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RESUMO

O polen apicola é uma mistura de poélen de flores, néctar e secre¢fes das abelhas, contendo
proteinas, os 22 aminoacidos basicos, hidratos de carbono, lipidios, vitaminas e minerais. Os
métodos para a quantificacdo de proteinas sdo muito variados, no entanto, os mais utilizados séo os
espectrofotométricos Biureto, Lowry, Bradford, Smith e absorcéo no ultravioleta. O método do Biureto
€ um dos mais empregados, por ser um método rapido, simples, econdmico e exato; e 0 método de
Kjeldahl determina a matéria nitrogenada total de uma amostra. O objetivo deste trabalho foi
comparar a eficiéncia dos métodos Biureto e Kjeldahl na analise do teor de proteina de amostras de
pélen de abelha sem ferrdo (Melipona fasciculata). As amostras foram obtidas em um Meliponério
situado em Castanhal-PA. Realizou-se a quantificagdo pelo método de Biureto utilizando a curva
padrdo de ovoalbumina e o método de Kjeldahl com as etapas de digestao, destilacao e titulacdo. Os
resultados obtidos foram analisados estatisticamente pelo teste de Tukey e Analise de Variancia
(ANOVA) a nivel de 5% de significancia, no qual verificou-se que ndo existe diferenca entre os dois
procedimentos analisados, sendo preferivel o método de Biureto pela rapidez e mais baixo custo.

PALAVRAS-CHAVE: Biureto. Proteina. Pélen.

ABSTRACT

Bee pollen is a mixture of flower pollen, nectar and bee secretions, containing proteins, the 22 basic
amino acids, carbohydrates, lipids, vitamins and minerals. The methods for quantifying proteins are
very varied, however, the most used are Biuret, Lowry, Bradford, Smith spectrophotometric and
ultraviolet absorption. The Biuret method is one of the most used, as it is a quick, simple, economical
and accurate method; and the Kjeldahl method determines the total nitrogenous matter of a sample.
The main objective of this work was to compare the efficiency of the Biuret and Kjeldahl methods in
analyzing the protein content of stingless bee (Melipona fasciculata) pollen samples. The samples
were obtained from a Meliponario located in Castanhal-PA. Quantification was carried out by the
Biuret method using the ovalbumin standard curve and the Kjeldahl method with the digestion,
distillation and titration steps. The results obtained were statistically analyzed using the Tukey test and
Analysis of Variance (ANOVA) at a 5% level of significance, in which it was found that there is no
difference between the two procedures analyzed, with the Biuret method being preferable due to its
speed and low cost.

KEYWORDS: Biuret. Protein. Pollen.

RESUMEN

El polen de abeja es una mezcla de polen de flores, néctar y secreciones de abejas, que contiene
proteinas, los 22 aminoéacidos basicos, carbohidratos, lipidos, vitaminas y minerales. Los métodos
para cuantificar proteinas son muy variados, sin embargo, los mas utlizados son la
espectrofotometria de Biuret, Lowry, Bradford, Smith y la absorcion ultravioleta. EI método Biuret es
uno de los mas utilizados, por ser un método rapido, sencillo, econémico y preciso; y el método
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Kjeldahl determina la materia nitrogenada total de una muestra. El objetivo de este trabajo fue
comparar la eficiencia de los métodos de Biuret y Kjeldahl en el analisis del contenido proteico de
muestras de polen de abeja sin aguijon (Melipona fasciculata). Las muestras fueron obtenidas de un
Meliponario ubicado en Castanhal-PA. La cuantificacién se realiz6 por el método de Biuret utilizando
la curva estandar de ovoalbimina y el método de Kjeldahl con los pasos de digestion, destilacion y
titulacién. Los resultados obtenidos fueron analizados estadisticamente mediante la prueba de Tukey
y Andlisis de Varianza (ANOVA) a un nivel de significancia del 5%, en el cual se verificd que no existe
diferencia entre los dos procedimientos analizados, siendo preferible el método de Biuret por su
velocidad y mas bajo costo.

PALABRAS CLAVE: Biuret. Proteina. Polen.

INTRODUCAO

O pdlen apicola é uma mistura de polen de flores de varias fontes vegetais, néctar e
secrecdes das abelhas (Melipona fasciculata), coletado das plantas pelas abelhas e transportado nas
patas, mais precisamente nas corbiculas (cestas). Recebe a adicdo da “ensalivagdo”, momento em
gue € enriquecido com enzimas e vitaminas, sendo desta maneira estocado posteriormente nos
potes, passando a ser chamado “p&o das abelhas”!

O pélen contém proteinas, os 22 aminoacidos basicos, hidratos de carbono, lipidios,
vitaminas e minerais?. Segundo o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do Poélen
Apicola®, a quantidade de proteinas para o pélen ser considerado de qualidade é de no minimo 8,0%
para pélen apicola.

As proteinas se encontram com um teor médio de 20%, sendo que grande parte esta sob a
forma de aminoacidos livres. Entre os aminoacidos essenciais encontrados estédo o acido aspartico,
acido glutamico, alanina, arginina, asparagina, cisteina, fenilalanina, lisina e outros, tornando o
produto rico nutricionalmente®.

O pélen tem despertado a atencdo do homem pela rigueza dos seus constituintes
nutricionais, a fim de que haja um aproveitamento de suas propriedades alimenticias na dieta humana
Souza et al®. O pdlen de melipona possui um sabor e aroma diferenciado devido a acdo de enzimas
gue degradam a glicose e produzem acido glicdnico, tornando-o com sabor acidificado. O valor
proteico é variavel e depende da origem floral®>. A mudanga no teor de proteina observada em
diferentes estacdes do ano pode ser influenciada por diferencas na diversidade de pélen®. O tipo de
pélen mais estudado no mundo é aquele coletado pela espécie A. mellifera, e pouco é conhecido
sobre a composi¢do quimica do pélen coletado pelas abelhas sem ferrdo. Nesse sentido, saber seus
componentes é importante para caracterizar os produtos obtidos de diferentes regides, climas, e
espécies de abelhas, para ter um melhor controle de qualidade, e incentivar a criacdo de abelhas sem
ferrdo para extracdo comercial de seus produtos’. O poélen de abelha possui uma composicdo
guimica altamente complexa e nutritiva, mas seus constituintes variam dentro de uma faixa de valores
minimo e méaximo, principalmente devido a origem geografica e botanica, bem como as condi¢des

edafoclimaticas®
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Este produto da colmeia é considerado um alimento saudavel, com uma ampla gama de
efeitos benéficos para a sadde humana, incluindo protecdo contra depressdo e propriedades
ansioliticas, melhora da memodria e efeito antiepiléptico, bem como diminuicao da taxa de perda éssea
devido a osteoporose em camundongos®.

Além de sua utilidade como suplemento alimenticio, o pdlen é usado em outros setores, seja:
na farmacologia é utilizado como ingrediente em produtos epifito-aromaticos (encapsulados, tinturas,
Oleos essenciais); cosmética: para filtros solares, cremes, mascaras, batons, sabonetes, xampus;
alimentos: barras de cereais, chocolates, bolachas, saladas, pastas; como alimento para as abelhas
em periodo de estiagem; no monitoramento da poluicdo ambiental®.

Os métodos para a quantificacdo de proteinas sdo muito variados, sendo que 0s mais
utilizados sé@o os espectrofotométricos Biureto, Lowry, Bradford, Smith e absor¢cdo no ultravioleta.
Com excecao do método de absorcdo no ultravioleta que se baseia na absorcéo da luz das ligacdes
peptidicas dos aminoacidos que constituem as proteinas, os demais se baseiam nos cromoéforos
resultantes de reagdes com as proteinas?!®.

O método de Biureto € um dos mais empregados, por ser um método rapido, simples e exato.
O reagente contendo ions cupricos é utilizado para promover a formacdo de um complexo de cor
violeta com as ligacdes peptidicas das proteinas. O produto da reacdo absorve em duas regiées do
espectro, a 270 nm e a 540 nm, sendo esta Ultima a mais utilizada para fins analiticos2,

O método de Kjeldahl determina a matéria nitrogenada total de uma amostra de polen. A
base do processo consiste no deslocamento do nitrogénio presente na amostra, transformando-se
em sal amoniacal (sulfato de amonio). Desse sal obtido, desloca-se o ambnio para a solucdo &cida
(Acido bérico). Por titulacdo determina-se a quantidade de nitrogénio que lhe deu origem*® e, em
seguida, estima-se indiretamente o teor de proteina por meio de um fator de conversao.

A inovacdo em metodologias e estudos comparativos de métodos espectrofotométricos e as
demais ja utilizadas para a determinagéo de proteinas totais, sempre foram de grande interesse para
varios seguimentos, tanto para a industria de alimentos como para laboratérios e pesquisadores de
diferentes areas, reduzindo principalmente tempo e custo nos resultados obtidos com a mesma
qualidade. Pesquisando na literatura ndo foram encontradas pesquisas utilizando o método de
Biureto na determinacédo de proteinas no podlen, por isso o objetivo deste trabalho foi comparar a
eficiéncia dos métodos Biureto e Kjeldahl na analise do teor de proteina de amostras de pélen de

abelha sem ferrao (Melipona fasciculata).

MATERIAL E METODO
Matéria prima

A amostra de pdélen da espécie Melipona fasciculata foi obtida no més de setembro de 2021,
em um Meliponario situado no Municipio de Castanhal-PA. A amostra foi coletada de trés ninhos
diferentes, homogeneizada. A andlise laboratorial foi executada em triplicata.
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As coletas foram realizadas com o auxilio de espatulas e armazenadas em potes rosqueaveis de
polietileno com capacidade de 200 mL previamente higienizados e, a seguir, encaminhados ao
Laboratério de Alimentos da Universidade do Estado do Para (Campus Vinte), onde permaneceram
sob congelamento a - 5 °C por periodo de 12 h, antes do procedimento analitico.
Para a quantificacdo do teor de proteina pelo método de Biureto foi utilizada a metodologia
descrita por AOAC!* e para o método de Kjeldahl procedeu-se a metodologia descrita pelo Instituto
Adolfo Lutz?®.

Preparo da solugédo para o método espectrofotémetro (Biureto)
Solucgéo tampéo fosfato

Em um volume de 25 mL de solugdo aquosa de K2HPO4 (fosfato monopotéassico) a 1 M e 25
mL de solucdo aquosa de KH2PO4 (fosfato dipotassico) a 1 M foram colocados sob uma placa com
agitacdo magnética, adicionando 24,85 mL da solugdo aquosa de K:HPO4 e 25 mL da solucéo
aquosa de KH:POs em bequer. Acrescentou-se 400 mL de &gua destilada, sob agitagdo, e
confirmando-se o pH da solucdo com o medidor de pH (potenciémetro) devidamente ajustado. A
solucéo foi transferida para um baldo de 500 mL e completado o volume com &gua destilada. A

solucéo foi armazenada sob refrigeracdo (2 a 5°C).

Preparo da solucéo de Biureto

Dissolveu-se 1,5 g de sulfato de cobre pentahidratado (CuS0O4.5H20) e 6,0 g de tartarato
duplo de sédio e potassio tetrahidratado (C4sH4sKNaOs. 4H20) em 500 mL de agua destilada.

Adicionou-se, sob agitagdo constante, 300 mL de solucao de hidroxido de sodio 10%.

Preparo da solucéo de polen

Pesou-se 0,5 g de pélen e macerou em cadinhos com 10 mL de solugdo tampéao de fosfato
0,1 M. Em tubos falcon, submeteu essa solugdo a centrifugacdo de 1020 rpm por 10 minutos e
utilizou para andlise o contelido sobrenadante resfriado (colocar em freezer por 10 minutos).

Concentracgéo final da solucéo de pélen: 50 mg/ml.

Preparo da curva padrédo de ovoalbumina

Separou-se a clara do ovo e levou a uma chapa aquecedora, a 41 °C, apds atingir a
temperatura, adicionou 10 mL de &cido acético 5% e submeteu a centrifugacao de 1700 rpm por 10
minutos tubos de centrifuga. Pesou 0,5 g da albumina precipitada e dissolveu em 100 mL de NaOH
0,1 M, resultando em concentracdo final de 5 mg/ml. Para tracar a equacéo da reta que define a
concentracdo de proteinas foi necessario realizar diluicbes para se obter diferentes concentracdes de

proteinas, conforme Tabela 1. Em tubos de ensaio, pipetou-se 0,5 mL de solucédo de pélen e 2,5 mL
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de biureto. Aguardou 15 minutos e realizou a leitura das absorbéncias em espectrofotbmetro em

comprimento de onda de 540 nm.

Tabela 1. Procedimento para obtengdo da curva padréo

Tubos Agua destilada (mL) Soluc¢ao de ovoalbumina (mL) Reagente de Biureto (mL)
Branco 1 - 5

1 0,8 0,2 5

2 0,6 0,4 5

3 0,4 0,6 5

4 0,2 0,8 5

5 - 1,0 5

A concentracéo de proteinas foi dada pela equacao a seguir:

Proteina (mg.mL?Y) =x =

y-b

y = valor da absorbéancia

X = concentragdo da proteina

b = obtido da equacéo reta

a = obtido da equacdo da reta

Método de Kjeldahl

Foi realizada inicialmente a digestdo, onde pesou-se 0,2 g da amostra de pélen e 2 g de

catalisador (sulfato de potassio) e 5ml de &cido sulfarico P.A em Erlenmeyer, posteriormente

colocadas em tubos digestores, até alcancarem a coloracéo verde esmeralda (sulfato de aménio). Na

etapa de destilacdo adicionou-se 10 mL de agua destilada para se iniciar o processo, seguindo para a

titulagdo, onde usou-se 0 &cido borico como titulante, adicionando 2 gotas do indicador vermelho de

metila, o0 ponto de viragem quando atinge a cor laranja-rosado.

Andlise estatistica dos resultados

Os experimentos foram realizados em ftriplicata e os resultados das analises fisico-quimicas

das amostras de pdlen foram avaliados por analise de ANOVA e pelo teste de Tukey para verificar

diferenca entre os tratamentos ao nivel de 95% de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da quantificacdo de proteinas nas amostras de pdlen de Melipona

fasciculata, de acordo com a diferenca das duas metodologias utilizadas estdo descritas na Tabela

2.
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Tabela 2. Teor de proteina (média + desvio padrdo) nas amostras de pélen pelo método de
Biureto e Kjedahl

AMOSTRA BIURETO (%) KJELDAHL (%)
1 22,48+0,05% 20,31+0,007 2
2 22,28+0,05% 20,50+0,3532
3 22,04+0,0282 22,26+0,22

Letras diferentes na mesma coluna possuem diferenca significativa, Letras iguais na mesma
coluna ndo possuem diferencga significativa.

Os valores médios obtidos de proteina nas amostras analisadas foram de 22,26 + 0,5% pelo
método de Biureto e 21,02 + 0,15% pelo método de Kjeldahl. Os resultados foram analisados
estatisticamente e verificou-se que ndo existe diferenca nos resultados entre os dois métodos
utilizados, comprovando a eficicia na analise de proteina em polen.

A legislacao indica que em podlen apicola in natura o valor minimo de proteina € 8% e todas
as amostras apresentaram resultados superiores Brasil'®. No entanto, para pdlen de melipona ainda
ndo existe um parametro estabelecido na legislacéo vigente.

Ferreiral” encontrou teores de proteina em pdlen in natura de Melipona scutellaris Latreille de
19,67%. Outras espécies de Melipona apresentaram concentragdo média de proteina no pdélen in
natura de 19,5% 8. No trabalho de Orsi et al.'3, encontraram valor de proteina em pdlen da espécie
Melipona seminigra de 23,8+0,3 %, todos utilizando o método de Kjeldahl.

Em suas andlises fisico-quimicas do mel e do pdélen, Ramalho® obteve resultados de
proteinas proximo aos determinados no presente trabalho, uma média de 24,26% utilizando o método
de Kjeldahl. Modro et al.?! em amostras de polen de Apis Mellifera obteve média de 28,27% de
proteina. Por fim, Silva?? obteve uma média de 25,67 na determinacdo de proteina do pélen de Apis
Mellifera usando a técnica de Kjeldahl.

N&ao foram encontrados trabalhos de proteinas em pélen utilizando o método de biureto, no
entanto ele possui a mesma eficiéncia do método de Kjeldahl. O método do biureto pode ser utilizado
para determinar a concentracdo de proteinas totais por ser um processo rapido se comparado com
outros métodos, por utilizar reagentes de baixo custo e por ndo apresentar grande variagdo da

absortividade especifica para diferentes proteinas?3.

CONSIDERACOES

Os dois métodos demonstraram a mesma eficiéncia na deteccdo do teor de proteina no
pblen, como observado na analise estatistica de ambos os resultados. Algo considerado promissor ja
gue o método de bireto € um método analitico eficiente, que demanda pouco tempo e agilidade para

obtencéo dos resultados.
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