esfor¢cos em seus recursos florais preferidos, sendo estes os tipos polinicos das
familias Myrtaceae, Euphorbiaceae e Fabaceae.

Como as abelhas sem ferrdo ndo podem deslocar suas colméias de um local para outro, elas
coletam maiores quantidades de polen e néctar e estocam alimentos sempre que ha grande
disponibilidade de fontes atrativas de plantas no ambiente, com o objetivo de manter suas colonias
em épocas de escassez floral. Consequentemente, concentram seu processo de coleta de alimentos
em espécies de plantas capazes de fornecer maiores fontes de polen e de néctar, como arvores com
florescimento em massa ou plantas com flores com anteras poricidas (HRNCIR et al., 2019;

OLIVEIRA-ABREU et al., 2014; WILSON et al., 2021).



50

O fator ‘estagdo do ano’ (Tabela 3.2) mostrou uma distribui¢do equilibrada dos tipos
polinicos durante todas as estagdes. Uma porcentagem um pouco maior foi observada na primavera
(28,7%) e indicou que esta estagdo apresentou a maior diversidade de tipos polinicos observada
em amostras de polen coletadas ao longo de 12 meses para as cinco espécies de abelhas. O outono,
por sua vez, registrou a menor diversidade de tipos polinicos (20,7%) em relacdo as demais
estagoes. Esse comportamento pode estar associado ao clima predominante na regido de produgao,
que interfere na disponibilidade de recursos florais em cada estacdo e conseqiientemente nos

padrdes de forrageamento de polen de cada espécie de abelha.

TABELA 3.2 - VARIABILIDADE (%) DE TIPOS POLINICOS EM AMOSTRAS DE POLEN DE Apis mellifera E
ABELHAS SEM FERRAO COLETADAS EM DIFERENTES ESTACOES DO ANO

N Porcentagem (%)
Inverno 126 25,6
Outono 102 20,7
Estacio do Ano Primavera 141 28,7
Verao 123 25,0
Total 492 100,0
Fatores Apis mellifera 111 22,6
Melipona marginata 83 16,9
. Melipona quadrifasciata 47 9,6
Espécie de Abelha . ;
Scaptotrigona bipunctata 73 14,8
Tetragona clavipes 178 36,2
Total 492 100,0

N = ntimero de graos de pdlen que corresponde a soma da contagem mensal de tipos polinicos encontrados pela
analise polinica. Fonte: a autora, (2023).

O fator ‘estacdo do ano’ pode explicar as mudancas observadas no padrao de coleta de
polen das fontes florais preferidas de Apis mellifera e das abelhas sem ferrdo em cada estagdo. A
abelha Apis mellifera concentra seus esfor¢os na coleta de polen das espécies vegetais Fabaceae e
Brassicaceae no inverno, Fabaceae ¢ Myrtaceae no verdo e Myrtaceae no outono, enquanto na
primavera apresentou a maior diversificacdo de tipos polinicos de diferentes familias. De forma
semelhante, as abelhas sem ferrdo estudadas neste trabalho também mudaram seu padrdo de coleta
de podlen, buscando fontes florais mais rentaveis em cada estagdo do ano.

Esse comportamento apresentado por diferentes espécies de abelhas pode estar associado
as variagdes das condi¢des climaticas, que incluem mudangas de temperatura, umidade e indices
pluviométricos nas regides produtoras em cada estacdo do ano. Altos niveis de chuva e
temperaturas extremas afetam a atividade de voo das abelhas durante a coleta de polen, enquanto
altas temperaturas exigem que diferentes espécies de abelhas adotem mecanismos especificos de

dissipacdo de calor durante o voo. Entdo, varia¢cdes nas taxas de precipitacdo e de temperaturas
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durante o dia podem afetar o padréo de coleta de polen exibido por diferentes espécies de abelhas
(ALEIXO etal., 2017).

A regido produtora das amostras de polen de abelha, objeto de estudo desta tese, €
caracterizada por um clima chuvoso, umido e quente durante a maior parte do ano. Segundo
informagdes descritas por Melo Nascimento, (2020), os maiores indices pluviométricos foram
registrados na primavera (152, 279 e 144 mm) em comparagao aos indices pluviométricos (143,
49 e 86 mm) medidos no outono. O verdo também registrou altos indices pluviométricos (187, 118
e 143 mm), enquanto o inverno registrou os menores indices pluviométricos (62, 5 e 224 mm).
Foram registradas faixas médias de umidade relativa de 50 a 69 % no inverno, de 62 a 72 % na
primavera, de 61 a 68 % no verdo e de 62 a 89 % no outono. As maiores variagdes de temperatura
foram registradas no inverno (6,6 a 33,2 °C) e na primavera (15,2 a 35,7 °C), enquanto o verao
(17,2 2 38,1 °C) e o outono (12 a 31,8 °C) registraram as menores variabilidade neste pardmetro.

As variagdes nas condi¢des climaticas em cada estagdo do ano podem afetar a fenologia da
floragdo de espécies de plantas cultivadas na regido produtora (OLIVEIRA-ABREU et al., 2014).
As taxas de precipitacdo afetam a abundancia de plantas individuais, principalmente em ambientes
tropicais onde as plantas com flores e, consequentemente, a disponibilidade de polen para as
abelhas, estdo fortemente associadas a variagdes sazonais neste pardmetro (ALEIXO et al., 2017).
Segundo Mattos, Souza e Soares (2018), regides em que as chuvas ndo sdo escassas ¢ apresentam
estreita variabilidade de temperatura; sendo que as chuvas sdo bem distribuidas entre as estagdes
e que nao apresentam umidade relativa e radiacdo solar significativamente altas, sdo as mais
indicadas para a producao de pdlen de abelha.

Também foi observado um efeito de interagdo significativo entre os fatores 'estacdo do ano'
e 'espécies de abelhas' (Tabela 3.1) (p < 0,05). Assim, este efeito de interacdo sugere que a
diversidade de tipos polinicos, bem como o numero de graos de pdlen vegetal nas amostras de
polen de abelha, dependem da espécie de abelha que faz a coleta, bem como da estacdo do ano em
que o polen foi coletado (Figura 3.6).

Avaliando o padrao mostrado na Figura 3.6, pode-se afirmar que as abelhas Apis mellifera
concentraram seus esfor¢os de forrageamento durante o inverno enquanto as espécies de abelhas
sem ferrdo no outono e no verdo. Entre as espécies de abelhas sem ferrdo também foram
observadas diferencas no niumero médio de grios de polens vegetais coletados. Melipona
quadrifasciata apresentou o maior nimero médio de grios de polen em contraste com o
determinado para a abelha Tetragona clavipes. Portanto, os fatores ‘espécie de abelha’ e ‘estag@o

do ano’ ndo podem ser avaliados separadamente em estratégias univariadas.
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FIGURA 3.6 - CONTRIBUICAO (%) DE TIPOS POLINICOS NAS AMOSTRAS DE POLEN DE Apis mellifera E
ABELHAS SEM FERRAO EM DIFERENTES ESTACOES DO ANO. ILUSTRACAO DO EFEITO DE
INTERACAO ENTRE ‘ESPECIES DE ABELHAS’ E ‘ESTACOES DO ANO’
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Fonte: a autora, (2023).

O efeito de interagdo entre “espécie de abelha” e “estacdo do ano” pode ser explicado
considerando as caracteristicas biologicas de cada espécie de abelha e sua capacidade especifica
de adaptacgdo as variagdes climaticas e de recursos florais em cada estacdo na regido produtora.
Verificou-se que a Apis mellifera concentrou sua coleta de graos de pdlen no inverno (estacdo mais
seca € com as menores temperaturas minimas); esse comportamento também foi observado por
Negrao e Orsi (2018) e Negrdo, Barreto e Orsi (2014). Por outro lado, as abelhas Melipona
marginata, Melipona quadrifasciata, Scaptotrigona bipunctata e Tetragona clavipes coletaram
maior quantidade de graos de polen no outono e no verdo (estacdes com maiores temperaturas e
indices pluviométricos).

E reconhecido na literatura que a Apis mellifera é a espécie de abelha mais adaptada a
condicdes climaticas extremas, enquanto as espécies de abelhas sem ferrdo iniciam o processo de
coleta de polen em diferentes temperaturas minimas, com base em seu tamanho corporal, cor e
mecanismos individuais de termo regulagdo (MAIA-SILVA et al., 2014; OLIVEIRA-ABREU et
al., 2014). Além disso, algumas espécies de abelhas, como as abelhas sem ferrdo, tendem a
diminuir a produc@o larval - ou seja, a realizar a diapausa reprodutiva - nas estagdes mais frias do
ano (inverno e primavera); assim, diminuindo a quantidade de graos de pdlen coletados nessas

estagOes. Espécies em diapausa reprodutiva, como as abelhas sem ferrdo, costumam coletar mais
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graos de polen no verdo e no outono, enquanto aquelas que ndo passam por esse processo tendem
a coletar mais grios de pélen no inverno e na primavera (HILARIO; IMPERATRIZ-FONSECA,
2009).

3.4. CONSIDERCOES FINAIS

Apis mellifera e Tetragona clavipes foram as espécies de abelhas que apresentaram o
comportamento de forrageamento de polen mais generalizado em relag@o as plantas disponiveis
ao redor do apiario. Além disso, as amostras de polen de abelha dessas abelhas apresentaram maior
diversidade de tipos polinicos, principalmente nas estagdes da primavera e do verdo; assim, estas
foram classificadas quanto a sua origem botanica, na maioria das estagdes como heteroflorais. As
espécies de abelhas Melipona Marginata ¢ Melipona quadrifasciata mostraram preferéncia por
tipos polinicos das familias Myrtaceae e Fabaceae. Esse comportamento possibilitou a
classificacdo da origem botanica dessas amostras como monofloral na maioria das estacdes do ano.
Na apicultura e na meliponicultura, a obten¢do de podlen de abelha com determinadas
caracteristicas botanicas, composicionais e nutricionais ¢ desejada, pois tem potencial para ser
utilizada nos setores farmacéutico e alimenticio. A prevaléncia de uma determinada espécie
vegetal na origem boténica do pdlen facilita a padronizacdo de suas propriedades nutracéuticas e
funcionais, minimizando sua variabilidade composicional.

Os fatores ‘estacdo do ano' e ‘espécie de abelha', em conjunto, tém efeitos significativos
na composi¢do botanica das amostras de polen de abelha analisadas; portanto, ndo podem ser
avaliados separadamente. E fundamental entender como os padrdes relacionais decorrentes da
sazonalidade impostas a diferentes espécies de abelhas - principalmente aquelas pouco estudadas,
como a Scaptotrigona bipunctata ¢ a Tetragona clavipes interferem nas caracteristicas botanicas
e composicionais de pélen de abelha. Estas informag¢des podem auxiliar na escolha de melhores
praticas de manejo para a obtencdo de polen de abelha, o que tem impacto direto no
desenvolvimento da apicultura e meliponicultura regionais, além de facilitar a comercializagdo e

utilizag@o deste em aplica¢des industriais.
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4. CAPITULO IV

VARIABILIDADE SAZONAL NA COLORACAO DE POLEN DE Apis mellifera E
DE ABELHAS SEM FERRAO

4.1. INTRODUCAO

Recentemente, o polen de abelha tem despertado o interesse da comunidade cientifica
mundial decorrente de numerosos estudos que apontam para os seus efeitos benéficos a saude.
Este esta sendo potencialmente utilizado como ingredientes ativos em farmacos, como suplemento
alimentar ou como ingrediente em alimentos processados devido ao seu carater funcional
(GIAMPIERI et al., 2022; LAAROUSSI et al., 2023). Estes efeitos sdo associados a sua
composi¢do que engloba quantidades significativas de carboidratos, proteinas, lipidios e
quantidades importantes de micronutrientes como minerais, vitaminas, compostos fenolicos e
aminoacidos essenciais. Em vista disso, o polen de abelha possui propriedades terapéuticas como
atividades anti-inflamatodrias, antioxidantes, antimicrobianas, antitumorais e anti-hipertensivas,
entre outras (ARES et al., 2022; KIELISZEK et al., 2018; LI et al., 2018; LU et al., 2022;
THAKUR; NANDA, 2020).

O maior desafio atual das industrias farmacéuticas e alimenticias € utilizar como matéria
prima pdlen de abelha com coloracdo padronizada, uma vez que este apresenta elevada
variabilidade em sua composi¢do quimica, nutricional e fitoquimica. Essas variacdes em sua
composi¢do e consequentemente em sua coloracdo dependem das espécies de abelha, bem como,
das espécies vegetais, area geografica, estagdes do ano, tipo de solo, praticas de manejo, entre
outros fatores (GIAMPIERI et al., 2022; KIELISZEK et al., 2018; LI et al., 2018; ROZMAN et
al., 2022; THAKUR; NANDA, 2020). Portanto, estudos, que embora ainda sejam escassos, mas
que demonstrem como estes fatores afetam a composi¢do quimica, nutracéutica e fitoquimica e
consequentemente a coloracdo do polen de abelha sdo essenciais para o desenvolvimento da
apicultura e meliponicultura nacional (NEGRAO; ORSI, 2018). Devido a ampla diversidade de
flora disponivel no Brasil, bem como de espécies de abelhas nativas (abelhas sem ferrdo) e abelhas
de mel (A4pis mellifera) para a produgdo de polen de abelha, torna-se imprescindivel o
desenvolvimento de pesquisas que possam auxiliar os apicultores e meliponicultores na escolha
dos locais e espécies de abelhas mais adequados de acordo com o uso pretendido (farmaco,

suplemento alimentar ou ingrediente em formulagdes alimenticias).
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Abelhas sem ferrdo sdo amplamente distribuidas em paises da América do Sul, Africa,
Sudeste Asiatico e Australia trazendo desenvolvimento a meliponicultura nestes locais e
propiciando a conservacao da biodiversidade de diferentes biomas (ROZMAN et al., 2022; SILVA
et al., 2000).

No Brasil, as abelhas sem ferrdo sdo nativas e estdo presentes em todo o pais, embora as
espécies diferem de regido para regido. Além de sua importancia como maiores polinizadores da
maioria das plantas silvestres e de algumas monoculturas, o mel e o pélen de meliponideos sdo
também fontes de alimento, medicamentos (geopropolis) e renda para as populagdes rurais. Existe
uma forte cultura do uso dos produtos da meliponicultura, especialmente, mel e propolis e mais
recentemente de polen, no Brasil e em outras partes do mundo onde estas espécies de abelhas sdo
nativas (SILVA et al., 2006). Apesar disso, enquanto, sdo reportadas inumeras publica¢des sobre
a composicdo, coloragdo e propriedades nutricionais do polen de Apis mellifera (DE-MELO et al.,
2018a; NEGRAO; BARRETO; ORSI, 2014; NEGRAO; ORSI, 2018; RODRIGUES DE S. et al.,
2018), a composicao quimica, fitoquimica e colora¢do de pdlen coletado por ‘abelhas sem ferrdo’
continua inexplorada e demanda mais pesquisas sobre os fatores que levam a grande variabilidade
observada nesse produto (BARTH; DE FREITAS; VANDERBORGHT, 2020; DUARTE et al.,
2018; REBELO et al., 2021; SILVA et al., 2006; VIT et al., 2016).

Sendo assim, uma ANOVA de fatores aninhados foi aplicada a dados de cor instrumental
do sistema CIELAB (coordenadas L*, a* e b*) para avaliar a influéncia da espécie de abelha e da
sazonalidade na coloragdo de amostras de polen coletadas por Apis mellifera e por abelhas sem
ferrdo (Melipona marginata, Melipona quadrifasciata, Scaptotrigona bipunctata e Tetragona
clavipes) em diferentes estagdes do ano, na Fazenda Experimental Iguatemi da Universidade

Estadual de Maringa, na cidade de Maringa no Estado do Parana, Brasil.

42. MATERIAL E METODOS

4.2.1. Andlise polinica

A identificagdo da origem botanica das amostras de polen de abelha investigadas nesta

tese foi realizada por analise polinica descrita no Capitulo III.

4.2.2. Analise de cor instrumental

A medicao de cor instrumental nas amostras de polen de abelha foi realizada no laboratorio

de fitopatologia da Universidade Tecnologica Federal do Parana campus Dois Vizinhos no Parana,
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com um medidor de croma Konica Minolta CR-400, dispositivo de medicao de cor equipado com
seis fotodiodos de silicio altamente sensiveis com faixa de medi¢do de 0,01 a 160 %. Os resultados
foram expressados pelas coordenadas do espaco de cor CIELAB, L* (luminosidade) a* (+ a*
vermelho e — a* verde) e b* (+ b* amarelo e — b* azul) (KONICA MINOLTA, 2023). Previamente
a medi¢do das amostras, o dispositivo foi calibrado usando um padrio branco (C: Y - 87,0; x -
0,3169;y-0,3239e D: Y -87,0; x-0,3193; y - 0,3367). Para a medicdo da cor instrumental, uma
massa em torno de 3,0 a 8,0 g da amostra de polen de abelha, previamente moida e homogeneizada,
foi colocada sobre papel sulfite branco e compactada com uma placa de Petri formando uma
camada uniforme de aproximadamente 0,3 cm de espessura. Assim, a amostra de pdlen cobria
completamente a superficie do sensor, sem espagos brancos ocupando um espago aproximado de
9,0 cm?, onde foram tomadas trés leituras em posigdes diferentes. O aparelho de medigdo foi
abaixado sobre a amostra de pdlen encostando inteiramente o leitor sob a amostra, antes do inicio
da medicao. Os valores das coordenadas de cor L*, a* e b* foram obtidos apos alguns segundos
da medicdo da amostra. As medigdes paralelas foram realizadas em triplicata para cada amostra
de poélen (243 amostras x 3 réplicas = 729 registros de coordenadas de cor) e os resultados das

coordenadas de cor foram expressos como valores médios.

4.2.3. Analise estatistica

Para avaliar a influéncia dos fatores ‘espécie de abelha’ e ‘esta¢do do ano’ na cor
instrumental das amostras de poélen de abelha foi realizada uma ANOVA com fatores aninhados
dos Modelos Lineares Generalizados (MLG) no nivel de 95 % de confianca, em que o fator
‘estagdo do ano’ foi aninhado no fator ‘espécie de abelha’. Para o fator ‘espécie de abelha’ (i =
5) foram adotados cinco niveis (4dpis mellifera, Melipona marginata, Melipona quadrifasciata,
Scaptotrigona bipunctata e Tetragona clavipes) e para o fator ‘estacdo do ano’ (j = 4) foram
adotados quatro niveis (inverno, primavera, verdo e outono). Para avaliar o erro experimental
foram utilizadas diferentes amostras de poélen de abelha coletadas nas quatro estagdes do ano por
cada espécie de abelha no periodo de junho de 2018 a maio de 2019.

O teste Tukey de comparagdo multipla de médias foi aplicado no nivel de 95 % de confianga
aos dados de cor instrumental das amostras de polen de abelha de forma a identificar diferencas
significativas entre as médias das coordenadas de cor (L* a* e b*) do espaco de cor CIELAB
obtidas para as espécies de abelha e entre as médias determinadas para as estagdes do ano dentro
de cada espécie de abelha. Analises de correlagdo de Pearson, também foram realizadas para todos

os dados no mesmo nivel de confianga de 95 % para verificar as correlagdes existentes entre as
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coordenadas de cor instrumental avaliadas. Toda a analise estatistica foi realizada com o auxilio

dos softwares estatisticos Minitab for Windows, versdo 16.2.2 e Statistica versdo 8.0.

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O polen de abelha apresenta coloracdo variavel com tonalidades que podem variar do
branco acinzentado ao marrom escuro, com predominancia do amarelo, laranja e vermelho e essa
variabilidade pode ser atribuida as diferencas na composicao de poédlens vegetais, ou em sua
composi¢do quimica ou ainda de processos de oxidacao oriundos dos processos de obtencdo e de
processamento (CASTIGLIONI et al., 2022; DE-MELO et al., 2016, 2018a; SIPOS et al., 2020;
STRAUMITE et al., 2022; THAKUR; NANDA, 2020; YANG et al., 2013).

Os valores de cor instrumental do sistema CIELAB (Tabela 4.1) indicaram variagdes nas
coordenadas L* (45,32 - 63,01), a* (7,65 - 16,17) e b* (17,48 - 31,93) para as amostras de polen
de abelha coletadas em diferentes estagdes do ano pela Apis mellifera e pelas abelhas sem ferrao.
Para avaliar se haviam diferengas significativas na cor instrumental do pélen de abelha coletado
por diferentes espécies de abelhas e em diferentes estagdes do ano foi realizada uma ANOVA de
fatores aninhados.

O fator ‘espécie de abelha’ foi significativo para as coordenadas L*, a* ¢ b* (Fops = 26,49;
p = 0,000 para L*; Fops = 18,50; p = 0,000 para a*; Fops = 22,94, p = 0,000 para b¥). O fator
‘estagdo do ano’ também influenciou de forma significativa essas coordenadas de cor (L*, a* e
b*) (Fobs =4,32; p = 0,000 para L*; Fops = 10,41, p = 0,000 para a*; Fors = 7,85, p = 0,000 para
b*) responsaveis pela luminosidade e pela coloragdo caracteristica (tons de vermelho e de amarelo)
do polen de abelha.

No sistema CIELAB, o parametro L * expressa a luminosidade do objeto sendo avaliado na
escala de cinza, variando do preto absoluto ao branco absoluto (SIPOS et al., 2020). Nas amostras
de polen de abelha os valores de L* se situaram entre 45,32 — 63,01 e foram similares aos
reportados na literatura para pélen de abelha moido e homogeneizado (CASTIGLIONI et al.,
2022) e para as cargas de polen de abelha oriundas do estado do Parana, Brasil (DE-MELO et al.,
2018a). Além disso, pode ser atribuido que valores (+) e mais elevados para L* indicam amostras
de polen de abelha com tonalidades mais claras (Sipos et al., 2020). Quando se comparam 0s
valores de L* para as amostras das diferentes espécies de abelhas, observa-se que o pdlen coletado
pelas abelhas Apis mellifera (59,02 = 6,77), Melipona marginata (58,57 6,88) e Melipona

quadrifasciata (59,85 + 4,52) mostraram tonalidades mais claras e significativamente diferentes



66

das encontradas nas amostras de pélen das abelhas Scaptotrigona bipunctata (51,75 + 5,52) e

Tetragona clavipes (51,58 + 6,53) (Figura 4.1-a).

TABELA 4.1 - VALORES MEDIOS E DESVIOS PADRAO DE PARAMETROS DE COR (L*, a¥, b*) DA
ESCALA CIELAB DE AMOSTRAS DE POLEN COLETADAS POR DIFERENTES ESPECIES DE ABELHAS E
EM DIFERENTES ESTACOES DO ANO

Espécie Estaciio
L* % %
de Abelha do Ano “ b
Inverno 63,01 +£7,78 10,37 + 3,15¢4ef 31,27 £ 4,24°
Outono 60,38 + 3,86%b¢ 8,69 + 1,05%sf 23,51 +1,78 b¢
Apis mellifera Primavera 5820 + 8 113bede | 1047+2,08%def | 24,75+ 5,040
Verdo 55,05 + 4,14b>cdefe 11,28 £2,10>¢ 22,12 + 3,074
Média Anual 59,02 + 6,774 10,25 £2,354 25,28 + 5,054
Inverno 57,56 + 7,76%bedete 11,65 + 1,880cd 22,17 + 1,64 bed
Outono 62,31 +£7,21%b¢ 7,65+ 1,01f 20,09 £ 2,53 bed
Melipona
Primavera 58,35 £ 7,58%bcde 11,63 +1,415¢ 23,13 + 3,89%¢
marginata
Verdo 56,83 + 5,29 abedefe 11,99 + 2,50 b¢ 22,23 + 4,024
Média Anual 58,57+ 6,884 10,88 £2,514 21,99 + 3,45¢
Inverno 58,11 + 5,00%bcdefe 11,39 + 1,42bed 22,03 + 1,35b¢d
Outono 58,90 + 3,08bcd 8,06 + 0,66%" 21,08 + 1,88Pd
Melipona .
Primavera 62,74 + 5,97%> 10,77 + 1,83bede 23,57 + 2,05b°
quadrifasciata
Verdo 59,08 + 2,423bcd 11,45 +2,68>¢ 23,07 +£ 3,61
Média Anual 59,85 + 4,524 10,33 £2,284 22,48 +2,578C
Inverno 52,22 £ 7,214eteh 10,19 + 1,5204=f | 19,48 + 3 48bed
Outono 53,91 + 3,7654¢be 8,26 + 0,58%F 17,48 + 1,344
Scaptotrigona
Primavera 49,64 + 5,95¢h 11,67 + 1,10b° 18,97 + 3,624
bipunctata
Verdo 51,11 + 4,34%feh 10,81 £ 1,71 b4 19,24 + 3,92¢4
Média Anual 51,75+ 5,528 10,21 +£1,794 18,78 + 3,26P
Inverno 49,71 + 4,649h 12,19 £ 2,26 22,70 + 7,004
Outono 58,10 £ 4,213bcdef 10,32 + 1,08%4f 23,76 £ 2,745¢
Tetragona .
Primavera 53,58 + 3,66%%efe 16,17 + 1,83% 31,93 +4,78°2
clavipes
Verao 4532 +£5,68" 13,25 +2,77° 19,35 + 7,714
Média Anual 51,58 + 6,538 13,06 + 2,958 24,49 + 7,4448

Fonte: a autora, (2023).
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FIGURA 4.1 - INFLUENCIA DOS FATORES (a) ESPECIE DE ABELHA E (b) ESTACAO DO ANO NA
COORDENADA DE COR (L*) DE AMOSTRAS DE POLEN DE ABELHA. Am = Apis mellifera; Mm = Melipona
marginata; Mq = Melipona quadrifasciata; Sb = Scaptotrigona bipunctata; Tc = Tetragona clavipes
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Para o polen coletado pela abelha Apis mellifera observou-se que os valores de

luminosidade (L*) foram maiores para as amostras coletadas no inverno (63,01 + 7,78) e

significativamente diferentes (p < 0,05) dos valores determinados nas demais estacdes do ano

(Figura 4.1-b). No inverno, as amostras de poélen de abelha foram caracterizadas por altas taxas de

frequéncia de polen das espécies vegetais Mimosa pigra (76,9 %), Raphanus raphanistrum (76,3

%) e Eugenia uniflora (37,1 %). Todavia, para as amostras de pdlen de abelha das espécies de

abelhas Scaptotrigona bipunctata (53,91 + 3,76) e Tetragona clavipes (58,10 + 4,21) observa-se

um comportamento diverso em que as amostras coletadas no outono apresentaram maiores valores
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de luminosidade (L*) quando comparadas as obtidas nas outras estacdes do ano (Figura 4.1-b).
No outono, as amostras de polen de abelha de Scaptotrigona bipunctata foram caracterizadas pela
predominancia de Fucalyptus robusta (88,3 %) e as amostras de Tetragona clavipes por
Eriobotrya japonica (48,7 %) e contribuigdes importantes de Eucalyptus robusta (33,0 %),
Macherium stipitatum (22,0 %) e Baccharis dracunculifolia (16,0 %).

Por outro lado, as amostras de polen de abelha da Melipona marginata ¢ da Melipona
quadrifasciata ndo mostraram os valores de luminosidade influenciados pelas estacdes do ano em
que a coleta foi realizada (Figura 4.1-b). Esse comportamento pode ser associado ao fato que as
amostras dessas espécies de abelhas sem ferrdo apresentam predominancia em uma ou mais
estacdes do ano das espécies vegetais Eucalyptus robusta, Psidium guajava e Alchornea
triplinervia. Assim, pode-se inferir que entre os fatores espécie de abelha e estagdo do ano, a
espécie de abelha apresenta maior influéncia nos valores de luminosidade (L*) das amostras de
poélen de abelha, o que foi comprovado pelos resultados da analise de ANOVA de fatores
aninhados.

A coordenada de cor no sistema CIELAB, denominada de a*, pode assumir valores (+)
para a coloragdo vermelha e valores (-) para a coloracdo verde (SIPOS et al., 2020). Neste estudo,
para o polen coletado por diferentes espécies de abelhas e em diferentes estacdes do ano, foram
observados sempre valores positivos para a* com intervalo entre 7,65 - 16,17, indicando uma
maior contribuicdo do vermelho em relacdo ao verde na coloracdo das amostras. Estes intervalos
para a coordenada a* foram similares aos observados na literatura por De-Melo et al. (2018) (4,9
—11,7), Sipos et al. (2020) (0,9 — 15,6) e por Castiglioni et al. (2022) (5,1 — 14,8).

Para os valores da coordenada a* observa-se uma certa homogeneidade, sem diferengas
significativas (p > 0,05) para as amostras de polen das espécies Apis mellifera (10,25 = 2,35),
Melipona marginata (10,88 + 2,51), Melipona quadrifasciata (10,33 + 2,28) e Scaptotrigona
bipunctata (10,21 £ 1,79) (Figura 4.2-a). As amostras de polen de abelha da Tetragona clavipes
por sua vez apresentaram valores de a* mais elevados (13,06 = 2,95) e que diferiram
significativamente dos encontrados para as amostras de polen das outras espécies de abelhas
investigadas, indicando que estas amostras apresentam coloragdo que tende ao vermelho (Figura
4.2-a). Para as amostras de polen de Tetragona clavipes foi observada a contribuicdo relevante de
espécies vegetais que ndo estavam presentes nas amostras de polen das outras espécies de abelhas.
Por exemplo, foi identificada a presenca de Eriobotrya japonica, Ceiba speciosa, Alternanthera
tenella, Piper amalago ¢ Murraya paniculata. Considerando que o pdlen de espécies vegetais pode

variar em coloragao, a presenca de uma diversidade de plantas em sua composicao podera interferir
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e contribuir para a coloragdo final do pélen de abelha e, portanto, nos valores das coordenadas de

cor do sistema CIELAB.

FIGURA 4.2 - INFLUENCIA DOS FATORES (a) ESPECIE DE ABELHA E (b) ESTACAO DO ANO NA
COORDENADA DE COR (a*) DE AMOSTRAS DE POLEN DE ABELHA. Am = Apis mellifera; Mm = Melipona

marginata; Mq = Melipona quadrifasciata; Sb = Scaptotrigona bipunctata; Tc = Tetragona clavipes
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Em relagdo as estagcdes do ano, os menores valores de a* foram detectados nas amostras de
polen de abelha coletadas no outono pelas abelhas Apis mellifera (8,69 = 1,05), Melipona
Marginata (7,65 = 1,01), Melipona quadrifasciata (8,06 = 0,66) e Scaptotrigona bipunctata (8,26
+ 0,58), enquanto que foram obtidos valores similares para as amostras coletadas nas outras

estacoes do ano (Figura 4.2-b). As amostras de poélen coletadas no outono apresentaram
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predominancia de Eucalyptus robusta para a Melipona marginata (98,1 %), para a Melipona
quadrifasciata (94,6 %), para a Scaptotrigona bipunctata (88,3 %) e contribuigdes importantes de
Mimosa pigra (65,0 %) e Eucalyptus robusta (44,0 %) para Apis mellifera.

Novamente, os valores de a* das amostras de polen coletadas pela abelha Tetragona
clavipes se destacam, apresentando os maiores valores para essa coordenada na primavera (16,17
+ 1,83) e os menores valores no outono (10,32 + 1,08). As amostras de polen coletadas na
primavera apresentaram contribuicdes de diferentes espécies de plantas tais como Raphanus
raphanistrum (25,5 %), Eucalyptus robusta (33,0 %), Alchornea triplinervia (33,0 %), and Croton
Sfloribundus (33,0 %), enquanto que as amostras coletadas no outono foram caracterizadas pela
presenca marcante de Eriobotrya japonica (48,7 %), Macherium stipitatum (22,0 %), Eucalyptus
robusta (33,0 %), e Baccharis dracunculifolia (16,0 %). As amostras de polen coletadas por essa
espécie de abelha sem ferrdo foram também as que apresentaram o comportamento mais
diferenciado entre as estagdes do ano em relagdo a essa coordenada de cor. Esse comportamento
pode ser associado a um habito generalista na coleta de polen vegetal pela abelha Tetragona
clavipes, o que leva a contribuicdo relevante de diferentes espécies vegetais ao polen coletado em
cada estagdo do ano, interferindo, portanto, na coloragdo das amostras obtidas em cada estagdo do
ano.

A coordenada de cor no sistema CIELAB, denominada de b*, pode assumir valores (+)
para a coloracdo amarela e valores (-) para a coloracao azul (SIPOS et al., 2020). Neste estudo,
para o polen de abelha coletado por diferentes espécies de abelhas e em diferentes esta¢des do ano,
foram observados sempre valores positivos para b* (17,48 — 31,93), indicando uma maior
contribuicdo do amarelo em relacdo ao azul na coloracdo das amostras. No entanto, na literatura
foram observados maiores valores para essa coordenada por outros autores (De-Melo et al. (2018)
(50,0 — 63,0), Sipos et al. (2020) (17,1 — 64,5), Castiglioni et al. (2022) (41,6 — 68,1)). Essas
diferengas podem estar relacionadas a riqueza de pigmentos com atividade antioxidante e as
diferengas na concentragdo de minerais nas amostras de pdlen de abelha, as quais interferem nos
valores das coordenadas de cor a* e b* (CASTIGLIONI et al., 2022).

Para a coordenada b* foram constatadas diferencas significativas (p < 0,05) entre as
amostras de polen coletadas pela Apis mellifera e pelas abelhas sem ferrdo (Figura 4.3-a). Para as
amostras de polen coletadas pela Scaptotrigona bipunctata os valores de b* foram os mais baixos
(18,78 £ 3,26) e diferiram significativamente (p < 0,05) dos encontrados nas amostras coletadas
pelas outras espécies de abelhas.

Os valores de b* para as amostras de polen de Apis mellifera (25,28 + 5,05) também

apresentaram diferencas significativas (p < 0,05) em relagdo aos valores observados para as
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amostras de Melipona marginata (21,99 + 3,45) e de Melipona quadrifasciata (22,48 + 2,57), mas
foram similares aos valores encontrados para as amostras de Tetragona clavipes (24,49 + 7,44)

(Figura 4.3-a).

FIGURA 4.3 - INFLUENCIA DOS FATORES (a) ESPECIE DE ABELHA E (b) ESTACAO DO ANO NA
COORDENADA DE COR (b*) DE AMOSTRAS DE POLEN DE ABELHA. Am = Apis mellifera; Mm = Melipona
marginata; Mq = Melipona quadrifasciata; Sb = Scaptotrigona bipunctata; Tc = Tetragona clavipes
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Fonte: a autora, (2023).

Para as amostras de pdlen das espécies de abelhas Melipona marginata (21,99 + 3,45) ¢
Melipona quadrifasciata (22,48 = 2,57) ndo foram observadas diferengas significativas (p > 0,05)
nos valores de b* entre as estacdes do ano, enquanto que para as amostras de Apis mellifera
maiores valores foram obtidos quando a coleta foi realizada no inverno (31,27 + 4,24) e para as

amostras de Tetragona clavipes quando estas eram coletadas na primavera (31,93 + 4,78) (Figura
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4.3-b). Como descrito anteriormente, as amostras de polen coletadas no inverno pela Apis mellifera
foram caracterizadas por altas taxas de frequéncia de pdlens vegetais de Mimosa pigra (76,9 %) e
Raphanus raphanistrum (76,3 %), enquanto as amostras de polen coletadas pela Tetragona
clavipes na primavera foram caracterizadas por contribui¢des relevantes de diferentes espécies
vegetais (Raphanus raphanistrum (25,5 %), Eucalyptus robusta (33,0 %), Alchornea triplinervia
(33,0 %), and Croton floribundus (33,0 %).

Para melhor compreender como a composi¢do quimica pode influenciar a variabilidade da
coloracdo do poélen de abelha foram realizadas analises de correlacdo linear entre as coordenadas
(L*, a* e b*) do espaco de cor CIELAB no intervalo de 95 % de confianga. Foram observadas
correlacdes lineares significativas entre as coordenadas L* e b* (r = 0,617; p = 0,000) e entre a* e
b* (r=-0,357, p=0,000), as quais podem estar associadas ao tipo e¢ quantidade de fitoquimicos
presentes (pigmentos, carotenoides e compostos fenolicos) ou outros componentes como sais
minerais. Correlagdes entre as coordenadas de cor instrumental ¢ a composi¢do quimica de
amostras de pélen de abelha foram observadas por outros autores (DE-MELO et al., 2016;
THAKUR; NANDA, 2020; YANG et al., 2013), ¢ em especial, correlagdes com os teores de
minerais (Ca, Mg e¢ Fe) ou com os teores de compostos fenodlicos totais e com potencial
antioxidante e antimicrobiano. De acordo com Thakur e Nanda (2020), o tipo de processamento
adotado como moagem e secagem pode resultar em amostras mais claras e com predominéncia do
amarelo (valores de b* positivos e mais elevados), como os observados neste estudo, os quais
podem ser oriundos de reacdes de oxidagdo de alguns compostos como polifendis durante o

processo de secagem.

44. CONSIDERACOES FINAIS

Uma variabilidade intrinseca na cor instrumental (coordenadas L*, a* ¢ b* do espago de
cor CIELAB) do polen de abelha foi observada, sendo principalmente atribuida a espécie de abelha
que faz a coleta. Porém, a sazonalidade, outro fator tdo importante quanto a espécie de abelha,
pode produzir mudangas nas fontes vegetais disponiveis para a nutri¢do das abelhas na regido
produtora. Sendo assim, o habito de forrageamento das diferentes espécies de abelhas associado a
flora e as condicdes climaticas em cada estacdo do ano na regido produtora podem explicar, em
parte, a variabilidade na colorag@o desse produto.

Amostras de polen de abelha classificadas como monoflorais em que hé predominéncia de
determinadas espécies vegetais como Eucalyptus robusta, Psidium guajava, Mimosa pigra,

Raphanus raphanistrum e Albizia niopoides apresentaram valores caracteristicos para as
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coordenadas de cor (L* a* e b*) que as diferenciaram das amostras classificadas como
heteroflorais, independente da espécie de abelha responsavel pela coleta do polen de abelha.

Correlagdes importantes entre as coordenadas de cor (L*, a* e b*) demonstraram que a
busca pelo suprimento de polen vegetal para manutengdo e a reprodugdo das colmeias pelas
espécies de abelhas Apis mellifera e pelas abelhas sem ferrdo (Melipona marginata, Melipona
quadrifasciata, Scaptotrigona bipunctata ¢ Tetragona clavipes) tem grande influéncia na
colorac¢ao final do polen de abelha produzido.

Informacdes sobre o comportamento de forrageamento (coleta de polen vegetal) de cada
espécie de abelha, bem como da disponibilidade da flora na regido produtora podem auxiliar os
apicultores e meliponicultores na fixagdo das colmeias proximas a determinadas plantas
predominantes ao redor do apiario, visando assim, obter produtos com determinadas caracteristicas
de coloracdo que podem ser utilizadas em industrias do setor.

O conhecimento de como a composi¢cdo vegetal e as espécies de abelhas determinam a
coloracdo do polen de abelha produzido em uma determinada regido pode ser determinante na sua
utilizagdo em ambito industrial, como alimento, cosmético ou farmaco, especialmente para o pdlen
proveniente de abelhas sem ferrdo que tem sua coloragdo pouco estudada até o momento. Além
disso, essas informacdes podem contribuir para o desenvolvimento da apicultura e meliponicultura
brasileira, uma vez que amostras de polen de abelha monoflorais podem ser comercializadas mais
facilmente e com maior valor agregado, assegurando ao consumidor um produto com coloracdo

mais uniforme e padronizada.

4.5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ARES, A. M. . et al. Differentiation of bee pollen samples according to the apiary of origin and
harvesting period.pdf. Food Bioscience, v. 50, p. 8, 2022.

BARTH, O. M.; DE FREITAS, A. DA S.; VANDERBORGHT, B. Pollen preference of stingless
bees (Melipona rufiventris and M. quadrifasciata anthidioides) inside an urban tropical forest at
Rio de Janeiro city. Journal of Apicultural Research, v. 59, n. 5, p. 1005-1010, 2020.

CASTIGLIONI, S. et al. Characterisation of Bee Pollen from the Marche Region ( Italy )
According to the Botanical and Geographical Origin with Analysis of Antioxidant Activity and
Colour , Using a Chemometric Approach. Molecules, v. 27, p. 1-14, 2022.

DE-MELO, A. A. M. et al. Effect of processing conditions on characteristics of dehydrated bee-
pollen and correlation between quality parameters. Lwt, v. 65, p. 808815, 2016.

DE-MELO, A. A. M. et al. A multivariate approach based on physicochemical parameters and
biological potential for the botanical and geographical discrimination of Brazilian bee pollen.



74

Food Bioscience, v. 25, n. August, p. 91-110, 2018.

DUARTE, A. W. F. et al. Honey and bee pollen produced by meliponini (Apidae) in alagoas,
brazil: Multivariate analysis of physicochemical and antioxidant profiles. Food Science and
Technology (Brazil), v. 38, n. 3, p. 493-503, 2018.

GIAMPIERI, F. et al. Bee Products : An Emblematic Example of Underutilized Sources of
Bioactive Compounds. Agricultural and Food Chemistry, v. 70, p. 6833-6848, 2022.

KIELISZEK, M. et al. Pollen and bee bread as new health-oriented products: A review. Trends
in Food Science and Technology, v.71, p. 170-180, 2018.

KONICA MINOLTA. Entendendo o espaco de cor L* a* b*. 2006-2023 Konica Minolta
Sensing Americas, Inc. 2023. Disponivel em:
https://sensing.konicaminolta.us/br/blog/entendendo-o-espaco-de-cor-lab/. Acesso em: 12 de
outubro de 2023.

LAAROUSSI, H. et al. Unveiling the techno-functional and bioactive properties of bee pollen as
an added-value food ingredient. Food Chemistry, v. 405, n. November 2022, p. 12, 2023.

LL Q. Q. et al. Nutrient-rich bee pollen: A treasure trove of active natural metabolites. Journal
of Functional Foods, v. 49, n. August, p. 472-484, 2018.

LU, P. etal. NMR and HPLC profiling of bee pollen products from different countries. Food
Chemistry: Molecular Sciences, v. 5, p. 12, 2022.

MELO NASCIMENTO, J. E. Caracterizaciao Botanica e Fisico-Quimica do Mel e Pélen dos
Meliponineos e Pélen da Apis. [s.l.] UEM - Universidade Estadual de Maringa, 2020.

NEGRAO, A. F.; BARRETO, L. M. R. C.; ORSL, R. O. Influence of the collection season on
production, size, and chemical composition of bee pollen produced by Apis mellifera L. Journal
of Apicultural Science, v. 58, n. 2, p. 5-10, 2014.

NEGRAO, A. F.; ORSI, R. DE O. Harvesting season and botanical origin interferes in
production and nutritional composition of bee pollen. Anais da Academia Brasileira de
Ciencias, v. 90, n. 1, p. 325-332, 2018.

REBELO, K. S. et al. Nutritional composition and bioactive compounds of Melipona seminigra
pot-pollen from Amazonas, Brazil. Journal of the Science of Food and Agriculture, v. 101, n.
12, p. 49074915, 2021.

RODRIGUES DE S., B. et al. Physicochemical parameters and content of b-complex vitamins:
An exploratory study of bee pollen from southern Brazilian states. Revista Chilena de
Nutricion, v. 45, n. 3, p. 232-242, 2018.

ROZMAN, A. S. et al. A Comprehensive Review of Stingless Bee Products: Phytochemical
Composition and Beneficial Properties of Honey, Propolis, and Pollen. Applied Sciences



75

(Switzerland), v. 12, n. 13, 2022.

SILVA, T. M. S. et al. Chemical composition and free radical scavenging activity of pollen loads
from stingless bee Melipona subnitida Ducke. Journal food Composition and Analysis, v. 19,
p. 507-511, 2006.

SIPOS, L. et al. Classification of bee pollen and prediction of sensory and colorimetric
attributes—a sensometric fusion approach by e nose, e[ Jtongue and nir. Sensors (Switzerland),
v. 20, n. 23, p. 1-22, 2020.

STRAUMITE, E. et al. Physical and Microbiological Characteristics and Antioxidant Activity of
Honey Bee Pollen. Applied Sciences (Switzerland), v. 12, n. 6, 2022.

THAKUR, M.; NANDA, V. Composition and functionality of bee pollen: A review. Trends in
Food Science and Technology, v.98, p. 82-106, 2020.

VIT, P. et al. Chemical and bioactive characterization of pot-pollen produced by Melipona and
Scaptotrigona stingless bees from Paria Grande , Amazonas State , Venezuela. Emirates
Journal of Food and Agriculture, v. 28, n. 2, p. 78-84, 2016.

YANG, K. et al. Characterization of chemical composition of bee pollen in China. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, v. 61, n. 3, p. 708-718, 2013.



76

5. CAPITULO V

PREDICAO VERDE E RAPIDA DOS TEORES DE PROTEINA BRUTA EM POLEN DE
ABELHA COM BASE EM SUAS IMAGENS DIGITAIS COMBINADAS COM O
ALGORITMO FLORESTA RANDOMICA

5.1. INTRODUCAO

O polen de abelha ¢ produzido como resultado da coleta de graos de polen vegetal por
abelhas, os quais sdo aglutinados por secregdes salivares, néctar e/ou mel para formar bolotas que
sdo armazenadas nos alvéolos da colmeia até o consumo. Serve como uma fonte de nutrientes para
as abelhas, especialmente em épocas de escassez de recursos florais, garantindo assim o
desenvolvimento e a manuteng¢ao das colonias. Do ponto de vista de composicao, ele ¢ uma valiosa
fonte de proteinas, aminoacidos essenciais, vitaminas, fibras, carboidratos, lipideos e acidos, bem
como outros compostos que, embora ndo tenham uma fun¢fo nutricional, apresentam um
importante carater funcional, como pigmentos (carotenoides) e polifendis, que podem atuar como
potentes antioxidantes. Sua composi¢do ¢ variavel e influenciada por varios fatores, como a
espécie vegetal, a espécie de abelha, a regido ¢ a estagdo do ano em que o polen é coletado. Apesar
disso, ele continua sendo uma importante fonte de nutrientes essenciais € compostos funcionais, a
tal ponto que muitas vezes € considerado como “o melhor produto alimentar do mundo”
(GIAMPIERI et al., 2022; KIELISZEK et al., 2018; LI et al., 2018).

Em vista das suas caracteristicas nutricionais e funcionais, o pélen de abelha desidratado é
recomendado como o melhor suplemento dietético por exibir varios efeitos benéficos a satide. Seu
consumo regular contribui para o bom funcionamento do metabolismo a nivel celular, para o
fortalecimento de musculos, para regular algumas fun¢des bioquimicas e no combate ao desgaste
fisico e mental extremo em humanos (LAAROUSSI et al., 2023; LI et al., 2018). Em fungdo de
suas propriedades nutracéuticas e funcionais, ele tem sido amplamente utilizado no tratamento e
na prevencdo de varias patologias, atraindo o interesse de muitos pesquisadores ao redor do
mundo. Entre os efeitos benéficos mais relatados destacam-se os cardioprotetores, anti-
inflamatorios, anti-cancerigenos e hepatoprotetivos. O polen de abelha desidratado também tem
sido utilizado em dietas para combater problemas de desnutri¢do e falta de apetite em criangas, e
como paliativo dos efeitos adversos de tratamentos quimioterapicos e radioterapicos (LI et al.,

2018).
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Do ponto de vista de suas propriedades funcionais pesquisas recentes t€ém sugerido sua
utilizagdo como um ingrediente bio(técnico) funcional para enriquecer a qualidade dos produtos
em que ele ¢ adicionado, como por exemplo, iogurte, queijo, pdo ¢ bebidas fermentadas ou como
um aditivo em formulag¢des biomédicas para aplicagdo em biotintas, biopolimeros, engenharia de
tecidos e na formulag@o de nanoparticulas (SANYAL et al., 2023).

O poélen de abelha desidratado ¢ constituido basicamente por carboidratos (40-85%),
proteinas (14 — 30%), lipidios (1-10%), fibras além de outros componentes presentes em menor
proporcao (vitaminas, sais minerais € compostos bioativos). Desta forma, as proteinas sdo o
segundo maior constituinte e sua concentragdo determina o seu sabor e o seu valor nutricional,
sendo também a origem de importantes aminoacidos essenciais livres (GIAMPIERI et al., 2022;
LI et al., 2018) além de influenciar em propriedades técnico funcionais como gelatinizacao,
emulsificagdo e formacdo de espuma (LAAROUSSI et al., 2023). Em vista dessas caracteristicas,
tem sido sugerido o potencial uso do pélen de abelha desidratado como um suplemente dietético
inovador, especialmente para dietas de vegetarianos e de atletas ou como um ingrediente em
formulagdes alimenticias e de aplicagdo biomédica (GIAMPIERI et al., 2022; LAAROUSSI et al.,
2023; SANYAL et al., 2023).

Os teores de proteinas em polen de abelha desidratado sdo muito variaveis (2,5 a 62 g/100g)
e sdo influenciados principalmente pela origem botdnica como comprovado por varios
pesquisadores ao redor do mundo (ANJOS et al., 2017; ARES et al., 2018; COSTA et al., 2017;
GIAMPIERI et al., 2022; ISOPESCU et al., 2020; L1 et al., 2018; MARTINS et al., 2011; OFORI
et al., 2020; THAKUR; NANDA, 2020; WEGLINSKA et al., 2020). As principais fracdes de
proteina consistem de albuminas (35,4%), globulinas (18,9%), glutelinas (18,6%), prolaminas
(21,8%) e outras proteinas como enzimas (5,3%) (GIAMPIERI et al., 2022; LI et al., 2018).
Portanto, desenvolver novas metodologias para a andlise composicional do polen de abelha
desidratado, especialmente com relacdo ao teor de proteina bruta, que sejam ambientalmente
amigaveis e que apresentem caracteristicas como sensitividade, rapidez e exatidao ¢ essencial para
assegurar a qualidade e seguranca alimentar deste, bem como para ampliar sua utilizacdo em
diferentes produtos como alimentos, farmacos, cosméticos e produtos biomédicos (GIAMPIERI
et al., 2022; KIELISZEK et al., 2018; KOCOT et al., 2018; LAAROUSSI et al., 2023; LI et al.,
2018; SANYAL et al., 2023).

Os métodos tradicionalmente adotados para a analise proteinas em alimentos envolvem a
determinacgdo de Kjeldahl, a espectrofotometria, o0 método de combustio, o método do Biureto, o
método de Bradford e o método do reagente Folin fenol. Para a andlise de proteinas em pélen de

abelha desidratado a determinag@o de nitrogénio pelo método de Kjeldahl ou micro Kjeldahl e
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posterior conversao a proteinas por um fator especifico (6,25 ou 5,60) tem sido as metodologias
mais comumente utilizadas como demonstrado por Ares et al. (2018) em extensa revisdo da
literatura. O método de Kjeldahl é composto por trés etapas: digestdo a quente com a adi¢ao de
acido sulfurico, catalisadores (sulfato de potassio e sulfato de cobre) a massas em torno de 0,5 a
1,0 g de pdlen de abelha desidratado, destilagdo com solug@o concentrada de hidroxido de sddio e
titulagdo com acido cloridrico e acido borico. O método de micro Kjeldahl foi adotado por alguns
pesquisadores como forma de reduzir o volume de residuos toxicos realizando a andlise em
microescala. Foi também reportada na literatura a utilizacdo do método de combustdo com
posterior analise elementar de nitrogénio e 0 método de Bradford que consiste na determinagdo de
proteinas em extratos aquosos de polen de abelha usando o corante azul brilhante de Coumassie e
a espectrofotometria UV-VIS (ARES et al., 2018).

Estas metodologias convencionais de analise de proteinas apresentam alguns
inconvenientes como a extensa manipulacdo do analista, alto custo, elevado consumo de reagentes
e de energia, longos tempos de analise, sdo destrutivas e geram grandes volumes de residuos
toxicos. Em vista disso, tem sido observado o interesse de varios pesquisadores no
desenvolvimento de novas metodologias analiticas que sejam rapidas, ndo destrutivas e mais
ambientalmente amigaveis (ANJOS et al., 2017; ARES et al., 2018; GONCALVES; SOARES;
ROCHA, 2023; SAHA et al., 2023; WANG; CHENG, 2018; ZHOU et al., 2022) atendendo assim
aos critérios da Quimica Analitica Verde (LOCATELLI et al.,, 2023; SAJID; PLOTKA-
WASYLKA, 2022).

As técnicas espectroscopicas nao destrutivas como NIR, FTIR-ATR, Raman combinadas
com técnicas quimiométricas j4 sdo bem consolidadas nas areas de pesquisa e/ou ambientes
industriais para a analise de proteinas, pois permitem a analise rapida e ndo destrutiva de varias
caracteristicas quimicas de matrizes alimentares complexas bem como de sementes e de grios
(ANJOS et al., 2017; ARES et al., 2018; SAHA et al., 2023). A aplicacdo destas técnicas
espectroscopicas combinadas com ferramentas quimiométricas a analise de proteinas em polen de
abelha desidratado tem sido relatada na literatura (ANJOS et al., 2017; ARES et al., 2018; COSTA
et al., 2017; ISOPESCU et al., 2020; WEGLINSKA et al., 2020). Outra metodologia que vem
ganhando destaque na andlise de proteinas ¢ a combinacao da Hiper Imagem Espectral combinada
com as espectroscopias NIR ou Raman e ferramentas quimiométricas, a qual minimiza alguns dos
inconvenientes das técnicas espectroscopicas e tem sido aplicada na andlise de proteinas em carne
de carneiro, arroz, trigo e soja (SAHA et al., 2023; ZHOU et al., 2022).

Apesar da vasta aplicagdo das metodologias espectroscopicas sozinhas ou combinadas a

Hiper Imagem Espectral e ferramentas quimiométricas na analise de proteinas em alimentos
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incluindo o polen de abelha desidratado, estas exigem instrumentacdo de alto custo, técnicos
especializados, apresentam custo elevado de manuten¢@o do equipamento ¢ normalmente exibem
uma modelagem mais complexa para o tratamento dos dados espectrais do que a utilizada quando
se faz uso de técnicas de visdo de computador que incluem o processamento digital de imagens
(DINIZ, 2020; GONCALVES; SOARES; ROCHA, 2023).

O processamento digital de imagens combinado a técnicas quimiométricas de
reconhecimento de padrdes ou de aprendizado de maquina, tem sido considerado uma alternativa
simples aos métodos convencionais de analise de alimentos, pois permite extrair e analisar
automaticamente informagdes de amostras e tem se mostrado uma técnica promissora para a
eficiente classificacdo e/ou predicdo de caracteristicas quimicas e fisicas deste tipo de matriz
(DINIZ, 2020; WANG; CHENG, 2018;). Outras caracteristicas interessantes do processamento
digital de imagens combinado a ferramentas quimiométricas que o classificam como uma técnica
segura ¢ eco amigavel sdo realizar a analise da amostra de forma ndo invasiva ¢ ndo destrutiva,
apresentar eficiéncia energética, rapida coleta e processamento de dados, utilizar instrumentag@o
de baixo custo (cAmeras fotograficas, escaneres ou celulares e computadores), ndo exigir técnico
especializado para a coleta dos dados, apresentar alta frequéncia analitica além de permitir a
automacao das varias etapas da metodologia analitica (MEENU et al., 2021).

Apesar de todas as caracteristicas interessantes do processamento digital de imagens
combinado a ferramentas quimiométricas/aprendizado de maquina e sua vasta aplicacdo na
caracterizacdo e analise de alimentos (MEENU et al., 2021), a classificacdo e/ou predicdo de
caracteristicas quimicas de polen de abelha desidratado ainda ¢ timida e escassa e reportada
somente para a classificacdo de grupos de cor e para a predicdo do perfil de carotendides
(SALAZAR-GONZALEZ et al., 2018, 2020).

Em vista destes fatos, neste trabalho, de forma inédita, foi desenvolvida e validada uma
metodologia preditiva para a analise de proteina bruta em podlen de abelha por processamento
digital de imagens combinado com a técnica de aprendizado de maquina, Floresta Randémica.
Além disso foi realizada também a analise de verdura da metodologia desenvolvida considerando
métricas bem estabelecidas na literatura como forma de demonstrar sua aderéncia aos critérios da

Quimica Analitica Verde e possivel aplicacao pratica em analises de rotina.



80

52. MATERIAL E METODOS

5.2.1. Determinagdo de proteina bruta

Os teores de proteina bruta das amostras de poélen de abelha investigadas nesta tese foram
obtidos por Melo Nascimento (2020) no Laboratorio de Nutrigdo Animal (LANA-DZO-UEM) do
Departamento de Zootecnia da Universidade Estadual de Maringa, adotando o método de Kjeldahl
descrito pela AOAC (PB; AOAC 1990; método numero 984.13). Para a conversdo dos teores
porcentuais de nitrogénio (N, %) em % de proteina bruta (PB (%)) foi utilizada a equacéo: PB (%)

= (N, %) x 6,25. As analises foram realizadas em triplicata.

5.2.2. Obtengao e processamento das imagens digitais

Massas em torno de 5,0 g de polen de abelha desidratado e homogeneizado conforme
descrito no Capitulo 2, foram depositadas em um fundo branco, compactadas até obter uma
superficie plana e homogénea com espessura de 0,2 cm e diametro em torno de 9,0 cm. Para cada
amostra, foi gerada uma foto por um smartphone com camera de 48 megapixels (MP), resolugao
de 4000 x 3000 pixels, posicionado horizontalmente sobre a amostra a uma distancia de 8,0 cm,
sob luz ambiente padronizada com o acoplamento ao smartphone de luz de led Selfie Ring Light
de luminosidade White light 7000 k. Posteriormente, as imagens foram salvas na extensdo PNG
(com resolucdo espacial de 4000 x 3000 pixels).

Cada imagem foi dividida em 12 quadrantes (Figura 5.1). A regido de interesse (ROI) foi
obtida pela realizacdo de um recorte da regido de interesse (ROI) na imagem com tamanho de 300
x 300 pixels, escolhido dentro do quadrante 6, usando o software Gimp® v. 2.10.32 sem nenhuma
manipulagdo adicional. Os recortes das imagens digitais de todas as amostras de poélen de abelha
sdo mostrados no Apéndice (Figuras Ap.1 a Ap.5). O recorte da regido de interesse (ROI) nas
imagens de cada amostra de polen de abelha foi carregado no software Chemostat® v.2 para separar
e quantificar as intensidades de cor nos canais RGB (vermelho, verde e azul) e para gerar o
histograma de cor. A regido de interesse (ROI) de cada amostra de pdlen de abelha foi codificada
da seguinte forma: espécie de abelha (Am — Apis mellifera; Mm — Melipona marginata; Mq —
Melipona quadrifasciata; Sb — Scaptotrigona bipunctata; Tc — Tetragona clavipes), estacdo do
ano em que foi realizada a coleta (A — outono; Sp — primavera; Su — verdo; W — inverno) e nimero
de entrada no laboratorio (1 a 244).

Esse procedimento foi adotado com o intuito de se obter a relagdo entre a matriz de cor,

que incluia as intensidades dos canais RGB, o histograma de cor (variavel preditora) e os teores
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de proteina bruta (variavel dependente). Estes dados foram usados para desenvolver o modelo de
predi¢do por regressao pela aplicagdo do algoritmo de aprendizado de maquina Floreta Randomica
(RF).

Ainda, para minimizar a influéncia de multicolinearidade nos resultados do modelo de
predicdo por regressdo, uma analise do fator de inflagdo da variancia (VIF) foi realizada no
programa R, v. 4.2.1. As variaveis (tons de cinza — RGB e do histograma de cor) que apresentaram
valores de VIF superiores a 10,0 foram excluidas do conjunto de dados, uma a uma, antes da
realizagdo da modelagem pelo algoritmo de maquina, Floresta Randdmica. As etapas de

processamento digital das imagens e da modelagem preditiva sdo ilustradas na Figura 5.1.

FIGURA 5.1 - UMA REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA ABORDAGEM REALIZADA PARA O
PROCESSAMENTO DIGITAL DAS IMAGENS (DIP) E GERACAO DO MODELO PREDITIVO PARA
PREDICAO DE PROTEINA BRUTA PELO ALGORITMO DE APRENDIZAGEM DE MAQUINA, FLORESTA
RANDOMICA (RF)
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Fonte: a autora, (2023).
5.2.3. Algoritmo floresta randomica (RF)

O algoritmo de aprendizagem de maquina RF, executado por meio dos pacotes de codigos
WEKA v. 3.8.6, foi usado para predizer os teores de proteina bruta em amostras de pdlen de abelha
a partir do processamento digital das imagens. O conjunto de dados foi separado em modelos de

calibragdo (60 % dos dados, n = 147) e de validagdo externa (40 % dos dados, n = 97) para as
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variaveis definidas previamente pela analise do VIF (B, H e V). Também foi aplicada a validacao
cruzada ao conjunto de dados usando o método k-fold com valor de k= 10. A partir desse conjunto
de dados de cores selecionado (variaveis B, H e V), o desempenho do modelo de predicdo foi
determinado com base no coeficiente de determinagdo (R?) e nos pardmetros de avaliagdo do

modelo preditivo (RMSE (raiz do quadrado médio do erro) e MAE (erro absoluto médio).

5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1. Estimativa dos teores de proteina bruta em polen de abelha

Os teores médios de proteina bruta, bem como seus erros padrdo, intervalos de variagéo e
coeficientes de variacdo de amostras de pdlen coletados por Apis mellifera e por abelhas sem ferrdo
(Melipona marginata, Melipona quadrifasciata, Scaptotrigona bipunctata ¢ Tetragona clavipes)
sdo apresentados na Tabela 5.1. A concentragdo média para este parametro fisico-quimico
apresentou um amplo intervalo de variagdo entre 9,95 — 46,81 %. Ressalta-se, ainda, que o polen
de abelha ¢ uma fonte primaria de proteinas (aminoacidos), sendo necessario ter, no minimo, 20
% de teor de proteina bruta para atender a dieta das abelhas (STANLEY, R.G. & LINSKENS,

1974).

TABELA 5.1 - TEORES MEDIOS, ERROS PADRAO, INTERVALO E COEFICIENTE DE VARIACAO DE
PROTEINA BRUTA (%) DE AMOSTRAS DE POLEN DE dpis mellifera E ABELHAS SEM FERRAO
COLETADOS ENTRE JUNHO/2018 A MAIO/2019

Proteina Bruta (%)
Dados
Melipona Melipona Scaptotrigona Tetragona
estatisticos Apis mellifera
marginata quadrifasciata bipunctata clavipes
N 55 42 44 57 46
Intervalo 12,93 - 27,82 23,28 —42,20 15,61 — 46,81 14,16 — 34,28 9,95 —26,82
Média 21,09 23,28 27,44 21,16 16,63
Erro Padrao 0,51 0,92 1,22 0,49 0,60
Coeficiente de
) 17,90 27,71 29,54 17,59 24,62
Variacao

Fonte: a autora, (2023).

Os teores de proteina bruta observados neste trabalho foram mais variaveis do que aqueles
determinados por Negrao & Orsi (2018) (19,59 — 22,80 %) e Carpes (2009) (15,04 — 27,69 %), e
foram similares aos reportados por De-Melo et al. (2018) (9,8 — 16,7 %), Martins et al. (2011)
(12,28 — 18,68 %) e Duarte et al. (2018) (13,28 — 22,43 %). Ressalta-se, ainda, que a maioria das

pesquisas reportadas na literatura referem-se ao polen de abelha coletado pela espécie Apis
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mellifera, enquanto que estudos sobre a composicdo quimica do pélen oriundo de espécies de
abelhas sem ferrdo, sdo escassos ou inexistentes, tornando dificil a comparagdo de resultados.
Assim, quando se comparam os teores de proteina bruta das amostras de polen coletados pela
espécie Apis melifera, reportados neste trabalho, (12,93 — 27,82 %) aos dados de Negrao & Orsi
(2018), Carpes (2009) e Duarte et al. (2018) & possivel observar que ha uma sobreposi¢do nos
intervalos de variacdo deste parametro fisico-quimico.

Estes resultados (Tabela 5.1) denotam que os teores de proteina bruta de pélen de abelha
podem estar sendo influenciados pela espécie de abelha, uma vez que a coleta das amostras foi
realizada no mesmo periodo e na mesma regido produtora. Esse comportamento pode ser atribuido
ao fato de que a espécie Apis mellifera e as abelhas sem ferrdo tendem a coletar polen e néctar de
varias plantas de forma a atender as necessidades de sobrevivéncia individual e das colmeias. Neste
processo algumas espécies de abelhas mantém algumas preferéncias florais especificas no
momento da coleta do polen e evitam a competigdo por sitios florais na mesma regido produtora
(MELO NASCIMENTO, 2020a; NEGRAO; BARRETO; ORSI, 2014; NEGRAO; ORSI, 2018;
OLIVEIRA-ABREU et al., 2014; WILSON et al., 2021). Esses fatores possivelmente poderiam
explicar a ampla variagdo dos teores de proteina bruta observados nas amostras de poélen de abelha
investigadas. Comportamento similar foi observado nos Capitulos 3 e 4 quanto a origem botanica

e a coloragdo das amostras de pdlen de abelha.

5.3.2. Predicdo dos teores de proteina bruta em pdlen de abelha por DIP-RF

As amostras de polen de abelha, coletadas em diferentes estagdes do ano e advindas de
diferentes espécies de abelhas, exibiram uma grande variabilidade de coloragdo, demonstrando a
diversidade intrinseca desse produto, como ja descrito no Capitulo 4. A cor do pdlen de abelha
geralmente apresenta varios tons de coloragdo incluindo amarelo, branco acinzentado, laranja,
avermelhado, esverdeado e azul (KIELISZEK et al., 2018). Essa variacdo na cor pode ser
influenciada por diversos fatores, como por exemplo, a flora e o clima da regido produtora, a
espécie de abelha, a época do ano em que o poélen é produzido e sua composicdo quimica
(DEVEZA et al., 2015; ESTEVINHO et al., 2012). Salazar-Gonzalez et al. (2018) relatam, ainda,
que ha uma tendéncia de coloracdo do pdlen em funcgdo da época de sua colheita.

Assim, o desenvolvimento de um sistema automatizado, de baixo custo adotando o
processamento digital de imagens que possa vir a reconhecer as propriedades de coloragdo do
polen de abelha, pode auxiliar na autenticacao e garantia de qualidade do produto, como enfatizado

por Borlinghaus, Jung e Odemer, (2023) e Salazar-Gonzalez et al. (2020).
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A cor € o recurso visual mais utilizado em andlises de reconhecimento de imagens em
produtos alimenticios, devido a grande quantidade de informagdes que podem ser extraidas dela
(ZHANG et al., 2023). Os alimentos podem ser rapidamente identificados pela aquisi¢do de suas
imagens, que fornecem informagdes de cada pixel, por meio de dispositivos eletronicos, como
telefones celulares ou computadores (FAN et al., 2021). As imagens amostrais podem ser usadas
para a identifica¢do da qualidade alimentar uma vez que os métodos tradicionais de caracterizacao
de alimentos possuem algumas limitagdes, como o custo elevado, o que faz com que isso seja um
inconveniente para a industria alimenticia, principalmente quando se possui um niimero amostral
significativamente alto (ZHANG et al., 2023). Desta forma, a aplicag@o de recursos automatizados
de técnicas de aprendizado de maquina combinadas com o processamento digital de imagens,
podem possibilitar a obtengdo de resultados precisos com um custo relativamente baixo, e
consequentemente uma maior qualidade alimentar do pélen de abelha, sem que haja a necessidade
de tratamento prévio ou aplicacdo de métodos destrutivos de amostra.

Quando se aplicam técnicas de aprendizado de maquina (AM) em um conjunto de dados é
necessario, inicialmente, extrair as caracteristicas dos dados originais, uma vez que a capacidade
preditiva do modelo pode diminuir se as caracteristicas ndo forem cuidadosamente selecionadas
(KEBONYE; AGYEMAN; BINEY, 2023). Para alcancar esse objetivo, neste trabalho, foram
realizados recortes em areas delimitadas de 300 x 300 pixels (ROI — regido de interesse) dentro do
quadrante 6 nas imagens digitais das amostras de pdlen de abelha para a posterior geracdo dos
respectivos canais RGB e histogramas de cor. Essa estratégia foi utilizada para definir o grupo de
caracteristicas mais informativas nas imagens de polen de abelha e assim melhorar a eficacia do
modelo de regressdo para a predicdo de proteina bruta. A representacdo dimensional reduzida de
um conjunto de dados, consegue manter o maximo possivel das informagdes originais da amostra
(ENNAJI; VERGUTZ; EL ALLALI, 2023) e minimiza também os recursos computacionais
necessarios.

O histograma de cor gerado a partir da imagem digital fornece geralmente muitas variaveis
preditoras e desta forma, torna-se necessario aplicar uma estratégia para a selecdo das
caracteristicas mais relevantes para a modelagem. Dentre estas estratégias, pode-se citar a analise
do Fator de Inflagdo da Variancia (VIF) que atribui um valor a cada preditor, com o objetivo de
indicar o quao util ou importante este sera para a construcao do modelo. A adogao de caracteristicas
que apresentem baixos valores de VIF na construcao de modelos a partir de técnicas de AM, pode
melhorar o seu desempenho devido a remogdo de preditores redundantes (AL-AJLAN; EL
ALLALLI 2018), permitem a redugdo do erro com menor probabilidade de super ajuste além de

tornar o modelo mais simples (ENNAJI; VERGUTZ; EL ALLALI, 2023). Considerando-se todas
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as caracteristicas dos histogramas de cor das amostras de pdlen de abelha, foram selecionadas
como mais relevantes em relagdo a variavel dependente (teor de proteina bruta) aquelas que
apresentaram valores de VIF < 10 (caracteristicas H, V e B) para a aplicacdo posterior do algoritmo
de aprendizado de maquina, Floresta Randoémica na geracdo do modelo preditivo.

A importancia das caracteristicas extraidas das imagens das amostras de pdlen de abelha
apos a sua conversao em histogramas HSV, escala de cinza ¢ RGB e analise do VIF, em relacdo a
variavel dependente (teores de proteina bruta) sdo ilustradas na Figura 5.2. A avaliagdo da
importancia destas caracteristicas indica que as variagdes de cores mais relevantes para este
parametro fisico-quimico (proteina bruta), foram as relacionadas a cromaticidade H (Matiz) e
intensidade V (Brilho) do espaco de cor HSV, as quais estdo associados ao grau de pureza da cor
¢ ao nivel de iluminagdo (DINIZ, 2020) e ao canal B (Blue) do espaco de cor RGB. O histograma
de cores ¢ uma representacdo comum das informacdes de cores em imagens e apresenta como
vantagem a robustez quanto a rotacdo ¢ transla¢do da imagem sem que ocorra mudangas na escala,

apos a sua normalizagdo (HUMEAU-HEURTIER, 2022).

FIGURA 5.2 - HISTOGRAMA DA IMPORTANCIA DA VARIAVEL DEPENDENTE (TEOR DE PROTEINA
BRUTA) EM RELACAO AOS ESPACOS DE COR RGB E HSV
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Fonte: a autora, (2023).
As abordagens mais utilizadas no aprendizado de maquina se baseiam em métodos
supervisionados ou ndo supervisionados, dependendo das condigdes de supervisdo do treinamento.

Assim, para verificar a relacdo entre a variacao da coloracdo das amostras de polen de abelha de

Apis mellifera e de abelhas sem ferrdo obtidas com os teores de proteina bruta, um modelo
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preditivo foi gerado a partir do processamento digital das imagens (DIP) combinado com um
método supervisionado, o algoritmo de aprendizado de maquina, Floresta Randomica (RF).

O algoritmo Floresta Randdémica é um modelo de aprendizado conjunto baseado em
arvores de decisdo (DT), assim uma entrada de dados ¢ mapeada para que haja uma saida, visando
relacionar um conjunto de dados de treinamento. No caso da regressdo, a saida ¢ um valor,
enquanto que para a classificagdo, a saida ¢ uma classe (BREIMAN, 2001; VENKATARAJU et
al., 2023). E amplamente utilizado para fins de predigio e de classificagdo e consiste em uma
sequéncia de arvores de decisdo, em que suas previsoes de resultados sdo combinadas para gerar
um melhor desempenho preditivo e/ou classificatorio (ENNAJI; VERGUTZ; EL ALLALI, 2023).

Para a elaboracdo do modelo de predi¢do dos teores de proteina bruta em podlen de
diferentes espécies de abelha a partir do processamento digital de imagens (DIP), os dados foram
divididos em conjuntos de treinamento/calibragdo (60%) e de teste/validacdo (40%). Esta
estratégia foi adotada considerando que modelos de predigdo baseados apenas em conjuntos de
treinamento/calibragdo podem gerar alta precisdo devido as caracteristicas especificas das
amostras do conjunto de calibragdo e tornar o modelo muito especifico de modo que, quando
aplicado a novos dados, este ndo tenha um bom desempenho preditivo (MASEKO et al., 2022).

A partir da aplicagdo do modelo de predicdo para os conjuntos de treinamento/calibragdo
e de teste/verificagdo uma regressao linear foi realizada para relacionar os valores previstos € os
valores observados da variavel dependente (teores de proteina bruta) pela variavel independente
(coloragdo do polen de abelha), em que foi possivel obter um coeficiente de determinagio (R?) de
93,18 % para o conjunto de treinamento/calibragdo e, de 80,93 % para o conjunto de
teste/validacdo (Figura 5.3).

Considerando-se ~os parametros de desempenho para os conjuntos de
treinamento/calibragdo e de teste/validagdo do modelo preditivo gerado, baixos valores de RSME
(1,80 % e 1,49 %) e de MAE (1,34% e 1,26 %), respectivamente, foram alcancados pela aplicacdo
do algoritmo de aprendizagem de maquina Floresta Randomica (RF). Estes resultados demonstram
que o modelo ¢ robusto pois pode ser aplicado a amostras de polen de diferentes espécies de
abelhas, em uma faixa ampla de concentra¢do de teores de proteina bruta apresentando um bom
desempenho e capacidade preditiva, especialmente quando suas figuras de mérito sdo comparadas

as reportadas na literatura por outros estudos.
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FIGURA 5.3 - GRAFICO DA CORRELACAO DOS VALORES PREVISTOS E OBSERVADOS EM RELACAO
AOS TEORES DE PROTEINA BRUTA DAS AMOSTRAS DE POLEN DE ABELHA
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Fonte: a autora, (2023).

Atualmente, observa-se um nimero muito expressivo de aplicagdes de modelos de
classificacdo e/ou predi¢do destinados a garantia da seguranca e qualidade de alimentos (MEENU
et al., 2021). Porém, ainda sdo escassos os estudos que fazem uso das técnicas de aprendizado de
maquina e/ou quimiométricas para predizer e/ou classificar os principais componentes do pdlen.
Dentre os trabalhos reportados na literatura, observa-se um maior numero de pesquisas que
aplicaram as técnicas espectroscopicas ou de Hiper Imagem Espectral combinadas com
ferramentas quimiométricas/aprendizado de maquina em comparagdo aos estudos que
empregaram o  processamento  digital de  imagens associados as  técnicas
quimiométricas/aprendizado de maquina. Gonzéalez-Martin et al. (2007), exploraram o uso da

tecnologia NIRS em conjunto com uma sonda de fibra optica de refletincia remota para prever os
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teores de proteina bruta no polen de abelha empregando o método de regressdo de minimos
quadrados parciais modificados (MPLS). Os autores avaliaram a capacidade de predicdo do
modelo com uma validagdo externa, em que os coeficientes de correlagdo multipla (RSQ) e erros
padrdo corrigidos de previsdao (SEPC) foram de 0,91 e 0,56 % para os teores de proteina bruta,
respectivamente. Chica & Campoy (2012), utilizaram um sistema baseado nas propriedades de cor
de polen de abelha para rejeitar amostras de polen desconhecidas usando o processamento digital
de imagens e técnicas de classificagdo. O método foi validado pela autentica¢do dos tipos polinicos
espanho6is mais comuns, Cistus ladanifer, Rubus, Echium e Quercus ilex, em relacdo aos tipos
polinicos ndo espanhois, sendo a acuracia global do modelo de 94 %. Salazar-Gonzalez et al.
(2018), desenvolveram métodos de processamento de dados de imagens para classificar o polen
de abelha como ingrediente na industria de alimentos. Os autores calcularam a porcentagem de
sete grupos de cores em todas as amostras correlacionando estes dados ao més de coleta ¢ a
granulometria do poélen. Salazar-Gonzalez et al. (2020), avaliaram a correlacdo entre as
coordenadas colorimétricas e a composi¢ao de carotenoides no polen de abelha colombiano a partir
de parametros de analise de imagens. As correlagdes foram realizadas utilizando a regressao linear
multipla (MLR), na qual os autores observaram que dos doze carotenoides encontrados nas

amostras, seis apresentaram coeficientes de determinagio (R?) > 75,0 %.

5.3.3. Avaliacdo do impacto ambiental (Verdura) da metodologia de DIP-RF

Para a analise de proteinas em diferentes alimentos, incluindo o poélen de abelha,
normalmente se faz uso do método de Kjeldahl o qual é considerado um método de referéncia. Do
ponto de vista da Quimica Analitica Verde, este método ndo ¢ considerado ambientalmente
amigavel pois envolve varias operagdes analiticas (pesagem, digestdo, destilagdo e titulacdo), é
demorado, faz uso de grandes volumes/quantidades de reagentes toxicos, altas temperaturas,
elevado consumo de energia e oferece menor seguranca ao analista (SAHA et al., 2023). Estes
fatos impdem um desafio aos quimicos analiticos engajados no desenvolvimento e/ou
aperfeicoamento de novas metodologias mais ambientalmente amigaveis para a analise de
proteinas e que atendam aos critérios estabelecidos pela Quimica Analitica Verde.

Recentemente, tem sido observado um crescente interesse na literatura para o
desenvolvimento de métodos analiticos mais rapidos, ndo destrutivos, de baixo custo e mais
ambientalmente amigaveis que possam ser aplicados no controle de qualidade de alimentos
(ANCONI; BRITO; NUNES, 2022; BALLESTEROS-VIVAS et al., 2021; GOMES et al., 2023;
SALAZAR-GONZALEZ et al., 2020; SILVA FERNANDES et al., 2023). Dentre estes, a

combinagdo do processamento digital de imagens e de algoritmos de aprendizado de maquina,
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como DIP-RF para a analise de proteina bruta em polen de abelha ¢ uma alternativa interessante.
Esse tipo de metodologia apresenta caracteristicas verdes como ndo destruir a amostra durante a
analise, ndo fazer uso de reagentes e solventes toxicos, menor consumo de energia € maior
seguranga ao analista, elevada precisdo, baixo custo além de permitir a integragdo/automagao entre
as diferentes etapas do método (SAHA et al., 2023).

Para avaliar o impacto ambiental de uma metodologia analitica ¢ preciso fazer uso de
métricas de verdura como forma de avaliar os pontos fortes e fracos de cada procedimento analitico
avaliado. Na literatura podem ser encontradas varias métricas tais como NEMI, RGB, GAPI e
AGREE. Dentre essas, a métrica gerada pelo software AGREE mostra vantagens em relagdo as
demais pois foi criada considerando os 12 principios da Quimica Analitica Verde, além de mostrar
maior flexibilidade, facilidade de interpretacdo e aplicacdo, uso de software de licencga livre, entre
outras (LOCATELLI et al., 2023; SAJID; PLOTKA-WASYLKA, 2022).

A métrica AGREE consiste na criagdo de um pictograma com dois circulos. No circulo
externo sao apresentados os ntimeros 1 a 12 que correspondem aos doze principios da Quimica
Analitica Verde. A extensdo e a coloracdo de cada um destes doze espagos correspondem aos pesos
aplicados (padrdo ou ajustados pelo analista) e o grau de aderéncia de cada um (variando do verde
escuro (melhor aderéncia) ao vermelho (pior aderéncia)). Dentro do circulo interno ¢ apresentado
o indice global de verdura da metodologia avaliada, que varia entre 0 a 1 e com coloragdo que
varia do verde escuro (mais ambientalmente amigavel) ao vermelho (menos ambientalmente
amigavel) (PENA-PEREIRA et al., 2022).

Neste trabalho, as métricas de verdura geradas pelo software AGREE, em forma de
pictogramas, para a metodologia analitica desenvolvida para a determinagdo de proteina bruta em
polen de abelha por DIP-RF foram comparadas as obtidas para a metodologia de referéncia
(Método de Kjeldahl) (Figura 5.4).

A analise dos pictogramas da metodologia de DIP-RF (Figura 5.4-a) mostrou um indice
global de 0,82, o que indica que esta metodologia pode ser considerada verde, isto &,
ambientalmente amigavel, especialmente quando comparada com o método de referéncia de

Kjeldahl que apresentou um indice global de 0,29 (Figura 5.4-b).
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FIGURA 5.4 - RESULTADOS DAS METRICAS DE VERDURA OBTIDAS PELO SOFTWARE AGREE PARA
AS METODOLOGIAS: (A) DIP-RF E (B) KJELDAHL APLICADAS NA ANALISE DE PROTEINA BRUTA EM
POLEN DE ABELHA

(@)

Fonte: a autora, (2023).

Os pontos fortes da metodologia DIP-RF (Figura 5.4-a) sdo vistos na melhor aderéncia aos
critérios 1,2 4,5,6,7,9, 10, 11 e 12 da Quimica Analitica Verde (PENA-PEREIRA et al., 2022).
Portanto, os aspectos da metodologia DIP-RF que a tornam uma metodologia mais
ambientalmente amigavel podem ser destacados como a utilizagdo de preparo de amostra minimo
(critério 1), uso de quantidade minima de amostra (critério 2), ndo utilizagdo de reagentes toxicos
e o uso minimo de energia (critérios 4, 9, 10 e 11), utilizacdo de softwares para aquisi¢do e
processamento das imagens digitais e para a modelagem do conjunto de dados (critério 5), ndo
utilizacdo de reagdes de derivatizagdo (critério 6), sem geragdo de residuos toxicos (critério 7) e
maior seguranga ao analista (critério 12).

Os pontos fortes da metodologia de Kjeldahl sdo ilustrados pela aderéncia aos critérios 2,
4, 6 e 12 (Figura 5.4-b). Os pontos que mostram melhor aspecto verde foram o uso de quantidade
minima de amostra (critério 2), nimero de etapas envolvidas na metodologia (critério 4), ndo
utilizacdo de reagdes de derivatizagdo (critério 6) e considerando que os reagentes empregados
mostraram somente dois riscos ao ambiente ¢ aos seres humanos (corrosividade e nocividade a
vida aquatica) (critério 12). A menor aderéncia dos demais critérios (1, 3, 5, 7, 9, 10 e 11) ¢
explicada pelo uso de grandes volumes/massas de reagentes toxicos e de fontes ndo renovaveis,
aquecimento prolongado durante a etapa de digestdo com consumo expressivo de energia, geragdo
de grandes volumes de residuos toxicos e menor seguranga ao analista (GONCALVES; SOARES;
ROCHA, 2023). Em vista disso, ¢ possivel concluir que a metodologia DIP-RF desenvolvida e
validada neste trabalho para a analise de proteina bruta em po6len de abelha tem um menor impacto
ambiental, sendo mais verde e ambientalmente amigavel do que o método tradicionalmente
empregado e assim, poderia ser adotada na andlise de rotina em laboratorios industriais e de

controle de qualidade.
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5.4. CONSIDERACOES FINAIS

Em vista disso, uma nova metodologia foi desenvolvida e validada para a determinacao de
proteina bruta em amostras de polen de abelha empregando a combinagdo do processamento
digital de imagens e o algoritmo de aprendizado de maquina, Floresta Randomica. O bom
desempenho e capacidade preditiva desta metodologia, aliado as suas caracteristicas
ambientalmente amigaveis como o uso de instrumentag@o de baixo custo (celular smartphone e
computador), rapidez, ndo utilizacdo de reagentes e solventes toxicos e maior seguranca ao analista
demonstram sua robustez e potencial para aplicacdo em analises de rotina no controle de qualidade
do pdlen de abelha. Esses dados demonstram também o potencial de aplicagdo do processamento
digital de imagens combinado a técnicas quimiométricas/aprendizado de maquina no controle de

qualidade de produtos derivados da apicultura e da meliponicultura.
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6. CAPITULO VI

CONCLUSAO

Os resultados desta tese mostraram uma contribuicdo relevante para a caracterizagdo
botéanica e compositional de polen de Apis mellifera e de abelhas sem ferrdo. Esta contribuigdo foi
representada pelo desenvolvimento de uma metodologia mais ambientalmente amigéavel para a
predicdo quimiométrica dos teores de proteina bruta, bem como a elucidacdo dos fatores mais
significativos para a caracterizagdo da composicdo botanica bem como da coloracdo instrumental
do polen de abelha que tem grande potencial para uso humano ¢ industrial.

A adogdo de ferramentas quimiométricas combinadas a algoritmos de aprendizado de
maquina e de processamento digital de imagens agregam a quimica analitica importantes
contribuicdes no desenvolvimento de metodologias analiticas com carater mais ambientalmente
amigavel além de fornecerem aos produtores de pdlen alternativas de caracterizagdo da
composi¢ao nutricional do pélen de abelha de baixo custo e alta frequéncia analitica.

Estudos que priorizem a analise dos fatores que influenciam na origem botanica e na
coloracdo de polen de abelha, como os realizados nesta tese, utilizando diferentes técnicas
estatisticas como a Analise de Rede, Modelos Lineares Generalizados ¢ ANOVA de fatores
aninhados, sdo essenciais ¢ imprescindiveis. Estes sdo determinantes para a caracterizacdo das
melhores praticas de manejo das diferentes espécies de abelhas de acordo com as caracteristicas
de flora e de clima da regido produtora. Além disso, propiciam informac¢des importantes a
agricultura familiar, possibilitando aumentar a producdo e a disponibilidade do pdlen de abelha
para uso comercial e industrial, além de tornar mais acessivel ao consumidor um produto de alta
qualidade e funcionalidade nas mais diversas linhas em que se aplica, como alimentar, cosmética

e farmacologica.
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TABELA An.1 - TIPOS POLINICOS ENCONTRADOS PELA ANALISE POLINICA REALIZADA POR MELO NASCIMENTO (2020) EM AMOSTRAS DE POLEN DE
ABELHA COLETADOS POR Apis mellifera NAS QUATRO ESTACOES DO ANO. (CONTINUA)

Tipos Polinicos Inverno Primavera Verio Outono
(Jun/Jul/Ago) (Set/Out/Nov) (Dez/Jan/Fev) (Mar/Abr/Mai)
Familia Espécie
Amaranthaceae Alternanthera tenella PIO
Amaranthaceae Amaranthus hybridus PIO
Anacardiaceae Schinus terebinthifolia PIO PIO
Apocynaceae Aspidosperma olivaceum PIO
Apocynaceae Tabernaemontana catharinensis PIO
Asteraceae Ageratum conyzoides PA PIO
Asteraceae Baccharis dracunculifolia PII PA PA (Dez) / PII (Fev) PIO (Mar) / PII (Abr) / PA (Mai)
Asteraceae Bidens pilosa PIO PA (Nov) / PIO (Out) PII PIO
Asteraceae Cosmos sulphureus PIO
Asteraceae Emilia sonchifolia PII PIO
Asteraceae Galinsoga parviflora PA
Asteraceae Mikania glomerata PIO PIO
Asteraceae Sonchus oleraceus PIO
Asteraceae Tridax procumbens PIO PII
Asteraceae Vernonanthura polyanthes PIO
Bombacaceae Ceiba speciosa PIO PIO
Brassicaceae Raphanus raphanistrum PIO (Jun)/ PD (Jul/Ago) PA (Set) / PIO (Out) PA (Mar/Mai) / PIO (Abr)
Cannabaceae Celtis iguanaea PIO
Commelinacea Commelina benghalensis PIO PIO (Mar) / PA (Mai)
Euphorbiaceae Alchornea triplinervia PlI
Euphorbiaceae Croton floribundus PIO

Fabaceae Albizia niopoides PIO PII (Dez) / PIO (Jan)

Fabaceae Mimosa caesalpiniifolia PIO PD (Dez/Jan) / PA (Fev) PA

Fabaceae Senegalia velutina PIO

Fabaceae Mimosa misera PIO

Fabaceae Senna alata PIO

Fabaceae Senna sp PIO

Fabaceae Leucaena leucocephala PIO (Set/Out) / PIT (Nov) PIO PIO

Fabaceae Mimosa pigra PD PD (Abr) / PII (Mai)

Fabaceae Schizolobium parahyba PIL PII (Set) / PIO (Out)

Fabaceae Stylosanthes viscosa PIO PIO
Lamiaceae Mesosphaerum sidifolium PIO
Malvaceae Sida rhombifolia Pl PIO
Malvaceae Heliocarpus popayanensis PII

Moringaceae Moringa oleifera PIO

Myrtaceae Callistemon citrinus PIO OIP
Myrtaceae Eucalyptus robusta PIO (Jun) / PA (Jul) PII (Set/Nov) / PIO (Out) PD PA (Mar/Mai) / PII (Abr)
Myrtaceae Eugenia uniflora PA PA
Myrtaceae Psidium guajava PIO PIO (Set) / PA (Out) / PII (Nov)
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TABELA An.1 - TIPOS POLINICOS ENCONTRADOS PELA ANALISE POLINICA REALIZADA POR MELO NASCIMENTO (2020) EM AMOSTRAS DE POLEN DE
ABELHA COLETADOS POR dpis mellifera NAS QUATRO ESTACOES DO ANO (Conclusio)

Tipos Polinicos Inverno Primavera Verio Outono
(Jun/Jul/Ago) (Set/Out/Nov) (Dez/Jan/Fev) (Mar/Abr/Mai)
Familia Espécie
Poaceae Zea mays PIO PII PIO (Dez) / PII (Jan/Fev) PII (Mar) / PIO (Abr/Mai)
Phytolaccaceae Gallesia integrifolia PIO
Rhamnaceae Hovenia dulcis PIO
Rubiaceae Richardia brasiliensis PIO
Sapindaceae Serjania laruotteana PIO
Urticaceae Cecropia pachystachya PIO

PD = polen dominante (frequéncias > 45 %; PA = polen acessorio (frequéncias entre 15 e 45 %); PII = pdlen isolado importante (frequéncias entre 3 e 15 %); PIO = poélen isolado
ocasional (frequéncias < 3,0 %); Jan = Janeiro; Fev = Fevereiro; Mar = Marc¢o; Abr = Abril; Mai = Maio; Jun = Junho; Jul = Julho; Ago = Agosto; Set = Setembro; Out = Outubro;

Nov = Novembro; Dez = Dezembro. Fonte: Adaptada de Melo Nascimento, (2020).
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TABELA An.2 - TIPOS POLINICOS ENCONTRADOS PELA ANALISE POLINICA REALIZADA POR MELO NASCIMENTO (2020) EM AMOSTRAS DE POLEN DE
ABELHA COLETADOS POR Melipona marginata NAS QUATRO ESTACOES DO ANO

Tipos Polinicos Inverno Primavera Verio Outono
Familia Espécie (Jun/Jul/Ago) (Set/Out/Nov) (Dez/Jan/Fev) (Mar/Abr/Mai)
- Indeterminated PII
Anacardiaceae - PIO
Anacardiaceae Schinus terebinthifolia PIO
Areacaceae Archontophoenix cunningham PII (Set) / PIO (Out/Nov)
Asteraceae Baccharis dracunculifolia PA
Asteraceae Bidens pilosa PIO PIO
Asteraceae Cosmos sulphureus PIO PIO
Brassicaceae Raphanus raphanistrum PIO
Commenlinaceae Commelina benghalensis PIO
Euphorbiaceae Alchornea triplinervia PD / PIO (Ago) PII (Set/Out) / PA (Nov) PII (Dez) / P1O (Fev) PIO
Fabaceae Albizia niopoides PA (Out) / PII (Nov) PD (Dez/Jan) / P11 (Fev)
Fabaceae Leucaena leucocephala PIO PIO PIO PIO
Fabaceae Machaerium stipitatum PII
Fabaceae Mimosa caesalpiniifolia PA PIO PIO
Fabaceae Mimosa pigra PII
Fabaceae Schizolobium parahyba PIO PIO
Fabaceae Senegalia velutina PIO
Fabaceae Senna alata PD
Fabaceae Senna obtusifolia PIO (Jun)
Fabaceae Senna sp PA
Fabaceae Stylosanthes viscosa PII (Jun) / PIO (Ago) PIO
Fabaceae Tipuana tipu PII
Magnoliaceae Magnolia champaca PII
Malvaceae Triumfetta semitriloba PIO
Malvaceae Sida rhombifolia OIP
Melastomataceae Pleroma granulosum PA
Meliaceae Melia azedarach PA
Myrtaceae Eucalyptus robusta PA (Jun) / PII (Ago) PD (Set) / PII (Out/Nov) PII (Dez) / PIO (Jan) / PD (Fev) PD (Mar/Abr/Mai)
Myrtaceae Psidium guajava PA (Set/Out) / PII (Nov)
Myrtaceae Callistemon citrinus PII (Jun) / PIO (Ago)
Myrtaceae Eugenia uniflora PIO
Myrtaceae Syzygium cumini PIO
Poaceae Zea mays PIO
Rosaceae Eriobotrya japonica PIO (Mar) / PII (Abr)
Salicaceae Casearia gossypiosperma PIO
Sapindaceae Serjania laruotteana PIO PA PIO (Mar) / PA (Abr/Mai)
Solanaceae Solanum americanum PII

PD = pélen dominante (frequéncias > 45 %; PA = pdlen acessorio (frequéncias entre 15 e 45 %); P11 = polen isolado importante (frequéncias entre 3 e 15 %); PIO = pélen isolado ocasional (frequéncias
<3 %); Jan = Janeiro; Fev = Fevereiro; Mar = Margo; Abr = Abril; Mai = Maio; Jun = Junho; Jul = Julho; Ago = Agosto; Set = Setembro; Out = Outubro; Nov = Novembro; Dez = Dezembro. Fonte:
Adaptada de Melo Nascimento, (2020).
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TABELA An.3 - TIPOS POLINICOS ENCONTRADOS PELA ANALISE POLINICA REALIZADA POR MELO NASCIMENTO (2020) EM AMOSTRAS DE POLEN DE
ABELHA COLETADOS POR Melipona quadrifasciata NAS QUATRO ESTACOES DO ANO

Tipos Polinicos Inverno Primavera Verio Outono
Familia Espécies (Jun/Jul/Ago) (Set/Out/Nov) (Dez/Jan/Fev) (Mar/Abr/Mai)
Asteraceae Baccharis dracunculifolia PA
Euphorbiaceae Alchornea triplinervia PIL PIO PII
Fabaceae Albizia niopoides PII (Out) / PA (Nov) PD (Dez) / PA (Jan) / PIO (Fev)
Fabaceae Leucaena leucocephala PIO
Fabaceae Mimosa caesalpiniifolia PIO PII PA (Mar/Abr)
Fabaceae Mimosa pigra PIO
Fabaceae Senegalia velutina PII
Fabaceae Senna alata PD (Jun)
Fabaceae Senna sp PA PIO
Fabaceae Stylosanthes viscosa PIO
Malvaceae Heliocarpus popayanensis PIL
Meliaceae Melia azedarach PIO
Meliaceae Cedrela fissilis PIO
Myrtaceae Eucalyptus robusta PA (Jun/Jul) PA (Out) / PII (Nov) PII (Jan) / PD (Fev) PD (Mar/Abr/Mai)
Myrtaceae Callistemon citrinus PIO
Myrtaceae Eugenia uniflora PD (Jul) / PII (Ago)
Myrtaceae Psidium guajava PD PD (Set/Out) / PA (Nov) PIO (Dez) / PA (Jan)
Rosaceae Eriobotrya japonica PIO
Sapindaceae Serjania laruotteana PIO

PD = pélen dominante (frequéncias > 45 %; PA = pélen acessorio (frequéncias entre 15 e 45 %); PII = pélen isolado importante (frequéncias entre 3 e 15 %); PIO = polen isolado
ocasional (frequéncias < 3 %); Jan = Janeiro; Fev = Fevereiro; Mar = Margo; Abr = Abril; Mai = Maio; Jun = Junho; Jul = Julho; Ago = Agosto; Set = Setembro; Out = Outubro;
Nov = Novembro; Dez = Dezembro. Fonte: Adaptada de Melo Nascimento, (2020).
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TABELA An.4 - TIPOS POLINICOS ENCONTRADOS PELA ANALISE POLINICA REALIZADA POR MELO NASCIMENTO (2020) EM AMOSTRAS DE POLEN DE
ABELHA COLETADOS POR Scaptotrigona bipunctata NAS QUATRO ESTACOES DO ANO

Tipos polinicos Inverno Primavera Verio Outono
Familia Espécies (Jun/Jul/Ago) (Set/Out/Nov) (Dez/Jan/Fev) (Mar/Abr/Mai)
Amaranthaceae Alternanthera tenella PII
Anacardiaceae Schinus terenbinthifolia PIL
Apocynaceae Aspidosperma olivaceum PIO
Areacaceae Archontophoenix cunninghamiana PIO PIO
Asteraceae Baccharis dracunculifolia PIO PIO
Bombacaceae Ceiba speciosa PIO
Brassicaceae Raphanus raphanistrum PIO
Euphorbiaceae Alchornea triplinervia PD (Jun) / PA(Jul) PIO
Euphorbiaceae Croton floribundus PII (Out) / PIO (Nov)
Fabaceae Albizia niopoides PD (Out) / PIO (Nov) PD (Dez) / PII (Jan) / PIO (Fev)
Fabaceae Bauhinia variegata PII
Fabaceae Leucaena leucocephala PIO POI PIO
Fabaceae Macherium stipitatum PIL
Fabaceae Macroptilium atropurpureum PIO
Fabaceae Mimosa casealpiniifolia PIO PII (Dez) / PIO (Jan)
Fabaceae Schizolobium parahyba PA (Set) / PIO (Out) / PII (Nov)
Fabaceae Senegalia velutina PIL PIO
Fabaceae Tipuana tipu PA PA (Dez) / PIO (Jan)
Malvaceae Heliocarpus popayanensis PII
Meliaceae Melia azedarach PII
Moringaceae Moringa oleifera PA
Myrtaceae Callistemon citrinus PIO
Myrtaceae Eucalyptus robusta PII(Jun) / PA (Jul) / PD (Ago) PA (Set/Nov) / PII (Out) PII (Dez) / PD (Jan/Fev) PD (Mar/Abr/Mai)
Myrtaceae Eugenia uniflora PIO
Myrtaceae Syzygium cumini PII (Set/Out) / PIO(Nov)
Phytolaccaceae Gallesia integrifolia PIO
Rhamnaceae Hovenia dulcis PA (Set) / PII (Out)
Rosaceae Eriobotrya japonica PII (Mar/Abr) / PIO (Mai)
Rutaceae Murraya paniculata PII
Salicaceae Casearia gossypiosperma PII
Sapindaceae Serjania laruotteana PII (Jun) / PA(Jul) PII
Violaceae Pombalia bigibbosa PIO
Violaceae Pombalia communis PIO

PD = polen dominante (frequéncias > 45 %; PA = polen acessorio (frequéncias entre 15 e 45 %); PII = pdlen isolado importante (frequéncias entre 3 e 15 %); PIO = poélen isolado
ocasional (frequéncias < 3 %); Jan = Janeiro; Fev = Fevereiro; Mar = Margo; Abr = Abril; Mai = Maio; Jun = Junho; Jul = Julho; Ago = Agosto; Set = Setembro; Out = Outubro;

Nov = Novembro; Dez = Dezembro. Fonte: Adaptada de Melo Nascimento, (2020).
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TABELA An.5 - TIPOS POLINICOS ENCONTRADOS PELA ANALISE POLINICA REALIZADA POR MELO NASCIMENTO (2020) EM AMOSTRAS DE POLEN DE
ABELHA COLETADOS POR Tetragona clavipes NAS QUATRO ESTACOES DO ANO

Tipo de pélen Inverno Primavera Verio Outono
Familia Espécies (Jun/Jul/Ago) (Set/Out/Nov) (Dez/Jan/Fev) (Mar/Abr/Mai)
Acanthaceae Justicia brasiliana PIO
Amaranthaceae Alternanthera tenella PIO PA
Amaranthaceae Amaranthus hybridus PII PIO
Amaranthaceae Chamissoa altissima PIO
Anacardiaceae - PIO (Set) / PII (Nov)
Apocynaceae Tabernaemontana catharinensis PII
Areacaceae Archontophoenix cunninghamiana PIO PIO
Asteraceae Acmella brachyglossa PIO
Asteraceae Baccharis dracunculifolia PIO PII PIO (Abr) / PA (Mai)
Asteraceae Bidens pilosa PIO PIO PIO
Asteraceae Cosmos sulphureus PIO
Asteraceae Emilia sonchifolia PIO PIO
Asteraceae Galinsoga parviflora PII
Asteraceae Mikania glomerata PIO
Asteraceae Tridax procumbens PII (Jun) / PIO (Jul/Ago) PIO PIO
Asteraceae Vernonanthura polyanthes PIO PIO
Bignoniaceae Dolichandra unguis-cati PIO PII
Bignoniaceae Mansoa difficilis PII
Bombacaceae Ceiba speciosa PA PIO
Boraginaceae Cordia trichotoma PIO
Brassicaceae Raphanus raphanistrum PA (Jul) / PD (Ago) PA (Set/Out) / PII (Nov) PIO PII (Mar/Abr) / PIO (Mai)
Cannabaceae Celtis iguanaea PIO
Commenlinaceae Commelina benghalensis PIO
Cyperaceae Ciperaceae sp. PII PIO
Euphorbiaceae Alchornea triplinervia PD (Jun) /PA (Jul) / PIO (Ago) |[PIO (Set) / PA (Out) / PII (Nov) | PIO (Dez) / PA (Jan) / P1I (Fev) PIO
Euphorbiaceae Croton floribundus PII (Out) / PA (Nov)
Fabaceae Bauhinia variegata PIO PIO
Fabaceae Machaerium stipitatum PA PA (Abr) / PII (Mai)
Fabaceae Senna alata PIO (Jul) / PII (Ago) PII PIO
Fabaceae Cajanus cajan PIO
Fabaceae Leucaena leucocephala PIO PII PIO PIO
Fabaceae Stylosanthes viscosa PIO PIO
Fabaceae Schizolobium parayba PII PIO

PD = polen dominante (frequéncias > 45 %; PA = polen acessorio (frequéncias entre 15 e 45 %); PII = pdlen isolado importante (frequéncias entre 3 e 15 %); PIO = poélen isolado
ocasional (frequéncias < 3 %); Jan = Janeiro; Fev = Fevereiro; Mar = Margo; Abr = Abril; Mai = Maio; Jun = Junho; Jul = Julho; Ago = Agosto; Set = Setembro; Out = Outubro;
Nov = Novembro; Dez = Dezembro. Fonte: Adaptada de Melo Nascimento, (2020).
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APENDICE

FIGURA Ap.1 - IMAGENS DIGITAIS DE AMOSTRAS DE POLEN DE dpis mellifera COLETADAS NO PERIODO DE JUNHO/2018 A MAIO/2019. A ESQUERDA
ILUSTRACAO DO RECORTE DA IMAGEM DIGITAL (ROI) EXTRAIDA DO QUADRANTE 6, COM DIMENSOES DE 300 X 300 PIXELS. CODIFICACAO DO ROI:
ESPECIE DE ABELHA (Am — Apis mellifera), ESTACAO DO ANO (A — OUTONO; Sp — PRIMAVERA; Su — VERAO; W — INVERNO) E NUMERO DE ENTRADA NO
LABORATORIO (1 A 244)
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Fonte: a autora, 2023.



108

FIGURA Ap.2 - IMAGENS DIGITAIS DE AMOSTRAS DE POLEN DE Melipona marginata COLETADAS NO PERIODO DE JUNHO0/2018 A MAIO/2019. A ESQUERDA
ILUSTRACAO DO RECORTE DA IMAGEM DIGITAL (ROI) EXTRAIDA DO QUADRANTE 6 COM DIMENSOES DE 300 X 300 PIXELS. CODIFICACAO DO ROI:
ESPECIE DE ABELHA (Mm — Melipona marginata), ESTACAO DO ANO (A — OUTONO; Sp — PRIMAVERA; Su — VERAO; W — INVERNO) E NUMERO DE ENTRADA
NO LABORATORIO (1 A 244)
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Fonte: a autora, 2023.
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FIGURA Ap.3 - IMAGENS DIGITAIS DE AMOSTRAS DE POLEN DE Melipona quadrifasciata COLETADAS NO PERIODO DE JUNHO/2018 A MAIO/2019. A
ESQUERDA ILUSTRACAO DO RECORTE DA IMAGEM DIGITAL (ROI) EXTRAIDA DO QUADRANTE 6 COM DIMENSOES DE 300 X 300 PIXELS. CODIFICACAO
DO ROI: ESPECIE DE ABELHA (Melipona quadrifasciata), ESTACAO DO ANO (A — OUTONO; Sp — PRIMAVERA; Su — VERAO; W — INVERNO) E NUMERO DE
ENTRADA NO LABORATORIO (1 A 244)
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Fonte: a autora, 2023.
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FIGURA Ap.4 - IMAGENS DIGITAIS DE AMOSTRAS DE POLEN DE Scaptotrigona bipunctata COLETADAS NO PERIODO DE JUNHO/2018 A MAIO/2019. A
ESQUERDA ILUSTRACAO DO RECORTE DA IMAGEM DIGITAL (ROI) EXTRAIDA DO QUADRANTE 6 COM DIMENSOES DE 300 X 300 PIXELS. CODIFICACAO
DO ROI: ESPECIE DE ABELHA (Sb — Scaptotrigona bipunctata), ESTACAO DO ANO (A — OUTONO; Sp — PRIMAVERA; Su— VERAO; W — INVERNO) E NUMERO DE
ENTRADA NO LABORATORIO (1 A 244)
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Fonte: a autora, 2023.
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FIGURA Ap.5 - IMAGENS DIGITAIS DE AMOSTRAS DE POLEN DE Tetragona clavipes COLETADAS NO PERIODO DE JUNHO/2018 A MAIO/2019. A ESQUERDA
ILUSTRACAO DO RECORTE DA IMAGEM DIGITAL (ROI) EXTRAIDA DO QUADRANTE 6 COM DIMENSOES DE 300 X 300 PIXELS. CODIFICACAO DO ROI:
ESPECIE DE ABELHA (Tc — Tetragona clavipes), ESTACAO DO ANO (A — OUTONO; Sp — PRIMAVERA; Su — VERAO; W — INVERNO) E NUMERO DE ENTRADA NO
LABORATORIO (1 A 244)
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Fonte: a autora, 2023.





