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RESUMO

O polen de abelha é considerado um importante suplemento alimentar por conter
caracteristicas terapéuticas e nutricionais, que entre seus principais constituintes estdo os
polifendis totais que podem atuar como potentes antioxidantes, prevenindo doencas
cardiovasculares e alguns tipos de cancer. Desta forma, a fim de estimar a qualidade do pélen
de abelha as analises de referéncia sdo utilizadas e, em algumas delas, sdo demoradas e
trabalhosas. Assim sendo, o0 objetivo deste trabalho foi utilizar uma metodologia alternativa, a
Espectroscopia no Infravermelho Proximo (NIR), para determinar teores de polifendis totais
em polen de abelha da regido do sudoeste de Buenos Aires associado a ferramenta
quimiomeétrica de calibracdo multivariada, Regressao por Minimos Quadrados Parciais (PLS),
empregando diferentes técnicas de pré-processamento (SNV, MSC e Suavizacdo Savitzky-
Golay) utilizando o software The Unscrambler 9.7. O modelo PLS foi construido com 77
amostras, divididas em conjunto de calibracdo (57 amostras) e conjunto de predicdo (20
amostras) com o auxilio do algoritmo Kennard-Stone (KS). Obteve-se 0 melhor modelo com
combinacdo do pré- processamento SNV, visto que, em geral houve uma diminuicdo do
RMSEC e RMSEP, e uma maximizagdo do R® e € com baixo erro relativo, quando
comparados com a abordagem do PLS espectros brutos. Assim, pode-se concluir que a
metodologia proposta é uma ferramenta analitica promissora para 0 monitoramento da
qualidade do polen de abelha analisado quanto aos teores de polifendis totais.

Palavras-Chave: Polen de abelha, Polifendis totais, Espectroscopia, Quimiometria.



ABSTRACT

Bee pollen is considered an important food supplement because it contains therapeutic and
nutritional characteristics, which among its main constituents are the total polyphenols that
can act as potent antioxidants, preventing cardiovascular diseases and some types of cancer.
Thus, in order to estimate the quality of bee pollen, the reference analyzes are used and in
some cases they are time-consuming and laborious. Therefore, the objective of this work was
to use an alternative methodology, the Near Infrared Spectroscopy (NIR), to determine the
total polyphenol content in bee pollen in the southwestern region of Buenos Aires associated
to the multivariate calibration chemometric tool, Least Squares Regression Partial (PLS),
using different preprocessing techniques (SNV, MSC and Savitzky-Golay Smoothing) using
The Unscrambler 9.7 software. The PLS model was constructed with 77 samples, divided into
calibration set (57 samples) and prediction set (20 samples) with the aid of the Kennard-Stone
algorithm (KS). Then, we obtained the best model with combination of pre-processing SNV,
since in general there was a decrease of RMSEC and RMSEP, and a maximization of Ry
and with low relative error, when compared to the approach of PLS spectra gross. Thus, it can
be concluded that the proposed methodology is a promising analytical tool for monitoring the
quality of bee pollen.

Keywords: Bee pollen, Total polyphenols, Spectroscopy, Chemometrics.
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1 INTRODUCAO

Com o aumento da demanda por medicamentos de qualidade e alimentos saudaveis
tem gerado uma procura extrema de andlises quantitativas de compostos bioativos em
produtos alimenticios e/ou matérias-primas. Diversos métodos analiticos sdo empregados nas
analises guantitativas e qualitativas. Porém, esses métodos normalmente exigem muitas etapas
de pré-processamento antes e durante a andlise. No entanto, nos ultimos anos, a
espectroscopia NIR tem sido uma ferramenta alternativa para quantificacdo de componentes
bioativos, tais como polifenois totais, carotendides, glicosinolatos (ALI et al., 2018).

Neste sentido, a Espectroscopia no Infravermelho Proximo (NIRS, do inglés Near
InfraRed Spectroscopy) destaca-se por ser uma alternativa viavel, rpida, ndo invasiva e nao
destrutiva da amostra, além de, em diversas condicOes, ndo necessitar de pré-tratamentos na
amostra. A NIRS é uma técnica que estd de acordo com o0s principios da quimica verde,
gerando baixa quantidade de residuos e sem uso de reagentes quimicos.

Por outro lado, visto que os espectros NIRS sdo complexos, torna-se de dificil
interpretacdo o seu uso direto, havendo a necessidade de técnicas apropriadas para extragdo de
informac0es relevantes para determinacdo quantitativa e qualitativa da amostra que estd se
trabalhando no momento.

Deste modo, a NIRS requer o uso de ferramentas quimiomeétricas para tratar os dados.
Deste modo, a construgdo de um modelo quimiométrico deve correlacionar o conhecimento
quimico sobre a amostra e as caracteristicas espectrais, para estimar a concentracdo ou
propriedade fisica de uma determinada amostra.

Entdo, pode-se fazer uso da espectroscopia NIRS para estimar a qualidade do pélen de
abelha que é composto por substancias bioativas, em especial os polifendis totais, que estdo
associadas diretamente a atividade antioxidante.

Devido a esta propriedade antioxidante, o pélen de abelha tem obtido grande destaque
em todo o mundo, visto que os polifendis possuem a capacidade de interromper a acdo dos
radicais livres, prevenindo a autoxidacdo, e reduzindo o risco a doencas cardiovasculares,
diabetes e alguns canceres (MACHADO, 2015).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi propor o desenvolvimento de um método
alternativo aos convencionais, para determinacdo da quantidade polifendis totais em polén de

abelha utilizando NIRS com Regressao por Minimos Quadrados Parciais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar o uso da Espectroscopia NIR para determinacdo da qualidade de amostras de

polén de abelha em termos de polifendis totais.

2.2 Objetivos Especificos
e Realizar medidas espectrométricas das amostras de pélen de abelha na regido do
espectro eletromagnético no infravermelho proximo (NIR).
e Utilizar técnicas de pré-processamento que auxiliem na capacidade preditora dos

modelos construidos.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Espectroscopia Infravermelho Proximo

A regido do infravermelho préximo foi descoberta por Herschel, um astrénomo e
mausico, que revelou a existéncia desta radiacao invisivel ao olho nu, através da medicdo da
temperatura nas regides fora do espectro visivel, e a partir disto observou-se que na regido
subsequente a cor vermelha, a temperatura era superior, no qual a classificou como “raios
calorificos” e mais tarde estd regido ficou conhecida como infravermelho, no qual o prefixo
grego “infra” significa “abaixo” (FRANCA e NOLLET, 2017; PASQUINI, 2003).

A técnica NIR é utilizada para investigar amostras a fim de extrair informacoes
qualitativas e/ou quantitativas procedentes da interacdo das ondas eletromagnéticas do
infravermelho préximo com seus constituintes. Trata-se de uma associacdo entre as transicoes
vibracionais com as variacGes de energia molecular, devido a absor¢do ou emissao de foton, o
que corresponde a faixa de comprimento de onda de 750 a 2500 nm, nimero de onda: 13000-
4000 cm™(PASQUINI, 2003; LIMA et al., 2009).

A intensidade de uma determinada banda de absorcdo depende da mudanca de dipolo
durante a transicdo vibracional na regido do infravermelho e do seu grau de anarmonicidade,
ou seja, o féton é sé absorvido quando decorre de uma variagdo no momento de dipolo da
molécula devido & sua vibragdo, porque, nesta situacdo, o campo elétrico da radiacdo
eletromagnética é capaz de interagir com a molécula, elevando a amplitude do movimento
vibracional, estes fendbmenos estdo pressentes entre as ligacGes envolvendo o atomo de
hidrogénio (o mais leve) e outro elemento (mais pesado) como, carbono, enxofre e nitrogénio,
0 que corresponde as respectivas ligagdes, C-H, N-H e S-H que exibe maiores transi¢es
vibracionais e maiores desvios do comportamento harménico (PASQUINI, 2003; BLANCO e
VILARROYA, 2002). Logo, os sinais obtidos correspondem aos sobretons e combinacdes de
bandas das vibra¢cBes fundamentais C-H, O-H, N-H e S-H das moléculas presentes na
amostra, devido a interacdo da matéria com a radiacdo, gerando espectros com informac6es
sobrepostas.

Além dos espectros NIR possuirem bandas pouco intensa e sobreposta, também a
presenca de varios outros fatores que aumentam a complexidades destes, tais como, bandas de
absorcdo de &gua, efeito de dispersdo, ruido instrumental, complexidades das amostras e
efeitos ambientais. Portanto, os métodos de analise multivariados acoplados as técnica de pré-
processamento sdo fundamentais para extracdo de informacdes relevantes contidas nos

espectros, ja que ndo € possivel sua interpretacdo direta (SANTOS et al., 2013).
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Com o aumento da demanda por medicamentos de qualidade e alimentos saudaveis
tem gerado uma procura extrema de andlises quantitativas de compostos bioativos em
produtos alimenticios e/ou matérias-primas. Diversos métodos analiticos sdo empregados nas
analises quantitativas e qualitativas, dispondo de informacgdes concretas. Porém, esses
métodos normalmente exigem muitas etapas de pré-processamento antes e durante a analise.
No entanto, nos Gltimos anos, a espectroscopia NIR tem sido uma ferramenta alternativa para
quantificacdo de componentes bioativos, tais como polifendis totais, carotendides,
glicosinolatos (ALI et al., 2018).

3.2 Quimiometria

O termo quimiometria foi utilizado formalmente na primeira metade da década de 70,
porém sé se firmou permanentemente quando o instrumento de medicao invadiu o laboratorio
quimico (NETO, SCARMINIO e BRUNS, 2006). A partir da década de 80 com o crescente
uso dos computadores e sofisticagdo de “hardware” e “software” atingiu-se um ponto bastante
promissor para quimiometria no tratamento de dados quimicos mais complexos do ponto de
vista matematico e estatistico (FERREIRA et al.,1999).

A Quimiometria ¢ a ciéncia que envolve a aplicagdo de métodos estatisticos,
matematicos e computacionais para interpretar, investigar os dados de interesse quimicos, isto
é, extrai informacGes relevantes dos dados quimicos através das ferramentas matematicas e
estatisticas (VARMUZA e FILZMOZER, 2009; SOUSA e POPPI, 2012).

Os avancos das técnicas instrumentais em analitica permitiram um aumento
significativo na quantidade de dados gerados, em que uma Unica amostra analisada fornecia
um grande numero de dados, exemplo disso, € a intensidade de absor¢do em mil ou mais
comprimentos de onda em um Unico espectro. Diante desta quantidade de dados de natureza
multivariada, a quimiometria tem auxiliado bastante para o tratamento desses dados de forma
rapida e eficiente (NASCIMENTO, 2013; FERREIRA et al.,1999).

Os métodos multivariados possuem quatro vantagens quando comparados com oS
métodos univariados. Uma primeira vantagem diz respeito a reducdo de ruido que pode ser
obtida quando mdltiplas variaveis redundantes sdo analisadas simultaneamente por métodos
multivariados apropriados. Uma segunda vantagem importante é que as medidas parcialmente
seletivas podem ser usadas e, por meio dos métodos multivariados apropriados, podem ser
obtidos resultados sem o efeito dos interferentes. Uma terceira vantagem é que as amostras
andmalas podem ser facilmente descobertas, como exemplo, analise espectroscopica. Para

qualquer método quimiomeétrico bem caracterizado, as propriedades de interesse das amostras
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reais medidas no futuro podem ser explicadas por combinagfes lineares do conjunto de
treinamento. Espécies quimicas estranhas, apresentam sinais espectroscopio diferentes do
esperado, que podem ser detectadas nos residuos espectrais como amostras andmalas ou
outlier. As vantagens da quimiometria € consequéncia do uso frequente de métodos
multivariados (BRO, 2003).

Os métodos e aplicagfes em quimiometria podem ser agrupadas e classificadas em
diversas areas, como: planejamento e otimizacdo de experimentos; calibracdo multivariada,
pré-processamento dos dados espectrais, métodos de reconhecimento padrées/classificacdo de
amostras e selecdo de amostras e varidveis espectrais (BEEBE, PELL e SEASHOLTZ, 1998).

3.2.1 Calibracdo Multivariada

Calibracdo Multivariada é o procedimento que consiste em desenvolver modelos para
quantificar uma propriedade de interesse da amostra (FERREIRA, 2015). Na determinagéo da
propriedade da amostra, a concentracdo, ndo é gerada diretamente pelo instrumento
laboratorial como resposta, o espectrofotdmetro registra as absorbancias que depende da
concentracdo do analito e com o auxilio de um modelo matematico e estatistico é possivel
predizer a propriedade do analito (FERREIRA et al,1999). A figura 1 representa as etapas de
uma calibragdo multivariada

Figura 1. Calibragdo Multivariada

FSPLCTROFOTOMETRG: ESPECTRON OO G WATEUATCO Y
‘:} oo
%o— | =D = swit]
Q —- | [ma 2] :
aoo
agn

AOETRAS FETRVEENTE

Fonte: Ferreira et al,1999.

Na analise multivariada, os parametros do modelo podem ser estimados quando as
respostas dependem do analito alvo além de outras variaveis quimicas ou fisicas, corrigindo
tais efeitos interferentes (DINIZ, 2010). No entanto, os comprimentos de onda além de serem
seletivos para o analito, podem também responder a outras substancias quimicas nas amostras.
Sendo que o espectro do analito deve ser parcialmente diferente dos outros espectros de todas
as amostras respondentes. Além disso, deve ser selecionado um conjunto padrdo de calibracéo
gue contenha amostras com qualquer espécie interferente, ou melhor, as espécies interferentes
devem estar no conjunto de calibracgdo em quantidades varidveis para que seja possivel
construir um modelo de calibragdo que compense o efeito das espécies interferentes com o
método multivariado, Regressdo por Minimos Quadrados (GEMPERLINE, 2006).
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A utilizagdo dos métodos de calibracdo multivariada € valida para extrair informagdes
quimicas dos espectros, no qual pode ser aplicada a varios métodos instrumentais, tais como,
UV-Visivel, Raman, Infravermelho Médio, Fluorescéncia, RMN e Espectros de massa, mas
sua importancia tem se destacado na espectroscopia do infravermelho proximo. Os métodos
multivariados mais comumente empregados para analise quimica sdo Regressdo de Minimos
Quadrados Parciais (PLS) e Regressdo de Componentes Principais (PCR), onde os fatores que
se relacionam com a variacdo nas medicdes de resposta sdo regredidos em relacdo as
propriedades de interesse. Assim, cada fator adicionado ao modelo descreveria a variagdo
relevante para a previsao dos valores da propriedade em questédo (FEUDALE et al, 2002).

A razdo da calibragdo multivariada acoplada a espectroscopia NIR ser considerado um
importante método analitico € por ser uma técnica rapida, barata e o suficiente para solucionar
os problemas reais. Sendo aplicada em matrizes reais complexas, no qual os procedimentos de
separacdo e tratamento quimico para calibracdo univariada sdao demorados e caros (FORINA,
LANTERI e CASALE, 2007).

3.2.2 Regressao por Minimo Quadrado Parciais (PLS)

A regressdo por minimos quadrados parciais foi desenvolvida por Herman Hold em
1975 para a modelagem de conjunto de dados complexos (ZIMMER e ANZANELO, 2014).
No decorrer da década de 70, os grupos liderados por S. Wold e H. Martens popularizaram o
uso deste método para aplicagdes quimicas. Possuindo duas aplicacdes diferentes, PLS1 e
PLS2. Em PLS1, sdo construidos modelos de calibracdo separados para cada coluna em Y.
Em PLS2, um Unico modelo de calibracdo € construido para todas as colunas em Y
simultaneamente (DINIZ, 2010).

A regressdo PLS busca relacionar a matriz X (composta por informac@es, como o0s
espectros NIR) a matriz Y (composta por propriedades das respectivas amostras, como
propriedades quimicas, reatividade, atividade bioldgica), permitindo analisar dados com forte
correlagdo, com presenca de ruidos (WOLD, SJOSTROM e ERIKSSON, 2001).

O método PLS geralmente consiste em duas etapas. Primeiro, a construcdo do modelo
a partir das caracteristicas do método ou instrumento analisado no intuito de obter um
comportamento em relacdo a Y = f(X) entre dois grupos de variaveis, chamado de variaveis
dependentes Y, por meio de um conjunto de varidveis independentes X. Nesta etapa, é
construido o conjunto de calibragcdo ou treinamento, seguido da etapa de previsdo ou teste

para prever valores para variaveis dependentes (GELADI e KOWALSKI, 1986). A regressao
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PLS transforma as varidveis de resposta e de processo em um numero reduzido de
combinag0es lineares (ZIMMER e ANZANELO, 2014).

Ambas as matrizes sdo decompostas em novas varidveis, denominadas variaveis
latentes, uma forma similar a analise de componentes principais, em que descreve a direcao
de méxima variancia que se correlaciona com a propriedade de interesse, concebendo duas

matrizes de variagdes: Pesos e escores (DINIZ, 2010). Como nas equagdes a seguir:

X=TP"+E (1)
Y =UQ' +F ()

Onde T e U sdo matrizes de escores (scores) das matrizes X e Y, respectivamente; P e
Q sdo as matrizes de pesos (loadings) ou fatores das respectivas matrizes X e Y; e E e F séo
os residuos (DINIZ, 2010). Entdo, uma relacdo linear é obtida pelo coeficiente de regressao

entre os scores de X e 0s scores de Y para cada VL.

ljh = bh th (3)

em que “h” representa as varidveis latentes, sendo que na matriz diagonal B séo agrupados 0s
valores de by, que contém os coeficientes de regressdo entre a matriz de “scores” U de Y e a
matriz de “scores” T de X. A melhor relacdo linear possivel entre 0s “scores” desses dois
blocos é obtida a partir de pequenas rotacdes das variaveis latentes dos blocos de X e Y
(POPPI et al, 2000). A matriz Y pode ser calculada de up:

Y =TBQ' +F (4)

Assim, as concentrag@es das novas amostras sdo previstas através dos novos scores,

T*, substituindo na equacéo 4
Y = T* BQ’ (5)
Uma vez que € necessério encontrar o nimero 6timo de varidveis latentes no modelo

construido para melhor previsdo das amostras dependente, normalmente, € utilizada a

calibracdo cruzada, no qual o erro minimo de previsao é determinado (POPPI et al., 2000).
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3.3 Pdlen

Pélen de abelha ou pdlen apicola é um produto obtido por abelhas operarias, através
da aglutinacdo do pdlen das flores, ou seja, as abelhas coletam o pdlen presente nas flores
para sua sobrevivéncia, e é umedecido com a secrecdo das glandulas salivares ou néctar para
serem aglutinados produzindo pequenos granulos que s&o compactados em uma estrutura
especial no qual é transferido para a colmeia através do seu terceiro par de pernas chamado
corbiculo, razéo pela qual eles sdo chamados de cargas corbiculares, e estas sdo chamadas de
cargas de poélen (KOMOSINSKA-VASSEV et al., 2015; COSTA et al., 2017; RIBEIRO e
SILVA, 2007).

O polen de abelha é um produto natural que had muitos anos vem ganhando grande
destaque nas areas da medicina tradicional, na nutricdo suplementar e em dietas alternativas,
devidos as caracteristicas nutricionais e benéficas a saude humana (NEVES, ALENCAR e
CARPES, 2009). Sua composicao quimica depende fortemente da planta, origem geogréfica,
como também, das condicdes climaticas e o tipo da abelha, existindo uma grande variedade
nas cargas de polen (KOMOSINSKA-VASSEYV et al., 2015).

Os principais componentes do pélen de abelha sdo os carboidratos, aminoacidos,
lipideos, proteinas e entre 0s componentes minoritarios estdo as vitaminas, pigmentos,
enzimas e minerais (NEVES, ALENCAR e CARPES, 2009). Além disso, contém quantidades
consideraveis de substancias poliféndlicas que podem atuar como potentes antioxidantes
(KROYER e HEGEDUS, 2001).

Os polifénois totais sdo considerados um dos principais componentes responsaveis
pela atividade antioxidante, através da acdo de sequestrar os radicais livres prevenindo das
doencas cardiovasculares e de alguns tipos de cancer. A determinagdo desses compostos esta
diretamente relacionada ao potencial antioxidante do pdlen de abelha, de modo que sua
determinacdo permitira classificar-se antes da comercializacdo, agregando valor a este
produto (MARGHITAS et al., 2009; NEVES, ALENCAR e CARPES, 2009).

A comercializacdo do pdlen de abelha no Brasil é autorizada pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, no qual estabelece padrées de identidade e qualidade
do produto (MAPA, 2001).

3.3.1 Polifenois Totais
Nos ultimos anos, o polén de abelha vem despertando o interesse tanto dos

pesquisadores quanto da sociedade, devido as suas propriedades bioativas, como atividade



21

antimicrobiana, antiflngica e anti-inflamatoria, e principalmente sua atividade antioxidante
que atua inibindo a acdo lesiva dos radicais livres (ARES et al., 2018; DENISOW, 2016).

Os polifendis totais compde um dos maiores grupos de compostos antioxidantes
naturais que compreendem uma variedade de moléculas das mais simples a grandes e
complexas (MACHADO, 2015). Sua estrutura basica possui pelo menos um nucleo benzénico
ligado a um ou mais grupos hidroxila e ainda pode ligar-se a outras substancias naturais, em
especial os monossacarideos (glicose, galactose, ramnose, xilose e arabinose) e também
associados a outros compostos, como acidos carboxilicos e organicos, aminas e lipidios
(BRAVO, 1998).

A atividade antioxidante dos polifendis totais refere-se a sua estrutura quimica e a
capacidade redutora (NEVES, ALENCAR e CARPES, 2009). Sendo assim, estas
propriedades previnem e retardam as reacdes de oxidacdo, na qual a oxidacdo nos sistemas
bioldgicos é decorrente das reacBes dos radicais livres no organismo, que sdo moléculas onde
em sua estrutura quimica a presenca de elétrons desemparelhados e bastante reativos
(GUTTERIDGE e HALLIWELL, 2000).

Os polifenois totais do pdlen de abelha se enquadram em diversas categorias, como
flavonoides, acidos fendlicos e catequinas (Tabela 1). Entre os flavanoides mais encontrados
em produtos apicolas estdo quercetina, isoramnetina, caemferol, (AMANCIO, 2014;
CARPES et al, 2008; KOMOSINSKA-VASSEV et al.,, 2015) miricetina, galangina
(flavonois), apigenina, rutina, canferide, crisina (flavonas) e cacetina. (AMANCIO, 2014;
CARPES et al, 2008). Enquanto que no grupo dos &cidos fendlicos, ha principalmente acido
clorogénico (KOMOSINSKA-VASSEV et al., 2015).
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Tabela 1 — Estrutura dos principais polifenois totais encontrados no polen de abelha

Classe Estrutura Molecular Formula Estrutural

Flavandides
Cs-C3-Cs 0
Acidos Fenolicos Cs-Cy

Catequinas Ci5H1406 il

Fonte: Adaptado de Bravo, 1998.

Os grupos quimicos destacados na Tabela | que se fazem presentes na estrutura dos
polifendis totais pode-se fazer uso da analise quimica, espectroscopia NIR, no qual, os dados
coletados na faixa de 11.000 a 3.800 cm™ correspondem a bandas de segundo sobretom do
grupo carbonila (5.352 cm™) e as vibracdes de sobretom -CH, (5.742 cm™) e —CHj3 (5.808
cm™). No entanto, as vibracdes de CH,, e do grupo carbonila, sdo referente aos polifendis
(PI1CO,2015).

3.4 Metodologias de analise de determinagéo de polifendis totais

Os polifendis totais presentes nas amostras de pélen de abelha podem ser
quantificados atraves de varias técnicas, tanto pelo método convencional espectrofotométrico
de Folin-Ciocalteau, quanto pela metodologia baseada no sequestro do radical DDPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo). Como também pelas técnicas instrumentais, a espectrofotometria de
ultravioleta-visivel (UV-VIS), a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e a
cromatografia gasosa (GC), porém algumas sdo trabalhosas e longas, na preparacdo de
amostras e solucGes padrao, e as vezes requer equipamentos e solventes caros (MACHADO,
2015).

Neste sentido, para superar essas desvantagens, a espectroscopia NIR destaca-se por
ser uma alternativa viavel, rapida, ndo invasiva e ndo destrutiva da amostra, além de, em

diversas condicGes, ndo necessitar de pré-tratamentos na amostra.
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4 METODOLOGIA

4.1 Aquisicao de amostra

Um total de 79 amostras de pdlen de abelha foram coletadas em 4 diferentes regides
da Argentina (Figura 2), a fim de obter a representatividade populacional da composic¢éo do
polen de abelha, destas regibes, trés ( Hilario Ascasubi, Médanos, Jacinto Arduz) pertence a
provincia fitogeografica de Espinal e a quarta regido (Patagones Viedma-) a provincia de

Monte.

Figura 2. Locais de amostragem de p6len de abelha
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Fonte: Vallese, 2017.

As amostras de polen de abelha foram obtidas através de armadilhas localizadas na
entrada das colmeias (Figura 3), durante dois periodos de apicultura (primavera-verao) de
2013-2014 e 2014-2015. Cada amostra € uma mistura de cargas de polen de abelhas coletadas
das colmeias em uma determinada data. Todas as amostras foram mantidas congeladas em

recipientes fechados até processamento quimico e espectroscopico.
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Figura 3. Coletor de p6len de abelha
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Fonte: Vallese, 2017.

4.2 Procedimento

4.2.1 Analise Quimica

O teor de polifendis totais foi determinado pelo método de referéncia
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau (SINGLETON, 1999). Neste método, foi utilizado o
reagente Folin-Ciocalteau que consiste numa solu¢do composta por uma mistura de acidos
fosfomolibdicos e fosfotungsticos de coloracdo amarela, que sdo reduzidos em presenca de
polifendis, dando origem a dxidos de tungsténio e molibdénio de coloracdo azul, e em seguida
foram realizadas as medidas por espectrofotometria UV-Vis a A = 765nm (BRAND-
WILLIAMS, CUVELIER e BERSET, 1995).
O procedimento experimental foi dividido em duas etapas:

e Obtencdo do extrato etanolico: Cada carga de polen foi previamente pesada e colocada
em um tubo eppendorf, 1,0 mL de etanol a 96% (v / v) foi adicionado e vortexado, em
periodos de 15 minutos por 24 horas, utilizando temporizador analdgico.
Posteriormente, o extrato foi centrifugado e coletado o sobrenadante para o proximo
estagio.

e Formacdo do complexo: Pipetou-se 500 uL do sobrenadante e 500 uL do Reagente de
Folin-Ciocalteu em um baldo volumétrico de 10 mL, e acrescentou-se 2,0 mL de
carbonato de sédio a 10% (m / v) e o restante do volume foi completado com agua
destilada. Os baldes volumétricos foram deixados em repouso por 2 horas ao abrigo da
luz e, em seguida, foi realizada a leitura da absorbancia a 765 nm.
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Utilizou-se como padrdo de referéncia o &cido galico em concentracBes que variam
1,63 a 16,30 ppm e os resultados foram expressos em mg de equivalente em acido galico
(GAE)/g de polen.

4.2.2 Espectroscopia NIR

Neste estudo, utilizou-se um espectrofotdmetro FTIR-NIR Thermo Scientific Nicolet
iS50 (Figura 4), com 4 repeticdes para cada amostra, na faixa espectral de 10000 a 4000 cm™,
a temperatura ambiente e mantendo a resolucdo espectral constante a 4 cm™. O espectro

médio foi utilizado para construir os modelos de regressao.

Figura 4 - Espectrofotdmetro FTIR-NIR Thermo Scientific Nicolet iS50

Fonte: Vallese, 2017.

Para o registro dos espectros foi empregado o suporte para amostras, no qual foi
construido um cilindro de Teflon (17 mm de altura x 31 mm de didmetro) para adaptacdo das

amostras de polén de abelha no percurso dptico (Figura 5).
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Figura 5 - Suporte para centralizar a amostra sob a fonte de radiagéo

Fonte: Vallese, 2017.

4.2.3 Tratamento de dados

Para a determinacdo da concentragdo de polifendis totais presentes nas cargas de pdlen
de abelha, os dados obtidos foram conduzidos a um modelo quimiométrico de calibracdo
multivariada de primeira ordem, método de regressdo por quadrados minimos parciais (PLS),
e o software utilizado foi o The Unscrambler, verséo 9.7.

Trés diferentes métodos de pré-processamento (Variagdo Normal Padrdo - SNV,
Correcdo Multiplicativa de Sinal - MSC e suavizacdo Savitzky-Golay) foram aplicados aos
espectros NIR obtidos, para verificar o efeito destes pré-tratamentos no modelo de regressédo
PLS. No entanto, ndo ha um padrdo que indiquem quais prée-tratamentos podem ser
otimizados, portanto, a selegdo é inevitavelmente realizada de forma experimental (CHENT e
GRANT, 2012). Assim, os dados ndo processados e os trés pré-processamento foram
avaliados, e no pré-processamento de suavizacdo Savitzky-Golay foi usado janela de 9 pontos
de primeira e segunda ordem.

No método PLS é corriqueiro utilizar dois conjuntos de dados: o conjunto de
calibracdo para construir o modelo de regresséo, e o conjunto de previsdo, para validar o
modelo PLS (ALLEGRINI e OLIVEIRI, 2013). Entdo, foi realizada a divisdo das amostras
em conjunto de calibracdo (75%) e predicdo (25%) usando o algoritmo de Kennard-Stone
(KS) no software Matlab, e em seguida foi avaliado a possivel presenca de outliers.

O desempenho do modelo de calibracdo e predicdo foi analisado a partir de
parametros, como, raiz do erro quadratico médio de calibracdo (RMSEC) e o coeficiente de
determinacdo (R°c) no conjunto de calibracio. O conjunto de predicdo foi usado
exclusivamente para avaliar e comparar a capacidade preditiva dos modelos de calibracdo
finais em termos da raiz do erro quadratico médio de predicdo (RMSEP) e do coeficiente de

determinacdo (R%req).
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5 RESULTADOS

5.1 Determinacédo de Polifendis Totais

O teor de polifendis totais das 79 amostras de poélen de abelha coletadas na Zona
Sudoeste Bonaerense (Argentina) variou de 3,64 a 36,84 mg GAE/g de pblen, com um teor
médio de 14,16 g + 7,39 mg GAE/g de polen descrito na Tabela 2, esta diferenga nos
intervalos de variacdo minima e maxima dos resultados de teor de polifendis totais também é
encontrada em polen de abelha de outros paises em diversas literaturas. No Brasil, Carpes et
al., (2008) ao avaliar as 36 amostras desidratadas de polen de abelha em diferentes
localidades da regido sul obtiveram resultados que variam entre 19,28 a 48,90 mg GAE/g de
polen, com um teor médio de 30,77 £ 8,22 mg GAE/g de poblen.

Um valor médio superior foi encontrado por Aloisi e Ruppel (2014) para 20 amostras
de polen de abelha de duas regibes da provincia de Chubut, Argentina, com um teor médio de
87,17 + 33,9 mg GAE/g de polen, com uma variacdo maior (55,8 a 163,9 mg GAE/g de

polen), salientando a diferenca de localizacdo geografica na composicdo da matriz.

Tabela 2 — Teor de Polifendis totais em amostras de pdlen de abelha pelo método Folin-Ciocalteau

Amostras Polifenois Totais (mg GAE*/g de polen)
Vmin 3,64
Vmax 36,84
Média £ DP** 14,16 g £ 7,39

*GAE: equivalente em &cido galico; **DP: Desvio padrdo; Vmin: Variagdo minima; Vmax: Variagdo maxima.

A variedade nos resultados dos teores de polifendis totais em polen de abelha é
justificada em funcdo da origem boténica, e entre outros parametros como, condicdes
ambientais, espécie vegetal, tempo de armazenamento (KROYER e HEGEDUS, 2001,
MENEZES et al., 2010).

5.2 Analise Multivariada
Os espectros de reflectancia NIR das amostras de pdlen de abelha na faixa de 4.000 a

10.000 cm™ sdo mostrados na Figura 6.
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Figura 6 — Espectros NIR brutos das amostras de polén de abelha
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Fonte: Autor

Na Figura 6, a faixa espectral de 7.000 a 10.000 cm™ ndo foi utilizado no
desenvolvimento dos modelos de calibragdo. Entdo, selecionou-se a faixa de 4000 a 7000 cm’
1, devido esta regido ter forte correlagdo com as substancias polifenolicas, por este motivo foi
utilizada para tornar o modelo mais robusto. A tendéncia de espectros € altamente similar para
a maioria das amostras de pdlen de abelhas, com excecdo de 2 delas (amostra 1 e 2), que
apresentaram comportamento espectral andmalo e foram, assim, avaliadas como possiveis
outliers.

Outliers séo definidos como os dados que apresentam resultados inconsistentes em
comparagdo com a maior parte dos dados (WANG e SRINIVASANA, 2009). Um modo para
verificar a presenca de outlier é pela construcdo do grafico de influéncia (leverage) e analise
residual (BARTHUS e POPPI, 2001). No grafico de influéncia (Figura 7), pode ser observado
que as amostras numero 1 e 2 apresentam altos resultados de leverage que podem influenciar

nos resultados e foram, por esse motivo, desconsideradas durante a analise multivariada.
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Figura 7 — Gréafico de Influéncia
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Fonte: Autor.

A regido escolhida para analise multivariada foi a faixa espectral de 4.000 a 7.000 cm *
! (Figura 8). Ap6s a remocao dos outliers e reducdo da faixa espectral, foram construidos os
conjuntos de calibracdo (57 amostras) e de predicdo (20 amostras) utilizando o algoritmo
Kennard-Stones (KS) que se baseia na distancia euclidiana para selecionar um subconjunto de
amostras X (KENNARD e STONE, 1969).

Figura 8 — Espectros NIR brutos das amostras de pdlen de abelha
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Fonte: Autor.

Pode-se notar na Figura 8 a existéncia de deslocamento de linha de base e a presenca
de um pequeno componente ruidoso. Todavia, verifica-se também deslocamento em relagéo
ao eixo de refletdncia devido as caracteristicas do polen de abelha, tais como, tamanho e
forma das particulas. Portanto, os dados brutos foram pré-tratados para aumentar a precisao
do modelo. Para isso, foram testados diferentes métodos de pré-processamento (MSC,
Suavizacgdo Savitzky-Golay e SNV) e optou-se relativamente ao modelo pré-tratado com SNV
(Figura 9) que é capaz de atenuar as interferéncias causadas pelo tamanho das particulas,
dispersdo (SUN et al., 2009).
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- Figura 9 — Espectros NIR com pré-tratamento SNV das amostras de p6len de abelha
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Fonte: Autor.

Deste modo, na Tabela 3 constam os resultados dos dados brutos e dos dados pré-
processados para verificar o efeito de pré-tratamentos espectrais no modelo de regressdo PLS.
Para esta otimizagdo, os valores de RMSEC, R? RMSEP, bias e o nlimero de variaveis

latentes foram considerados.

Tabela 3 — Resultados das determinacfes de polifendis totais em amostras de pdlen de abelha usando

espectroscopia NIR e PLS

Parametro
e . . RMSEC RMSEP .
Polifendis Totais (Mg GAE/g Rgc (Mg GAE/g R2Pred Bias VL
de pdlen) de pdlen)
Bruto 1,140 0,975 3,042 0,850 0,957 12
MSC 1,495 0,957 3,139 0,847 1,021 10
SNV 1,478 0,968 3,006 0,861 0,485 10
SG (9p) 1° 1,415 0,961 3,155 0,845 0,358 14
SG (9p) 2° 1,661 0,947 3,088 0,852 0,595 12

RMSEC: erro quadratico médio de calibracdo; R°C: coeficiente de determinacéo para calibracdo; RMSEP: erro
quadratico médio de predicdo; R’Pred: coeficiente de determinagdo para a predicdo; VL: varidveis latentes

utilizadas no modelo.

Todos os modelos gerados obtiveram resultados de RMSEP e RMSEC baixos, com
relacdo ao método de referéncia 36,84 mg GAE/g de polen ou seja +/- 3,68. Dentre 0s
modelos, o PLS espectros brutos e o PLS pré-tratado com SG (9p) de primeira e segunda

ordem e MSC néo apresentam resultados satisfatorios..



31

Pode-se observar na Tabela 3 que a aplicacdo do pré-tratamento SNV para faixa de
comprimento de onda de 4000 a 7000 cm™ obteve melhora nos parametros do modelo PLS,
principalmente no conjunto de predicdo com aumento no coeficiente de predicdo e pela
utilizacdo das dez variaveis latente para constru¢cdo do modelo, apesar das outras técnicas
apresentarem resultados pouco préximos, pode-se dizer que o modelo PLS pré-tratado com
SNV é mais parcimonioso (menor numero de variaveis selecionadas).

O gréafico de valor predito versus o valor de referéncia das concentracdes dos
polifendis totais em amostras de pélen de abelha para o conjunto de calibracdo do modelo
PLS pré-tratado com SNV, ilustrado na figura 10, apresenta um RMESC de 1,478 e um

coeficiente de determinacao de 0,968.

Figura 10 — Gréfico do valor predito versus valor de referéncia para o conjunto de calibragao
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Fonte: Autor.

O grafico da figura 11 apresenta o valor predito versus o valor de referéncia das
concentracfes dos polifendis totais em amostras de pélen de abelha para o conjunto de
predicdo do modelo PLS pré-tratado com SNV. O valor do coeficiente de determinacdo e o

RMSEP foram respectivamente iguais a 0,861 e 3,006.
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Figura 11 — Gréfico do valor predito versus valor de referéncia para o conjunto de predicao
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Fonte: Autor.

A precisdo do modelo foi avaliada pelo calculo do erro médio quadratico de predicao
(RMSEP) que expressa a concordancia entre o valor predito e o valor de referéncia. Uma vez
que, ele pode ser interpretado como o erro de modelagem (El Abassay et al, 2011).
Entretanto, os valores de RMSEP estdo muito préximos do limite em relacdo ao método de
referéncia, possivelmente porque, apesar das amostras do conjunto de calibracdo possuir a
mesma matriz quimica das amostras do conjunto de predicdo, elas apresentam diferencas
fisicas, como granulometria, e também pela diferenca natural nas amostras bioldgicas que sao
importantes para modelagem.

O coeficiente de determinacgéo de predicao (R?) representa a porcentagem dos valores
de resposta explicados pelo modelo linear. Em geral, valores mais proximos de 1 indica
melhor ajuste para 0 modelo, enquanto valores préximo de O conhecem algum grau de
desacordo (NAGENDRA e KHARE, 2004). Com isso, 0 modelo PLS pré-tratado com SNV
possui R? préximo a 1 mostrando que as amostras estdo bem ajustadas ao modelo, e com uma
boa correlacdo entre a propriedade quimica e a informacao contida no espectro NIR.

Pode-se observar na Tabela 3, que o valor obtido para o Bias (erro sistematico) foi
menor para os dados pré-tratados com SNV, indicando auséncia do erro sisteméatico, como
também indica boa exatiddo. A existéncia desse tipo de erro afeta a precisdo, exatiddo e a

determinacéo dos intervalos de confianca e por isso sua minimizacdo é desejada.
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Em sintese, o resultado do modelo PLS construido para a determinagdo dos teores de
polifendis totais podem ser considerados satisfatorios e capazes de prever o conteldo nas

amostras de polén de abelha.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho foi apresentado o desenvolvimento de uma metodologia simples, rapida
e ndo destrutiva baseada na utilizacdo de espectroscopia de infravermelho proximo (NIR) e
regressao dos minimos quadrados parciais (PLS), para a estimativa de polifendis totais em
amostras de polen de abelha coletado no sudoeste de Buenos Aires - Argentina. A
possibilidade de usar as amostras sem preparacdo prévia leva a uma diminuicdo significativa
no tempo de analise em comparacao com 0s métodos convencionais.

Os melhores resultados foram obtidos empregando-se pré-processamento SNV através
da minimizacéo dos valores de RMSEC e RMSEP e da maximizacéo dos valores de R%peq,
quando comparados a abordagem dos espectros brutos PLS.

Assim, pode-se concluir que a metodologia proposta € uma ferramenta analitica
promissora para a monitorizacdo da qualidade do polen de abelha, em temos de polifendis
totais, em relacdo ao pardmetro de referéncia. Contudo, esta qualidade depende

essencialmente da natureza quimica da amostra.
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