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RESUMO

A Amazdnia é uma das regides do Brasil em que se tem observado o maior crescimento da produgédo
apicola nos ultimos 20 anos. Nesta regido destaca-se o estado do Pard com quase 50% da producéao
regional, e tendo na sua regido nordeste o principal polo de producgdo apicola. Esta producédo é feita
predominante por agricultores familiares e que além do mel vem explorando a producéo de pdlen.
Tem-se observado, entretanto, a necessidade de fortalecimento das boas praticas de produgdo nesta
regido visando maior qualidade dos produtos apicolas e atendimento da legislacdo brasileira para
estes produtos. Neste intuito, desenvolveu-se o presente trabalho que teve como objetivo desenvolver
metodologia de analise rapida, baseada em NIRs e PLRS, de percentuais de umidade, carbono total
e nitrogénio total em amostras de p6len. Os modelos preditivos desenvolvidos com estas técnicas
apresentaram valores de R2 superiores a 95 e valores de RPD de 4.5, 5.4 e 46 para 0s percentuais de
nitrogénio total, carbono total e umidade, respectivamente, juntamente com valores baixos para
RMPSEP e RMSECV. Tais valores para os parametros de validagdo comprovaram a adequacgéo dos
modelos para utilizacdo em programas de treinamento de agricultores em boas préticas de producéao
de pdlen, bem como na previsdo de perdas de umidade no processo de secagem de amostras. O erro
percentual médio, baseado no RMSEP e no limite minimo de 4% de umidade para amostras de pdlen,
estabelecido pela legislagéo brasileira, revelou a necessidade de desenvolvimento de um modelo para
este parametro em torno do limite legal, de forma a diminuir o erro do modelo desenvolvido neste
trabalho para valores inferiores aos 6%. Os resultados obtidos, entretanto, demonstraram a
aplicabilidade da técnica NIRs, juntamente com a técnica PLRS, para predi¢cdo das propriedades
fisico-quimica estudadas em amostras de polen do nordeste do estado do Para.

Palavras-chave: NIRs, PLSR, Polen, Nitrogénio Total, Umidade, Carbono Total.

ABSTRACT

The Amazon is one of the regions in Brazil where the greatest growth in bee production has been
observed inthe last 20 years. In this region the state of Para stands out with almost 50% of the regional
production, and in its northeast region the main pole of bee production. This production is
predominantly done by family farmers and who, in addition to honey, have been exploring pollen
production. However, there has been a need to strengthen good production practices in this region
with a view to improving the quality of bee products and complying with Brazilian legislation for
these products. To this end, the present work was developed with the objective of developing a rapid
analysis methodology, based on NIRs and PLRS, of percentages of humidity, total carbon and total
nitrogen in pollen samples. The predictive models developed with these techniques showed R2 values
above 95 and RPD values of 4.5, 5.4 and 46 for the percentages of total nitrogen, total carbon and
humidity, respectively, together with low values for RMPSEP and RMSECV. Such values for the
validation parameters proved the adequacy of the models for use in training programs for farmers in
good pollen production practices, as well as in predicting moisture losses in the sample drying
process. The average percentage error, based on the RMSEP and the minimum limit of 4% humidity
for pollen samples, established by Brazilian legislation, revealed the need to develop a model for this
parameter around the legal limit, in order to reduce the error of the model developed in this work for
values below 6%. The results obtained, however, demonstrated the applicability of the NIRs
technique, together with the PLRS technique, to predict the physicochemical properties studied in
pollen samples from the northeast of the state of Para.
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1 INTRODUCAO

A Amaz6nia tem sido a regido brasileira onde a atividade apicola mais cresceu nos ultimos 20
anos, com 1260% de aumento, com o estado do Para respondendo por cerca de 44% desta producao.
A participacdo da regido no contexto nacional, entretanto, é de apenas 1,6% da producdo de mel e
quase insignificante no que se refere aos produtos pdlen, prépolis, geléia real e apitoxinas (Pereira et
al., 2017). As condicGes de clima quente e a grande biodiversidade da regido elegem-na como uma
das regides de maior potencial para a apicultura no Brasil.

No estado do Para, destacam-se trés polos de producédo localizados nas regides nordeste, sul-
sudeste e oeste do estado. Estes polos apresentam niveis de desenvolvimento e organizacéo
diferenciados, sendo o polo do nordeste aquele que se caracteriza com maior evolucdo, possuindo
entrepostos licenciados, ou em vias de licenciamento, com selos artesanais e com SIF, geralmente
ligados a associacOes de produtores. Além disso, a regido nordeste € a Unica regido do estado onde
ha producéo de pdlen apicola.

A producéo de polen no nordeste paraense gera mais uma alternativa de renda aos produtores
locais, em sua grande maioria agricultores familiares, e leva ao mercado um produto de elevado valor
nutricional rico em proteinas e aminoacidos essenciais, bem como em vitaminas e outros compostos
de valor nutricional (Modro et al., 2007). Além disso, as propriedades funcionais do polen apicola
enriquecem este alimento tornando-o um promotor natural de salde e conferindo ao mesmo
caracteristicas antifungicas, anti-inflamatdria, entre outras (Carlos Fuenmayor et al., 2014; Sattler et
al., 2015).

Para que o pdlen ofereca todo o seu potencial como alimento funcional faz-se necessario que o
mesmo seja produzido de acordo com padrdes rigidos de qualidade que minimizem perdas no seu
valor nutricional e ndo gere riscos ao consumidor. Neste sentido, a legislacdo brasileira rege a
producdo de pdlen por meio do regulamento Instrucdo Normativa MAPA n° 11, de 20 de outubro de
2000, que definem o padrdo nacional para a producdo de pdlen. Segundo estes regulamentos, o
produtor de p6len deve atender um conjunto minimo de padroes fisico-quimicos por meio de analises
em laboratorios certificados.

Buscando fortalecer a producdo apicola no estado do Para, politicas publicas e acbes de
pesquisa e assisténcia técnica vem buscando elevar o patamar de qualidade na producéo apicola dos
agricultores familiares da regido. Neste sentido, avaliacdes rapidas de propriedades fisico-quimica de
poélen tem se tornado necessarias para os agentes de pesquisa e extensdo rural, de forma a darem

suporte a produtores em programas de treinamento voltadas a boas préticas de produgéo apicola.
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Neste sentido, a utilizagdo da tecnologia de anélise com espectroscopia no infravermelho préximo
(NIRs) vem sendo utilizada, associada a técnica de Regressdo de Minimos Quadrados Parciais
(PLSR), como ferramenta de desenvolvimento de modelos de analise rapida de propriedades fisico-
quimica em pdlen (Costa et al., 2017; Gonzéalez-Martin et al., 2007). Esta ferramenta permite
respostas de multiplos pardmetros em uma Unica analise, diminuem o tempo de analise bem com a
geracdo de residuos quimicos de analise.

Considerando-se o valor funcional do pélen apicola e seu potencial de diversificacdo e
agregacdo de valor a producdo de agricultores familiares no estado do Pard, o presente trabalho teve
como objetivo avaliar o potencial de uso da tecnologia NIRs, associada a técnica PLRS, para o
desenvolvimento de modelos de analise rapida de umidade, nitrogénio total e carbono total em

amostras de pélen da principal regido produtora do estado do Para.

2 METODOLOGIA
Este trabalho foi efetuado com amostras de pdlen obtidas de produtores da regido nordeste do
estado do Paré e duas amostras de polen comercial de referéncia. Os procedimentos seguidos para o

desenvolvimento do mesmo séo apresentados a seguir.

2.1 OBTENGAO, PREPARO DAS AMOSTRAS E ANALISES FISICO-QUIMICAS

Foram utilizadas no trabalho 18 amostras de polen coletadas na regido nordeste do estado do
Pard, 1 amostra de polen comercial da regido nordeste do Brasil (Canavieiras-Bahia) e 1 amostra de
polen comercial da regido da Florida nos Estados Unidos da America.

As amostras coletadas na regido nordeste paraense foram inicialmente congeladas por 3 dias e
apos foram separadas em um lote de 5 amostras e em um lote de 13 amostras. O processamento
seguinte no lote de 5 amostras consistiu somente na retirada de contaminantes macroscopicos tais
como pedaces de insetos, folhas e talos, entre outros. O processamento no lote de 13 amostras, por
outro lado, consistiu em uma pré-secagem a 40 °C por cerca de 8 horas seguida pela retirada de
contaminantes macroscopicos, procedimentos efetuados normalmente para a comercializacdo do
polen. As amostras comerciais foram utilizadas diretamente nas analises, sem qualquer tratamento
prévio. Estes procedimentos permitiram avaliar as amostras em toda a faixa de umidade encontrada
ao longo do processamento normalmente adotado para comercializacao do pélen.

Apos o preparo descrito anteriormente, cerca de 2 gramas das amostras de todos os lotes,
incluindo as comerciais, foram colocadas em tubos de vidro de 5mL e foram coletados 0s espectros
NIRs das mesmas. Apds esta coleta de espectros, todas as amostras foram secas em estufa a vacuo a

80 °C por 24 horas para coleta dos espectros das amostras secas nestas condigdes. A secagem final
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foi efetuada nos tubos de vidro utilizados para obtengé@o dos espectros NIRs iniciais, sendo que estes
foram fechados imediatamente apds a retirada do vacuo visando minimizar a reabsor¢do de agua
pelas mesmas.

A umidade das amostras foi determinada por gravimetria avaliando-se a perda de peso das
amostras durante o processo de secagem em estufa a vacuo. As avaliagdes de nitrogénio total e
carbono total foram feitas com as amostras secas ap0s a obtencdo dos espectros. Estas avaliacdes
foram realizadas em aparelho Leco 528 LC utilizando o método de Dumas (Etheridge, Pesti e Foster,
1998).

2.2 AQUISICOES ESPECTRAIS

Os espectros NIRs das amostras Umidas, pré-secas e secas de polen foram obtidos utilizando
espectrometro MPA FT-NIR da BRUKER. Os dados espectrais foram adquiridos no modo de
absorbéancia na faixa espectral de 3.500 cm-1 a 12.500 cm-1, com 16 cm-1 de resolucdo e média de
32 varreduras por espectro. Para a leitura das amostras utilizou-se o acessorio para amostras solidas
no qual foram lidas as amostras em tubos de vidro conforme procedimento descrito anteriormente.

Todas as leituras espectrais foram efetuadas com as amostras em temperatura de 25 °C.

2.3 DESENVOLVIMENTO DOS MODELOS DE PREDICAO

O software de espectrografia utilizado para a construgdo dos modelos de predicdo das
propriedades fisico-quimicas foi o OPUS 6.5 (Bruker Optics, Ettlingen, Alemanha). Os dados
espectrais foram pré-processados no OPUS 6.5 concomitantemente ao processo de otimizacdo da
regido espectral que melhor correlacionava os dados fisico-quimicos.

Em todos os modelos utilizaram-se tanto os 20 espectros das amostras Umidas quanto os 20
espectros das amostras secas. No caso do modelo de umidade optou-se preferencialmente por excluir
espectros das amostras secas, visando minimizar o peso destas amostras no modelo desenvolvido.
Neste modelo foi ainda adotado o procedimento de atribuir as amostras secas em estufa o valor zero
de umidade. Para os modelos relacionados ao percentual de nitrogénio e carbono total foram feitas
correcdes nos valores das amostras umidas para estes parametros, Vvisto que 0S Mesmos Sao
determinados em amostras secas.

O desenvolvimento dos modelos foi efetuado utilizando o método do Regressao dos Minimos
Quadrados Parciais (PLSR) e a validacdo de tais modelos para predicdo de umidade, nitrogénio e
lipidios foi feita através dos valores dos coeficientes de determinacédo de calibracdo (R2), erro padréo
médio de validacdo cruzada (RMSECV) e de predicdo (RMSEP) e a relacdo de desempenho do desvio

(RPD) . Os parametros foram calculados de acordo com as equacdes 1, 2 e 3:
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os procedimentos de preparo de amostras e analises fisico-quimicas utilizados neste trabalho
permitiram determinar valores de umidade que variaram entre 0% e 33%. Para o percentual de
nitrogénio total a faixa obtida ficou entre 2,6% e 4,5%, enquanto que para o percentual de carbono
total a faixa de valores obtidos ficou entre 30% e 50%. As informacdes espectrais e 0s dados dos

modelos desenvolvidos com estes valores sdo descritos a seguir.

3.1 ANALISEESPECTRAL

Na fig. 1 sdo apresentados os 40 espectros sem tratamento das amostras de polen utilizadas
neste trabalho. As amostras rotuladas de polen imido consistem no lote de 5 amostras com umidade
original, no lote com 13 amostras pré-secas e no lote com as duas amostras comerciais sem
processamento. As amostras rotuladas como pdlen seco consistem em todas as 20 amostras secas a
peso constante em estufa a vacuo.

A diminuicdo na intensidade dos picos da fig. 1 comparando-se as amostras secas com amostras

Umidas deve-se a perda de agua das amostras. Isto fica mais evidente como desparecimento dos picos
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na regido espectral entre 5250 cm-1 e 5000 cm-1, onde se pode separar claramente as amostras secas
daquelas que apresentaram alguma umidade.

A amostra de p6len proveniente da regido da flérida nos Estados Unidos da América apresentou
espectro com comportamento geral muito similar as demais amostras do trabalho, ndo sendo possivel
por uma simples inspegdo visual da fig. 1 distinguir seu espectro das demais amostras do trabalho.

Semelhantemente comportou-se a amostra de p6len comercial da regido nordeste do Brasil.

Fig. 1 — Espectros NIRs de amostras de pdlen de Apis melifera.

Absorbancia

3.2 MODELOS DE PREDICAO DAS PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS
Na fig. 2 apresenta-se a regido espectral que melhor correlacionou os dados espectrais ao

percentual de carbono total. Esta regido, compreendida entre 5500 cm-1 e 4200 cm-1, apresenta
efeitos espectromeétricos de estiramentos de diferentes ligagdes quimicas envolvendo desde ligacdes
C-H, N-H e OH de agua e acidos organicos, coerentes com a complexidade da matriz pdlen avaliada

gue possui agua, proteinas, acidos e outros compostos organicos.
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Fig. 2 — Regido espectral utilizada para o desenvolvimento do modelo de predicdo de carbono total em amostras de pdlen
da regido nordeste paraense.
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Na fig. 3 apresentam-se as regides espectrais que melhor correlacionaram os dados espectrais
ao percentual de nitrogénio total das amostras de polen utilizadas. A regido com 0s maiores
comprimentos de onda esta relacionada a efeitos das ligagdes C-H e OH, enquanto as outras duas
regides sdo caracteristicas para efeitos de ligagdo NH, CH e OH. Novamente observa-se que as
regides otimizadas refletem a complexidade da matriz pélen e claramente apresentam efeitos das
ligagdes NH de proteinas, abundantes no pélen de apis mellifera.

Fig. 3 — Regido espectral utilizada para o desenvolvimento do modelo de predicdo de nitrogénio total em amostras de
polen da regido nordeste paraense.
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Na fig. 4 apresentam-se as regides espectrais que melhor correlacionaram os dados espectrais
a umidade das amostras de polen utilizadas. A regido compreendida entre 4600 cm-1 e 4200 cm-1
estd relacionada principalmente a efeitos das ligagbes CH e NH, enquanto a regido de maior
comprimento de onda, 9400 cm-1 a 8500 cm-1, esté tanto relacionada a absorbancia da 4gua quanto
de ligacbes CH de compostos organicos. Verifica-se assim que a escolha destas regifes claramente
se correlaciona a quimica das amostras de pdlen no que se refere a sua umidade e suas interagbes com
outros compostos organicos, embora a regido caracteristica de agua em baixos comprimentos de onda,
5300 cm-1 a 4950 cm-1, discutida anteriormente na figura 1, ndo apareceu como faixa de predicéo
no modelo desenvolvido.

Fig. 4 — Regido espectral utilizada para o desenvolvimento do modelo de predicdo de umidade em amostras de pélen da
regido nordeste paraense.
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Os parametros de validacdo dos modelos desenvolvidos com as regides espectrais apresentadas
nas figuras 2 a 4 sdo apresentados na tabela 1 para os percentuais de umidade, nitrogénio total e

carbono total.

Tabela 1 — Pardmetros de validacdo de modelos preditivos para percentuais de umidade, nitrogénio total e carbono total
utilizando PLRS.

Calibracao

Rank R? RMSECV RPD RMSEP

Umidade 9 99.9 0.209 46.0 0.264

Nitrogénio 9 95.2 0.115 4.5 0.124
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Carbono 6 96.6 0.841 54 0.599

Pela tabela 1 observa-se que todos os modelos desenvolvidos apresentaram um elevado valor
de R2 bem como valores de RPD significativamente superiores a 2.5, limite minimo geralmente
adotado para valores de RPD para um modelo robusto (Gonzélez-Martin et al., 2007), considerando-
se que o RPD é uma medida da relacdo entre o desvio padrdo do método analitico e o desvio padréo
usando NIRs (RMSEP). Neste Ultimo caso ressalta-se que os valores elevados de RPD indicam uma
boa correlacdo entre 0 método quimico utilizado (DUMAS) e a resposta espectral lida na regido do
NIRs, mesmo para o nitrogénio que geralmente leva a modelos NIRs com RPD baixo (Costa et al.,
2017; Gonzéalez-Martin et al., 2007) quando se utiliza 0 método de referéncia Kjeldhal.

Na tabela 1 observa-se também que os erros médios de validagdo cruzada (RMSECV) e os erros
médios de Predicdo (RMSEP) apresentaram valores inferiores a 5% do valor inferior da faixa de
analise para nitrogénio total e 4% para carbono total. Para a umidade, os valores ficaram inferiores a
6% da umidade limite de 4% regulamentada para amostras de polen comercial no Brasil, indicando
também a capacidade do modelo de avaliar este parametro com este erro. Entretanto, neste caso,
torna-se conveniente desenvolver um modelo com amostras que apresentem umidade mais proximo
do valor normativo de forma a minimizar o erro de predicao nesta regido.

Os valores de erro descritos anteriormente, juntamente com os elevados valores de RPD,
indicam que os modelos desenvolvidos para predi¢do dos percentuais de umidade, nitrogénio total e
carbono total em amostras de pdlen da regido nordeste paraense séo robustos e podem ser utilizados
para predicdo destes parametros em programas de treinamento de agricultores em boas préticas de
producdo. Podem também ser utilizados para predicdo de perdas de massa no processo de secagem.
Os gréficos correlacionando os valores preditos e os valores utilizados para calibracdo dos modelos,

apresentados na figura 5, reforcam a analise anterior quanto a adequacao dos modelos desenvolvidos.
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Fig. 5 — Comparacao entre valores de referéncia e valores preditos pelo modelo NIRs-PLSR para os percentuais em
amostras de pélen de: a) Carbono total; b) Nitrogénio total; ¢c) Umidade.
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4 CONCLUSOES

Neste trabalho utilizou-se a tecnologia NIRs associada a regressdo de minimos quadrados
parciais para o desenvolvimento de modelos de predicdo de percentuais de umidade, carbono total e
nitrogénio total em amostras de polen da regido nordeste do estado do Para, Brasil. Valores de R2
superiores a 95 e Valores de RPD de 4.5, 5.4 e 46 para os percentuais de nitrogénio total, carbono
total e umidade, respectivamente, juntamente com valores baixos para RMPSEP e RMSECV
comprovaram a adequacéo dos modelos para utilizacdo em programas de treinamento de agricultores
em boas praticas de producdo de polen, bem como na previsdo deperdas de umidade no processo de
secagem de amostras. O erro percentual médio baseado no RMSEP e no limite minimo de 4% de
umidade para amostras de pdlen, estabelecido pela legislacdo brasileira, revelou a necessidade de
desenvolvimento de um modelo para este parametros em torno do limite legal, de forma a diminuir o
erro para valores inferiores aos 6% do modelo desenvolvido neste trabalho para percentuais de
umidades de até 33%. Os resultados obtidos, entretanto, demonstraram a aplicabilidade da técnica
NIRs, juntamente com a técnica PLRS, para predicdo das propriedades fisico-quimica estudadas em

amostras de pdlen do nordeste do estado do Para.
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