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EXTRATO

SANTOS, Mara Lucia de Azevedo, M. S., Universidade Federal de Vigosa, janeiro
de 2000. Analise dos constituintes quimicos do podlen e da inflorescéncia
de Stryphnodendron polyphyllum, em relacdo a criaensacada brasileira em
Apis mellifera. Orientador: Dejair Message. Conselheiros. Lucio Antonio de
OliveiraCampos e Luiz Claudio de Almeida Barbosa.

O objetivo deste trabalho foi analisar os constituintes quimicos do pélen
de Stryphnodendron polyphyllum (barbatim&o), causador da doenca cria-ensacada
brasileira (CEB) em Apis mellifera. Paraisso, coletaram-se pélen einflorescéncia
de barbatim&o para serem submetidos a extracbes sucessivas com hexano e,
posteriormente, com etanol. Com os extratos hexanico e etandlico do pdlen e da
inflorescéncia obtidos, foram realizados ensaios bioldgicos, nos quais se
verificaram pré-pupas com sintomas da doenca nos tratamentos em que as larvas
eram alimentadas com dieta de operaria mais extrato etandlico. Observou-se a
presenca de taninos nos extratos etandlicos, tendo sido determinado nestes 7,91 e
21,43% de taninos no polen e na inflorescéncia, respectivamente. Com o
fracionamento do extrato etandlico do pdlen, isolaram-se ainda acidos graxos e
frutose, que foram submetidos a ensaios biologicos. Essas fracbes né&o

determinaram o aparecimento de sintoma da CEB nas abel has tratadas. Como varias
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espécies de barbatimdo sdo conhecidas por possuirem altas concentracdes de
tanino, realizaram-se ensaios biolégicos com concentracdes diferentes de acido
tanico para verificar 0 seu efeito no desenvolvimento das crias de abelhas.
Observou-se a presenca de sintomas da doenca e de alta mortalidade das crias
tratadas a partir da terceira aimentagdo com dieta contendo diferentes
concentracBes de &cido tanico, tendo sido estimada uma ClLsy de 0,012% no
referido composto. Diante desses resultados, concluiu-se que o constituinte
guimico responsavel pelos sintomas da criaensacada brasileira esta presente na
fracéo etandlica do pdlen, podendo pertencer ao grupo dos taninos. Os resultados
dos ensaios biolégicos obtidos com a inflorescéncia foram semelhantes aqueles

conseguidos com o polen.



ABSTRACT

SANTOS, Mara Lucia de Azevedo, M. S., Universidade Federal de Vicosa, January
2000. Analysis of chemical components of pollen and inflorescence of
Stryphnnodendron polyphyllum, with relation to Brazilian encapsulated-
larvae disease in Apis mellifera. Adviser: Dgar Message. Committee

Members. Lucio Anténio de Oliveira Campos and Luiz Claudio de Almeida
Barbosa.

The objective of this study was to analyze quimical components of
Stryphnnodendron polyphyllum pollen, which cause the Brazilian encapsul ated-
larvae disease (CEB) in Apis mellifera. Pollen and inflorescence of
Stryphnnodendron polyphyllum were collected and gone through successive
extraction with hexane and later with ethanol. Biological assays were carried out
with the hexane and ethanol extracts obtained from pollen and inflorescence. In
those assays it was verified the presence of pre-pupae showing the symptoms of the
disease in the treatments where the larvae were fed with the working bees diet
supplemented with ethanol extract. It was detected the presence of tannins in
ethanol extracts, which was found to be 7,91 and 21,43% of tannins for pollen and
inflorescence, respectively. Fructose and fatty acids were isolated from pollen
ethanol extract fractionation and were gone through biological assays; in these

fractions no symptom of CEB was detected in the treated bees. Since severa



Stryphnnodendron species are known as containing high tannin concentrations,
biological assays using different concentrations of tannic acid were carried out to
verify its effect on bee young development. It was observed the presence of CEB
symptoms and a high mortality of the young which were treated, from the third feed
onwards, with diet containing different concentrations of tannic acid, whose CLsg
was estimated at 0,012%. Based on these results, it was concluded that the
chemical component which is responsible for the CEB symptomsis present in the
ethanol fraction of pollen and it may belong to the tannin group. The results
obtained from the inflorescence biological assays were similar to those from

pollen.
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1. INTRODUCAO

1.1. Principaisdoencasde criasde Apismellifera

Com o crescimento da atividade apicola, tem-se observado aumento de
casos de doencas que causam o decréscimo da produtividade (MESSAGE, 1992).
Esse decréscimo é consequéncia da morte de crias na colméia, 0 que acaba por
diminuir o nimero de abelhas campeiras (FREE, 1980; MESSAGE, 1992).

Em Apis mellifera existem quatro doencas de crias que podem afetar o
desenvolvimento dentro da colméia, levando, algumas vezes, ao exterminio desta e
trazendo sérios prejuizos a apicultura. S8o elas a criaputrida americana, a cria
putrida européia, acriagiz e acriaensacada.

A criaensacada ocorre em varias partes do mundo, sendo o virus SBV,
detectado em A. mellifera (BAILEY et d., 1964); e o virus TSBV, isolado em A.
cerana, na Talandia (BAILEY, 1982), os agentes etiol6gicos. As larvas sdo
contaminadas nos primeiros dias de vida, porém sua morte so ocorre no final do
periodo larval, isto &, proximo apupacdo (BAILEY, 1968). Nas larvas afetadas,
observou-se mudanca de cor, principalmente, naregido cefélica. Depois de mortas,
elas podem apresentar coloragdo marrom-escura; adquirem a forma bastante
semelhante a de um sagquinho quando removidas das células com uma pinca, donde

Ihe advém a tipica denominagdo, isto €, se ndo forem removidas pelas operérias,



secam lentamente, permanecendo nas células como escamas, no formato de
gbndola (SHIMANUKI e KNOX, 1991). No Brasil, uma doenca com 0s mesmos
sintomas da criaensacada tem sido registrada em muitas regifes do Pais,
principalmente na Regido Sudeste.

Com o objetivo de verificar se essa doenca era a criaensacada, foram
realizados experimentos na tentativa de reproduzir a doenga, colocando-se quadros
de cria de colbnias doentes em colonias sadias (MESSAGE, 1997). Contudo, n&o
se registrou nenhum sintoma nas coldnias sadias. Amostras de crias afetadas de
vérias partes do Brasil foram analisadas na Inglaterra, entretanto nenhum virus, ou
outro agente microbiano, foi detectado (MESSAGE et a., 1995 e 1996;
MESSAGE, 1997).

Testes de laboratério com a inoculacdo de extratos de crias doentes do
Brasil e extratos de crias doentes contendo o virus SBV originado da Inglaterra
foram conduzidos, colocando-se esses extratos na dieta de larvas criadas em
laboratério. As larvas alimentadas com extratos de abelhas doentes do Brasil ndo
apresentaram sintomas e empuparam normamente, porém as larvas aimentadas
com extrato de crias doentes contendo SBV tiveram sintoma da doenca
(CARVALHO e MESSAGE, 1997). Como nenhum virus foi detectado nas abelhas
brasileiras que apresentavam os sintomas da doenga, esta foi denominada de “cria
ensacada brasileira’ (Figural) (MESSAGE et a., 1995; MESSAGE, 1997).

Em virtude de muitos apicultores das regides onde ocorre a doenca
associarem seu aparecimento a certos tipos de florada e nenhum virus, ou agente
microbiano, ter sido detectado, CARVALHO (1998) estudou a relagcdo do
aparecimento da criaensacada brasileira com a presenga, no alimento, de pélen
produzido por algumas das plantas floridas na regido de Altinopolis, SP, durante o
periodo epidémico. Apds sucessivas analises, o referido autor concluiu que o pélen

de Stryphnodendron polyphyllum seria o causador dessa doenca naquela regiéo.



Figura 1 — Pré-pupa com sintoma da cria-ensacada brasileira.

1.2. Barbatimé&o (Stryphnodendron sp.)

1.2.1. Caracteristicasgeraisdo género

O género Stryphnodendron pertence a familia Leguminosae, subfamilia
Mimosoideae; compreende esta subfamilia cerca de 40 géneros. Apresenta plantas
subarbustivas, arbustivas ou arbéreas, com folhas duplamente pinadas. A
inflorescéncia caracteristica do género € a espiga, com disposicOes variadas. As
flores s80 sempre pequenas, na maioria das vezes hermafroditas, raramente
unissexuadas masculinas e dispostas em espigas separadas (OCCHIONI MARTINS,
1981).

O nome Stryphnodendron provém do grego Strypnés (struj o'z) e
dendron (deusrdu), que significa, respectivamente, duro e arvore (ARRUDA,
1950; PANIZZA et d., 1988), uma referéncia a dureza do lenho das espécies de



barbatiméo, todas fornecedoras de madeira Util para marcenaria e construcéo civil.
Ibatim6, nome guarani dado pelos indios, significa planta que aperta, que “amarrana
boca’, pois seus frutos e a casca provocam na mucosa da boca a mesma sensacdo
provocada por bananaverde (POTT e POTT, 1994).

O género Stryphnodendron € muito comum em nossos cerrados,
ocupando uma aea de dispersdo limitada ao continente sul-americano,
caracterizando-o como tédxon neotrdpico; a Amazonia é o seu centro de dispersdo,
podendo ser encontradas desde espécies anas até grandes arvores com mais de 30
metros de altura, como ocorre na regido amazoénica (OCCHIONI MARTINS, 1980
e 1981). Esse género compreende 25 espécies, incluindo uma subespécie e duas
variedades. Nas Amazonias brasileira e extrabrasileira, séo encontradas 12 espécies
das 25 do género; cinco espécies ocorrendo no cerrado de Goiés e Minas Gerais;
quatro espécies sdo encontradas nos campos e cerrados do Brasil-Central e
cerrados de Minas Gerais e S80 Paulo; e, na caatinga do Nordeste brasileiro,
encontram-se outras duas espécies. uma espécie nas matas secas de Pernambuco e
outra na Serrada Mantiqueira, no Rio de Janeiro (OCCHIONI MARTINS, 1980).

A espécie S. polyphyllum Mart. (Figura 2) € uma arvore regular, que pode
atingir sete metros de altura; as inflorescéncias (Figura 3) apresentam flores
pinadas e de cor purplrea, com 15 a 20 jugos, foliolos obliquos e fruto tipo vagem
com 10-12 cm de comprimento (CORREA, 1926). A casca desta espécie, bastante
rica em tanino, parece ser a verdadeira casca de barbatim&o da farmacopéa
estrangeira. Apresenta as variedades polyphyllum e villosum, de folhas maiores e
flores brancas (CORREA, 1926; OCCHIONI MARTINS, 1981).

1.2.2. Taninos

Os taninos sdo compostos organicos adstringentes solliveis em agua e
encontrados em mais de 50% das espécies de plantas (BATE-SMITH e
METCALFE, 1957); sdo produtos de secregdo que se encontram em maior ou

menor quantidade em quase todos os tecidos vegetais, porém sem se constituirem



Figura 2 — Vista de Stryphnodendron polyphyllum naregi&o de Altindpolis, SP.
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Figura 3— Inflorescéncia de Stryphnodendron polyphyllum.

em elementos essenciais da madeira, sendo extraidos, principalmente, das cascas

(MORI, 1997). Freguentemente, os taninos encontrados na casca diferem dos
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encontrados em folhagens e frutos. Dependendo do local de crescimento da arvore,
da espécie e da maturidade da planta, suas propriedades podem variar muito (MORI,
1997; POZO, 1997; SHIMADA, 1998).

Nas células vegetais, os taninos estdo localizados separadamente das
proteinas e enzimas do citoplasma e dissolvidos dentro de vaclolos. Quando
herbivoros se alimentam, os tecidos sdo danificados e os taninos reagem com as
proteinas, tornando-as menos acessiveis para 0 suco digestivo dos animais
(CASTRO, 1998).

Segundo GRIFFITHS (1991), o termo “tanino” foi usado pela primeira vez
por Seguin, em 1796, que o definia como principio adstringente da casca do
carvalho, e essa substancia apresentava propriedade para curtir a pele de animais,
que, segundo TEIXEIRA et al. (1990), ocorria devido as propriedades de se
combinarem com a proteina da pele, tornando-a estdvel e impedindo sua
decomposicdo biolégicaa. O modo de acdo desses compostos envolve a
precipitacdo das proteinas das células superficiais das mucosas e dos tecidos
descobertos, formando revestimentos protetores (CASTRO, 1998). Segundo esse
mesmo autor, a sensacdo de secura que deixa na boca advém da precipitacdo das
proteinas do epitélio bucal e das glicoproteinas da saliva. Tal acéo se deve areacdo
de grupos fendlicos com grupos aminas das proteinas.

O tanino vegetal € um composto soltvel em agua com massa molecular
entre 500 e 3.000 D. Esses polifendlicos contém grande nimero de hidroxilas ou
outro grupo funcional e, consequentemente, sdo capazes de formar ligacdes com
proteinas e outras moléculas (ZUCKER, 1983). Os taninos também podem-se
agregar com alcal 6ides e proteinas, precipitando-os.

Em paises como Austrdlia e Africa do Sul, os taninos sfo usados como
adesivos (PIZZI, 1983); no Brasil, tém sido utilizados também para este fim, como
0s taninos da acacia-negra e os taninos da casca de Eucalytus grandis (MORI,
1997). Varias espécies florestais sdo produtoras de tanino no Brasil, sendo
comercialmente explorados o angico e 0 barbatimdo (TEIXEIRA et al., 1990).
Dentre as espécies de interesse econdmico que ocorrem nos cerrados, encontra-se
o barbatiméo (BARRADAS e HANDRO, 1974), que, segundo MORS e RIZZINI

(1966), € provavelmente o maior produtor de tanino daflorabrasileira.



Os taninos sdo classificados em duas categorias: hidrolisavels e
condensados (néo-hidrolisaveis) (SWAIN, 1979; Freudenberg, citado por CHUNG
et a., 1998). A mesma planta possui, sSimultaneamente, taninos hidrolisaveis e
condensados, mas com o predominio de um deles, pelo menos em determinadas
partes (POZO, 1997). Os taninos condensados sao estruturas muito mais
complexas do que os taninos hidrolisaveis, que sdo polifendis com peso molecular
variado, formados de unidades de flavondides, os quais tém vérios graus de
condensagdo e estdo associados com seus precursores e outros flavonoides
analogos ligados por carbonos interflavondides, que ndo sdo suscetiveis a hidrolise
(HASLAM, 1966; ZUCKER, 1983; D'MELLO et a., 1991; CHUNG et d., 1998).

Os taninos condensados sao, principalmente, produtos polimerizados de
flavan-3-ols (catequinad) e flavan-3,4-diols (leucoantocianidind) ou da mistura
desses dois. Esses flavondides sdo os mais estudados devido a sua importancia
comercia easuarelativasimplicidade (CHUNG et al., 1998).

Os taninos condensados sdo distribuidos amplamente, podendo ser
encontrados nos tecidos de plantas lenhosas, como arvores produtoras de péssego
e macas e certos cereais, embora em quantidades variaveis. Contudo, esses taninos
s80 ausentes em plantas herbaceas (POZO, 1997; CHUNG et al., 1998).

Os taninos hidrolisaveis sdo misturas de compostos simples, como acido
galico, pirogalol ou &cido elagico na forma de ésteres de agUcares, principalmente
glicose (CHUNG et al., 1998; ZUCKER, 1983).

Os taninos hidrolisaveis sdo divididos em dois tipos. os galotaninos e 0s
elagitaninos. Ambos o0s tipos possuem carboidratos, tipicamente glicose, porém,
com acido galico, sdo definidos fregiientemente como galotaninos e, quando
contém, aém de écido gdlico, um &cido elagico, sGo chamados de elagitaninos
(ZUCKER, 1983). Um dos importantes exemplos de galotaninos é o acido tanico
(Chinese tannin) (Figura 4), que contém uma glicose esterificada e oito moléculas
de &cido gédlico (D’MELLO et al., 1991).
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Figura 4 — Estrutura quimica do acido tanico (D’MELLO et al., 1991).

1.2.3. Importancia econdmica do género

A madeira de Stryphnodendron sp. € propria para construcéo civil, para
obras expostas e em lugares Umidos - em virtude da dureza e resisténcia de sua
casca e de seu lenho - e também para trabalho de torno e marcenaria. Este género
também possui importancia econdmica em razdo da existéncia de espécies de
interesses farmacéutico e industrial e por ser fonte de tanino (RIZZINI e MORS,
1976; GEMTCHUJNICQOV, 1976).

Os taninos sdo usados na industria, principalmente para o curtimento de
peles e a obtencdo de tintas (RESENDE, 1971). Além da importancia dos taninos
na indastria de curtume, verificase seu uso na indastria petrolifera, mais
propriamente no trabalho de sondagem; na industria de plastico ou resina; como
mordentes para tintas ou corantes, preservativos, e na clarificagdo de vinhos. O
&cido galico extraido do tanino é utilizado nas artes gréficas, na revelacdo de
fotografias e parafins medicinais.

Na medicina popular, em funcéo de suas propriedades adstringentes, este
género € usado no tratamento de doencas como: amigdalite, faringite, hemorréidas,

leucorréias, erupcBes cutaneas, diarréias e como agentes antiinflamatorios



(PALAZZO-DE-MELLO et a., 1993 e 1996; LIMA et a., 1998). PANIZZA et 4.
(1988), testando a acdo cicatrizante da casca de S. barbatiman em camundongos,
verificaram resposta positiva, ou sgja, nos exames histoldgicos dos fragmentos da
pele de camundongo, observou-se cicatrizacdo rapida, e os fendmenos
inflamatérios foram mais discretos quando tratados com 1% da casca de S
barbatiman. Na Amazbnia, o S. microstachyum € utilizado no tratamento de
hanseniase (OCCHIONI MARTINS, 1980). Além dos interesses farmacéutico e

industrial, os taninos apresentam importancia toxicol dgica.

1.2.4. Efeitos toxicos

O género Stryphnodendron apresenta espécies gue sao toxicas a animais.
A espécie S. obovatum causa grande mortalidade a gado que se aimenta de suas
favas; tal efeito € atribuido as saponinas presentes em grandes quantidades no fruto
desta planta, causando lesBes hepéticas letais nos animais RIZZINI e MORS,
1976). GUERRA et al. (1982) obtiveram diminuicéo do peso de hipofise e vesicula
seminal de ratos tratados com sementes de S. polyphyllum, concluindo que essas
sementes possuem efeito embriotdxico bastante marcante, manifestando desde o
inicio da implantacdo até o periodo embrionario. TOKARNIA et d. (1991)
estudaram o efeito da toxidez de favas de S. coriaceum em bovinos. Asfavasde S
adstringens sdo consideradas tdxicas para gado, causando-Ihe fotossensibilizacdo
(LORENZI, 1992). O extrato aguoso de embrido-cotilédone de S. obovatum
Benth, utilizado na dieta de Drosophila melanogaster, pode causar efeito
inibitério no seu ciclo de vida, causando também diminuicdo progressiva do
numero total de imagos produzidos com o aumento da concentracdo desse extrato
nadieta (RODRIGUES, 1982).

Muitos estudos foram realizados com é&cido tanico em relacdo ao seu
efeito em animais. Segundo Suschetet, citado por CHUNG et al. (1998), ao incluir
acido tanico na dieta de ratos, observou-se diminuicdo dos niveis de vitamina A no
figado. MERCER (1993), ao estudar o efeito da concentracéo do acido tanico no

desenvolvimento de Aedes sierrensis (Diptera: Culicidae), concluiu que o aumento
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da concentragdo de acido ténico reduz a velocidade do desenvolvimento larval,
reduzindo também o nimero de adultos produzidos.

BOURCHIER e NEALIS (1993) relataram desenvolvimento répido do 1°
ao 3° instar e, a partir deste, desenvolvimento lento de mariposas da familia
Lymantriidae, apos a utilizagdo de acido tanico na dieta. BARBEHENN e MARTIN
(1994), incluindo &cido tanico na dieta dalarva Malacosoma disstria (L epidoptera:

Lasiocampidae), verificaram a presenca de pupas malformadas.

1.3. Objetivos

Pelo fato de a criaensacada brasileira ser causada pelo podlen de
Stryphnodendron polyphyllum e esta espécie vegetal apresentar toxidez a varios
outros animais e por conter grandes quantidades de taninos, pretenderam-se neste
trabal ho:

a) Fracionar os constituintes quimicos do pélen e da inflorescéncia de S.
polyphyllum e estudar sua ac&o toxica nas larvas de abel has.

b) Identificar a substancia toxica do pdlen de S. polyphyllum, causadora da
criaensacada brasileira

c) Avadliar o efeito de diferentes concentracdes de acido tanico sobre o

desenvolvimento de crias de A. mellifera.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Procedimentos experimentaisgerais

Para as separacdes cromatogréficas em coluna, foi utilizado silica-gel 60
(de 70 a 230 Mesh-ASTM, Merck). Para as andlises cromatogréficas de camada
delgada, utilizaram-se placas de silicagel de Camlab-Polygram SILK/UV2s4, cOM
0,25 mm de espessura e indicador de fluorescéncia UV sg.

Os solventes utilizados nas colunas cromatogréficas de silicagel parao
fracionamento do extrato etandlico do pélen foram: metanol (MeOH), acetato de
etila(AE), éter dietilico (EtOH) e hexano (Hex).

Como reveladores, foram utilizadas radiacdes ultravioleta e solucdes de
acidos fosfomolibdico e panisaldeido, preparadas de acordo com CASEY et 4.
(1990). Os espectros de infravermelho foram registrados, em espectrofotdmetro
Perkin Elmer FTIR 1000, na regido de 4.000 a 600 cm*. Os procedimentos de
extracdo, isolamento e identificacdo dos constituintes quimicos foram realizados
no Laboratério de Andlise e Sintese de Agroquimicos (LASA) do Departamento de
Quimica da UFV e os ensaios biol6gicos, no Laboratdrio de Patologia Apicolada
UFV, com larvas de A. mellifera (africanizadas).
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2.2. Metodologia de criacéo de larvas de Apis mellifera em laboratoério para

teste de patogénese

A metodologia para criacdo de larvas de A. mellifera em laboratorio foi
baseada em VANDENBERG e SHIMANUKI (1987), com adaptacoes feitas por
SILVA (1995) e, posteriormente, por CARVALHO (1998), para testar o efeito
toxico do pélen de barbatimao.

A dieta basica de operaria fornecida as larvas no primeiro e segundo dias

de criacéo no laboratorio era congtituida de

Extrato delevedo.................... 0,2307 g
D-glucoSe ... 1,3846 g
D-frUtOSE ..o 1,3846 g
AQUAL....ooreeeeeeseeeee e, 7.4 mL
Geéaarea .....coooceeveveeeieeiien, 10,09

A geleia real foi produzida com a utilizacdo de mini-recrias do Apiario
Central da UFV, conforme descrito por SANTOS e MESSAGE (1984), sendo,
posteriormente, armazenada em frascos estéreis e conservada em “freezer” até o
momento de sua utilizacdo. As larvas de um dia de operarias de A. mellifera
(africanizadas), obtidas no Apidrio Centra da UFV, foram transferidas com o
auxilio de estilete, com ponta dobrada em angulo reto, para clpulas de polietileno
(9,8 mm de altura x 5,6 mm de largura inferior x 8,8 mm de largura superior),
colocadas sobre uma gota contendo 4 m da dieta. Essas cupulas artificiais foram
previamente montadas em placas de Petri, utilizando-se um disco de isopor
perfurado. Em cada placa foram colocadas 12 cupulas.

Durante o desenvolvimento, as placas contendo as larvas foram
acondicionadas em frasco dessecador e mantidas em estufa incubadora com
temperatura de 34°C e umidade relativa do ar mantida em 96%, conseguida por
meio de uma solucdo agquosa de glicerol 15,5% wlocada no fundo do frasco
dessecador. Ap0s o periodo de alimentacdo, as larvas foram mantidas nas mesmas
condi¢cdes e nas proprias cupulas até a emersdo dos adultos, com a finalidade de
reduzir a manipulacéo (CARVALHO, 1998).
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Aslarvasforam aimentadas até o quinto dia, recebendo: 4 ni, 15m, 25 ni,
50 m e 70 m da dieta de operaria no primeiro, segundo, terceiro, quarto e quinto
dias, respectivamente, com a ressava de que nos trés dltimos dias eram

acrescentados a essa dieta os tratamentos especificos.

2.3. Coleta de pdlen einflorescéncia de Stryphnodendron polyphyllum

Com o proposito de estudar a presenca de constituintes quimicos no pélen
de S polyphyllum, foram colocados coletores de pdélen em um apiario
experimental na regido de Altindpolis, SP. Os gréos de pdlen coletados foram
armazenados em “freezer” e levados ao Laboratério de Patologia Apicola da UFV
para serem separados morfologicamente, com o auxilio de microscopia optica.
Apds as bolotas serem separadas, realizaram-se ensaios biol égicos preliminares,
de acordo com atécnica descrita anteriormente, para constatar sua toxidez.

Foram coletadas, também naquela regido, inflorescéncias de S
polyphyllum, retirando-se somente as flores, as quais eram colocadas em

recipientes livres de contaminacdo e armazenadas em “freezer”.

2.4. Isolamento dos constituintes quimicos do pélen e da inflorescéncia e

ensaios biol 6gicos

2.4.1. Obtencéo dos extr atos hexanico e etandlico

Apos serem feitas as andlises preliminares do pélen de S. polyphyllum
para comprovar sua toxidez, ele e a inflorescéncia foram submetidos a extragoes
sucessivas em aparelho Soxhlet com solvente hexano e, depois, com solvente
etanol.

Os extratos obtidos a partir de 22,00 g de pdlen foram concentrados, por
meio da remocdo de solventes a pressdo reduzida em evaporador rotatorio,
resultando na obtencdo de 5,71 g de extrato hexanico e 14,99 g de extrato

etandlico do pdlen (Figura 5). Da mesma forma foram obtidos 36,33 g de
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inflorescéncia, 3,23 g de extrato hexanico e 9,87 g de extrato etandlico (Figura6).
Esses extratos foram armazenados em geladeira até 0 momento da realizacdo dos

ensai 0s biol 6gicos e do espectro no infravermelho (1V).

Pélen de
Stryphnodendron
polyphyllum (22,00 g)
Hexano
Torta Extrato hexanico
(5,71 9)
Etanol

Torta Extrato etandlico

(14,99 g)

Figura5 — Fluxograma de obtencéo dos extratos hexanico e etandlico do polen de
Stryphnodendron polyphyllum.
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Inflorescéncia de
Stryphnodendron polyphyllum
(36,33 0)

Hexano

Torta Extrato hexanico
(3,230)

Etanol

Torta Extrato etandlico
(9,87 9)

Figura6 — Fluxograma de obtencdo dos extratos hexanico e etandlico da
inflorescéncia de Stryphnodendron polyphyllum.

2.4.2. Analisefitoquimica par a deter minacéo de taninos

O extrato etandlico do pdlen e da inflorescéncia de S. polyphyllum foi
submetido a uma analise fitoquimica, para determinagéo de rendimento de taninos
no pdlen e nainflorescéncia. O método adotado para determinacéo de tanino foi o
preconizado pela ASSOCIATION... — AOAC (1984), com algumas modificacoes.
Esse método se fundamentou na reducéo do &cido fosfomolibdico-fosfotungstico
pelos taninos em meio bésico, produzindo uma coloragéo azul -forte, que é medida
espectrof otometricamente no comprimento de onda em 760 nm. O procedimento

adotado foi o seguinte:

a) Preparacéo da solucdo-padrdo de écido tanico

Na preparacdo da amostra-padréo para leitura de absorvancia, colocou-se
num erlenmeyer 1 mg de &cido tanico e, em seguida, foram adicionados 10 mL de

metanol, com a obtencdo de uma concentragéo de 0,1 mg/mL.
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b) Curva-padréo

Na preparacdo da curva-padréo, foram pipetadas amostras de 0O; 0,2; 0,4;
0,6; 0,8; e 1,0 mL da solugdo-padréo de &cido tanico em baldes volumétricos de 10
mL com 1,6 mL do reagente de Folin-Denis e 1 mL de solucéo saturada de
carbonato de sodio (NaCOs), completando-se 0 volume com é&gua destilada.
Misturou-se bem, e, apds 30 minutos, os baldes foram levados para determinagéo
da absorvéancia a 760 nm; em seguida, tragou-se a curva-padrdo de absorvanciax mg
de &cido tanico/100 mL.

As leituras foram realizadas em espectrofotometro de duplo feixe Hitachi
U-2000.

) Preparagdo das amostras

Em um erlenmeyer, colocou-se 1 mg da amostra de extrato etandlico do
polen de S. polyphyllum, adicionando, posteriormente, 10 mL de metanol. O

mesmo foi feito com o extrato etandlico dainflorescéncia de S. polyphyllum.

d) Determinacéo do tanino no pélen

Na preparacdo da amostra para leitura de absorvancia, foi pipetado 0,4
mL da solucéo etandlica do pélen, preparado no item (c), em bal&o volumétrico de
10 mL, com trés repeticdes, ao qual foram adicionados 1,6 mL de reagente Folin-
Denis e 1 mL de solugdo saturada de carbonato de sodio, completando-se o volume
com agua destilada. Apos 30 minutos, foi realizada aleitura de absorvancia em 760

nm.

€) Determinagdo do tanino nainflorescéncia

O mesmo procedimento foi realizado com a solugdo etandlica da
inflorescéncia, pipetando-se, porém, 0,2 mL da solugdo etandlica preparada no

item (c), com trés repeticoes.
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Apos as leituras de absorvancia das amostras dos extratos, determinou-se,
de acordo com a curva-padréo obtida anteriormente, a concentragdo das amostras
em mg de acido tanico/100 mL, posteriormente convertidas em percentagem. O

procedimento de preparo dos reagentes encontra-se no Apéndice.

2.4.3. I solamento dos constituintes quimicos do polen de S. polyphyllum

O extrato etandlico do polen de S. polyphyllum foi submetido a uma
andlise preliminar por cromatografia de camada delgada (CCD), afim de investigar
a sua complexidade e selecionar o sistema de solventes a serem utilizados para o
seu fracionamento por cromatografia de coluna (CC).

AplGs a escolha do sistema de solventes, o extrato foi submetido a
sucessivos fracionamentos em coluna cromatogréfica de silicagel, conforme
ilustrado na Figura 7. Nessas separacOes cromatograficas, a quantidade de silica
gel utilizada em cada caso foi de aproximadamente 50 vezes a massa do extrato
(KEESE et ., 1988).

As fracbes coletadas no primeiro fracionamento, que apresentavam os
mesmos valores Ry, por comparagdo em CCD, foram reunidas em grupos e
nomeadas por PE(1), os quais foram, posteriormente, submetidos a novos
fracionamentos em cromatografia de coluna até obter um composto isolado [PE(2)
21-123 e PE(3) 1-126]. As fragbes que ndo foram submetidas a novo
fracionamento apresentaram pequena quantidade de massa, e nenhum ponto era
visualizado quando submetido a CCD.

2.4.4. Andlise de acucares, realizada por cromatogr afia de camada delgada na
fracéo PE(3) 1-126

A andlise qudlitativa de aglUcares na fragdo PE(3) 1126, obtida apos
sucessivos fracionamentos do extrato etandlico do pélen S. polyphyllum, foi
realizada através de cromatografia de camada delgada, utilizando-se a metodologia
proposta por IKAN (1991) para analise de carboidratos.
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Extrato etandlico do pélen de S.

polyphyllum
14,99 g
Colunal
AE + MeOH
PE(1) 1-21 PE(1) 21-222 PE(1) 223-269
0,779 84549 007¢g
Coluna?2
Hex + AE Coluna3
EtOH + MeOH
PE(2) 1-20 PE(2) 21-123 | |PE(2) 124 - 137 Extrato etanolico
00028 010 o 00022 a 0
GoU=OTY R T IIIE=Y ’7N' dacoluna
PE (n) X-Y
FragOes reunidas
PE(3) 1-126 PE(3) 127-186 Pélen
267 005

o 0
oY T 000Yg

Figura7 — Fluxograma das fragdes obtidas a partir do fracionamento do extrato
etandlico do pdélen S. polyphyllum (MeOH = metanol, AE = acetato de
etila, EtOH = éter dietilico e Hex = hexano).
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Foi utilizada uma placa cromatografica (20 x 20 cm), onde foram
colocados padrbes de agUcares para comparagdo com a fracdo PE(3) 1-126. Os
padrdes utilizados foram: arabinose, frutose, galactose, glicose, maltose, sacarose
e Xxilose. Esta, por sua vez, foi acondicionada em recipiente fechado contendo a
mistura de solventes: butan-1-ol, acido acético, éter dietilico e &gua na
concentracdo de 9:6:3:1, respectivamente. O tempo de corrida cromatografica foi

de trés horas e 30 minutos, sendo em seguida revelada com p-anisaldeido.

2.4.5. Ensaios biol6gicos

Com o proposito de averiguar a atividade téxica contra larvas de A.
mellifera, foram realizados ensaios biol6gicos com o extrato hexanico e extrato
etandlico do pdlen e da inflorescéncia, assim como as fragcdes obtidas do extrato
etandlico do pdlen. A metodologia para criagdo das larvas foi aguela descrita no
item 2.2.

Tanto os extratos do pdlen quanto os extratos da inflorescéncia de S.
polyphyllum foram tratados da seguinte forma:

T, — somente dieta de operaria;

T, — dietade operéria+ 0,07% de extrato hexanico;

T; — dietade operaria + 0,04% de extrato etandlico; e

T, — dietade operaria + 0,07% de extrato etandlico.

Foram realizados também ensaios biol 6gicos com as fragdes PE(1) 223-
269, PE(2) 21-123 e PE(3) 1-126, obtidas do fracionamento do extrato etandlico
do pdlen, conforme os seguintes tratamentos:

T, — somente dieta de operéaria;

T, — dietade operéria+ 0,07% dafragcdo PE(1) 223-269;

T; — dietade operaria+ 0,07% dafracdo PE(2) 21-123; e

T, — dietade operaria + 0,07% da fracéo PE(3) 1-126.

Cada tratamento foi constituido de quatro repetices contendo 12 larvas

cada, num total de 48 por tratamento. As percentagens utilizadas nos ensaios
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biologicos foram feitas a partir das concentragbes encontradas por CARVALHO
(1998), que obteve 50% de mortalidade quando acrescentava na dieta de operéaria
0,04% de pdlen; quando utilizava 0,07% de pdlen na dieta, obtinha 90% de
mortalidade de larvas de abelhas.

Durante o periodo de alimentacdo foi avaliada, diariamente, a mortalidade
de larvas, ap0s esse periodo, verificou-se pré-pupa apresentando sintoma da cria
ensacada brasileira e da pupa malformada.

Com relacdo a outras fragoes [PE(2) 1-20, PE(2) 124-137 e PE(3) 127-
186], ndo se redlizaram ensaios biologicos, em razdo de essas fracoes se
apresentarem em pequena quantidade, bem como consistirem em um material

bastante impuro, do qual ndo foi possivel isolar nenhuma substancia.

2.4.6. Analise estatistica

Para os ensaios bioldgicos em laboratorio, realizados com extratos do
polen e dainflorescéncia, foi empregado o delineamento inteiramente casualizado.
Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia e as médias,
comparadas de acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Com relagdo aos resultados obtidos nos ensai os biol 0gicos realizados com
as fragdes [PE(2) 120, PE(2) 124-137 e PE(3) 127-186], estas foram apenas
submetidas a andlise de varidnciaa 5% de probabilidade.

As andlises estatisticas foram processadas por meio do Sistema de
Andlises Estatisticas e Genéticas (SAEG), da Universidade Federal de Vigosa

2.5. Efeito do acido tanico no desenvolvimento de crias de Apis mellifera

(africanizadas)
Para testar o efeito toxico do acido tanico no desenvolvimento de crias de

abelhas, foi realizado ensaio biolégico, quando todas as larvas de A. mellifera

foram alimentadas somente com dieta de operaria, nos primeiros dois dias; ao
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terceiro dia, passou-se a administrar o alimento de acordo com os tratamentos
abaixo:

Tratamento 1: somente dietade operéria;

Tratamento 2: dieta de operaria+ 0,001% de acido tanico;

Tratamento 3: dieta de operaria+ 0,005% de acido tanico;

Tratamento 4 dietade operaria+ 0,01% de écido tanico;

Tratamento 5: dieta de operaria+ 0,1% de écido tanico;

Tratamento 6: dietade operéria+ 0,5% de acido tanico; e

Tratamento 7: dietade operaria+ 1% de écido tanico.

Cada tratamento foi constituido de quatro repetices, com 12 larvas cada,
num total de 48 larvas por tratamento, sendo o Tratamento 1 considerado
testemunha (controle). No periodo de aimentacéo e apds, as larvas foram avaliadas

diariamente, para verificar amortalidade ou alteracdo em seu desenvolvimernto.

2.5.1. Analise estatistica

Os dados avaliados foram mortalidade de larvas e pré-pupas apresentando
sintoma da doenca cria-ensacada brasileira, analisados por meio de regresséo linear
a 5% de probabilidade. Os modelos foram escolhidos com base na significancia e
nos coeficientes de regressdo. A andlise estatistica foi feita, utilizando-se o
programa SAS.
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3. RESULTADOSE DISCUSSAO

3.1.Caracterizacdo dos extratos hexénico e etandlico do pdlen e da

inflor escéncia de Stryphnodendron polyphyllum

Apobs obtidos resultados positivos das andlises preliminares do pdlen de
barbatiméo, este e a inflorescéncia foram submetidos a extracdes sucessivas com
hexano e, posteriormente, com etanol. Apos serem concentrados em evaporador
rotatorio, obtiveram-se rendimentos de 25,95% de extrato hexanico e 68,13% de
extrato etandlico a partir do pdlen e 8,89% de extrato hexéanico e 27,17% de
extrato etandlico a partir da inflorescéncia. Em seguida, foram obtidos os
espectros no infravermel ho de cada extrato, a fim de serem caracterizados.

O espectro no infravermelho do extrato hexénico do polen (Figura 8)
apresentou uma banda de absorcdo em 2.962 cm' e 2.849 cm, devido &
deformacdo axial de GH. Observaram-se também duas bandas bem evidenciadas
em 1.092 cm* e 1.022 cm'*, o que foi devido ao estiramento de G-O. Por esse
espectro, ficou clara a natureza alifética dessa amostra, assim como bem evidente
ela também ficou na mesma auséncia de compostos carboxilicos, como ésteres e
4cidos graxos, uma vez que ndo se observou nenhuma absorcéo entre 1.710 cm™* e
1.740 cm’™,
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Figura8 — Espectro no infravermelho (KBr) do extrato hexanico do pdlen de S
polyphyllum.

O espectro no infravermelho (Figura 9) do extrato hexanico da
inflorescéncia apresentou banda de absor¢do em 2.962 cm* e 2.849 cm™, devido &
deformacdo axia de GH. Observaram-se também bandas pequenas na regido de
1.262 cm™ e de 1.092 cm* e 1.022 cm™, 0 que foi devido ao estiramento de C-O.
Pela andlise desse espectro, pdde-se verificar a natureza alifética dessa amostra.
Uma banda de intensidade média na regido de 1.735 cm* (n C=0) indicou a
presenca de ésteres nessa fracéo.

O espectro no infravermelho do extrato etandlico do pdlen (Figura 10)
apresentou uma banda larga com 0 méximo de absorcdo em 3.400 cm*, devido a0
estiramento de OH de acoois ou fendis; observou-se ainda uma banda em 3.050
cm™® (n=C-H), 2.924 cm™* (n C-H) e 1.080 cm™ (n C-O). Essas absorcdes foram
indicios da presenca de compostos poliidroxilados. Uma banda larga em torno de
1.650 cm™* (deformac&o angular OH) indicou a presenca de 4gua nessa amostra, o
gue poderia, em parte, estar mascarando a visualizacdo de absorcéo de outros

grupos de compostos presentes na amostra que absorviam nessaregiao.
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Figura9 — Espectro no infravermelho (KBr) do extrato hexanico da inflorescéncia
de Stryphnodendron polyphyllum.
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Figural0 — Espectro no infravermelho (KBr) do extrato etandlico do pdélen de S.
polyphyllum
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Com relacdo ao espectro no infravermelho do extrato etandlico da
inflorescéncia (Figura 11), ele apresentou absorc&o forte na regido de 3.384 cm'™,
devido ao estiramento de OH (&coois ou fendis), e de 1.080 cmi* (n C-O). Por
esse espectro, ficou evidente a presenca de compostos poliidroxilados nessa

fracao.
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Figurall —Espectro no infravermelno (KBr) do extrato etandlico da
inflorescéncia de Stryphnodendron polyphyllum.

3.2. Andlise dos ensaios bioldgicos com extratos hexanicos e etandélicos do

polen e da inflorescéncia de Stryphnodendron polyphyllum

Inicialmente, foi realizado um ensaio bioldgico com os extratos hexanico
e etandlico do pdlen, tendo-se em vista que CARVALHO (1998) mostrou que o
polen de S. polyphyllum (barbatim&o) causava a morte de crias de abelhas em
laboratorio quando Ihes eram administradas pegquenas quantidades desse polen na
dietaapartir do terceiro dia de alimentacao.

Os resultados desses ensai 0s biol 6gicos sdo apresentados no Quadro 1.
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Quadro 1 — Média de mortalidade na fase larva e na fase de pré-pupa e
sobrevivéncia de operérias de A. mellifera (africanizadas) alimentadas
com dieta de operéria e extratos do pdlen. T, - somente “dieta de
operarid’; T, - “dieta de operérid’ + 0,07% de extrato hexanico; T; -
“dieta de operaria’ + 0,04% de extrato etandlico; e T, - “dieta de
operdria’ + 0,07% de extrato etandlico. Ensaios realizados em
condicdes de laboratdrio sob temperatura e umidade relativa de 34°C e
96%, respectivamente

Mortalidade (%) Sobrevivéncia*

Traamento Larva* Pré-Pupa* Pupa (%)
Com Sintoma Maformada
1 1,04 ¢ 0 c 0 23,96 a
2 2,60 bc 0 c 0 22,40 a
3 4,17 ab 9,38 b 2,60 885 b
4 6,25 a 17,71a 0 1,04 c

* As médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, a 5%
de probabilidade, pelo teste de Tukey .

No Tratamento 2, as larvas receberam dieta de operéria até a segunda
alimentacdo, e a partir da terceira até a quinta alimentagéo foi acrescentado a essa
dieta 0,07% de extrato hexanico de pdlen de S. polyphyllum (barbatim&o). Ao
comparar esse tratamento com o controle (T;), ndo se observaram diferencas
estatisticas na mortalidade (Quadro 1), sendo verificada pequena mortalidade das
larvas no periodo de alimentacdo. SILVA (1995) e CARVALHO (1998) também
encontraram pequena quantidade de larvas mortas, 0 que era de se esperar em
funcdo do sistema artificial de criacdo dessas larvas. Verificou-se também nesse
tratamento que nenhuma pré-pupa (Quadro 1) apresentou qualquer sintoma da cria
ensacada brasileira.

Nos Tratamentos 3 e 4, as larvas receberam a dieta de operéria até a
segunda aimentagéo e ao terceiro dia, a dieta de operaria acrescida de 0,07 e
0,04% de extrato etandlico do pdlen (Tratamentos 3 e 4, respectivamente).

Ao contrario do tratamento ao qual se acrescentou extrato hexanico na
dieta de operaria, em ambos os tratamentos (3 e 4) se observou o aparecimento de

crias com sintomas tipicos da doenca cria-ensacada brasileira, ou sgja, as larvas
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(pré-pupas) ndo conseguiam fazer a muda para a pupa e, entdo, acumulavam liquido
ecdisial entre a cuticula da larva e a da pupa em formag&o. Nota-se, no Quadro 1,
gue as médias de pré-pupas com sintoma foram diferentes, estatisticamente, nos
Tratamentos 3 e 4. A média de sobrevivéncia dos Tratamentos 3 e 4 também foi
significativamente diferente da observada no controle (Quadro 1), em que se
verificou uma média menor no Tratamento 4 (1,04%). Essa diferenca de
sobrevivéncia entre esses tratamentos (3 e 4) pode ter ocorrido pelo fato de que,
no Tratamento 4, acrescentou-se maior percentagem de extrato etandlico (0,07%).

O aparecimento de pré-pupas maformadas no Tratamento 3 e 0 aumento
de larvas mortas talvez possam indicar o efeito sobre o nivel da digestdo ou
absorcéo de proteinas ainda na fase de alimentacdo. Segundo CAMARGO (1972),
deficiéncias nutricionais podem levar a0 aparecimento de crias malformadas.
Aquele efeito sobre o nivel de digestdo poderia ser explicado pelo efeito de
possivei s taninos presentes no extrato etandlico do pdlen, os quais podem afetar as
proteinas ou enzimas, conforme descrito em outros animais (MARTIN et al., 1985;
STEINLY e BERENBAUM, 1985; HAGERMAN et d., 1992; BOURCHIER e
NEALIS, 1993; BARBEHENN e MARTIN, 1994).

Comparando os Tratamentos 3 e 4 quanto a mortalidade de larvas, pbde-se
observar (Quadro 1) que, na concentracdo maior (0,07%), a média de mortalidade
de larvas foi maior do que na menor concentracéo (0,04%), dando forte evidéncia
do efeito das substancias tdxicas ja nos periodos de digestdo e absor¢cdo dos
nutrientes.

Com esses resultados, pode-se propor que o extrato hexanico do pélen ndo
apresenta substancias que possam ser toxicas as crias de A. mellifera ou capazes de
levar a0 aparecimento dos sintomas da criaensacada brasileira. Com isso, fica
evidente que os componentes quimicos do pdlen de barbatimé&o que possam causar
amortalidade das crias estdo presentes no extrato etandlico.

No Quadro 2, pode-se observar resultado semelhante aquel es apresentados
no Quadro 1. Nesse caso, foram realizados ensaios bioldgicos, utilizando-se

extratos hexanico e etandlico dainflorescénciaem vez do polen de barbatiméo.
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Quadro 2 — Média de mortalidade na fase larva e na fase de pré-pupa e
sobrevivéncia de operérias de A. mellifera (africanizadas) alimentadas
com dieta de operaria e extrato de inflorescéncia: T; - somente “dieta
de operarid’; T, - “dietade operarid’ + 0,07% de extrato hexanico; Ts -
“dieta de operaria’ + 0,04% de extrato etandlico; e T, - “dieta de
oper&ria’ + 0,07% de extrato etandlico. Ensaios realizados em
condicdes de laboratdrio sob temperatura e umidade relativa de 34°C e
96%, respectivamente

Mortalidade (%) Sobrevivéncia*

Tratamento Larva* Pré-Pupa* Pupa (%)
Com Sintoma Maformada
1 260 c 0 c 0O b 22,40 a
2 1,56 bc 0 c¢ O b 23,44 a
3 4,69 ab 10,94 b 052 b 6,25 b
4 7,29 a 17,19a 3,13a 0O c

* As médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, a 5%
de probabilidade, pelo teste de Tukey.

A média de mortalidade de larvas verificada no tratamento em que foi
oferecida a dieta de operdria mais 0,07% de extrato hexanico ndo apresentou
diferenca estatistica comparada ao controle. No entanto, houve diferenca
significativa entre o controle e os Tratamentos 3 e 4 (Quadro 2).

Verificaram-se também pré-pupas com sintoma da cria-ensacada brasileira
nos Tratamentos 3 e 4, em que a média de pré-pupas com sintomas obtida no
Tratamento 4 foi maior e estatisticamente diferente da conseguida no Tratamento
3. No Tratamento 4, observou-se presenca de pupas malformadas, sendo este
resultado significativo. Segundo ROSENTHAL (1988), a L-canavaning, aminoécido
ndo-protéico, que esta presente na afafa e no trevo, dentre outros, quando
introduzida na dieta de Manduca sexta provoca malformagéo em pupas e adultos.

Diante dos resultados obtidos com os extratos etanolico e hexéanico do
polen e da inflorescéncia, ficou evidente que 0s compostos presentes no extrato
hexénico ndo causam toxidez as larvas de A. mellifera ou estdo presentes em
pequenas quantidades (massa). No entanto, ensaios realizados com extrato

etandlico resultaram na presenca dos sintomas da doenca, além de ser observado
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diminuicdo da sobrevivéncia (Quadros 1 e 2), indicando que o composto e, ou,
compostos procurados se encontram predominantemente nesse extrato.
Comparando os resultados dos Quadros 1 e 2, observou-se que o extrato
etandlico da inflorescéncia apresenta o mesmo efeito toxico que o extrato
etandlico do pdlen, indicando que a inflorescéncia possa apresentar 0 mesmo

composto toxico.

3.3. Determinacgédo do teor de taninos nos extratos etandlicos do polen e da

inflorescéncia

Tanto o0 extrato etandlico do pdlen quanto o extrato etandlico da
inflorescéncia, quando foram submetidos a uma andise preliminar por
cromatografia de camada delgada, a fim de investigar a sua complexidade e
escolher o sistema de solventes a ser utilizado para seu fracionamento por
cromatografia de coluna, mostraram pontuag@es contiguas formando um rastro
caracteristico da presenca de compostos poliméricos. Com isso e pelo fato de o
género Stryphnodendron ser bastante rico em tanino, foi realizada uma analise
para confirmacéo e determinacéo do teor de tanino no pdlen e na inflorescéncia
através dos extratos etandlicos desses compostos.

Para verificar inicialmente a presenca de tanino nesses extratos, utilizou
se 0 método para determinacdo de tanino preconizado pela ASSOCIATION... —
AOAC (1984), quando foi observada uma coloracdo azul-forte, devido a reducdo
dos éacidos fosfomolibdico-fosfotingsticos, confirmando, com isso, a presenca de
tanino tanto no extrato etandlico do pdlen quanto no da inflorescéncia de S
polyphyllum. Em seguida, foi determinado o teor de tanino no pdlen e na
inflorescéncia. Os resultados da percentagem de teor de tanino no pdlen e na
inflorescéncia sao expressos no Quadro 3.

A principal importancia econdmica do barbatim&o esta relacionada com a
producdo de taninos, em cuja casca se observa 0 maior teor destes, chegando a

apresentar até 50% de peso quando seco, porém variando de acordo com o local
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Quadro 3 — Percentagem de taninos encontrados no pélen e nainflorescénciade S.

polyphyllum
Amosira Teor doe Tanino
Y%
Padlen 7,91
Inflorescéncia 21,43

de origem da planta (ARRUDA, 1950; RESENDE, 1971; PANIZZA et al., 1988;
TEIXEIRA et al., 1990). No entanto, nenhum trabalho até o momento foi realizado,
medindo-se o teor de tanino no pélen e nainflorescéncia de Stryphnodendron.

Os taninos sdo inibidores da atividade enzimética de celulase, pectinase,
amilase, lipase, enzimas proteoliticas, b-galactosidase e outras enzimas
microbianas envolvidas na fermentacdo de gréos (BOUGHDAD et al., 1986;
KAROWE, 1989; CASTRO, 1998; CHUNG et a., 1998), ndo se descartando, com
isso, uma possivel agdo desses compostos no nivel da digestdo da cuticula dalarva
durante a ecdise.

A reducdo do vaor nutritivo, a desidratacéo e edemas observados em gados
tratados com sementes de S. barbatiman sdo atribuidos a presenca de taninos,
sendo estes o0 principal componente tdxico da planta (PERREIRA et d ., 1989 a, b,
C).

As folhas do carvaho Quercus robur, a medida que amadurecem,
provocam o desenvolvimento precoce de larvas da mariposa Operophthera
brumata, causando alta mortalidade. 1sso ocorre devido ainfluéncia do aumento do
contetdo total dos taninos contidos nas folhas de carvalho. Esses taninos formam
complexos com as proteinas e reduzem grandemente a sua digestibilidade por
enzimas proteoliticas como a tripsina (FEENY, 1970). Esse mesmo autor,
alimentando larvas de mariposa com dieta artificial contendo 1% de peso de
taninos frescos da folha de carvalho, observou redugdo significativa no

crescimento larval e no peso pupal.
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Os taninos presentes no poélen de S polyphyllum podem estar
relacionados com a mortalidade de crias de A. mellifera, j& que possuem efeitos
toxicos a varios animais, afetando, as vezes, seu desenvolvimento (MERCER,
1993; BOURCHIER e NEALIS, 1993; BARBEHENN e MARTIN, 1994).

A presenca de taninos tanto no pélen (7,91%) quanto na inflorescéncia
(21,43%) e os resultados positivos encontrados nos ensaios bioldgicos com
extratos etandlicos indicam que existe possibilidade de serem taninos os

responsaveis pela doenca cria-ensacada brasileira.

3.4.1solamento dos constituintes quimicos do polen de S. polyphyllum e

resultados de ensaios biol 6gicos

Pelos resultados obtidos até o momento, parte da atividade téxica da
inflorescéncia e do pdlen pode ser devida a presenca de taninos neles. Porém, isso
ndo descarta a possibilidade da presenca de outros compostos téxicos nos extratos
obtidos. Em vista disso, passou-se a fracionar o extrato etandlico do pdlen de S.
polyphyllum, que resultou em varios grupos de fracdes, nomeadas PE(1). As
fragbes PE(1) 1-21, PE(1) 22-222 e PE(1) 223-269 foram obtidas apds a
evaporacao do solvente, respectivamente, nas seguintes quantidades de massa: 0,77
0; 8,45 g; € 0,07 g. Em razéo de o extrato hexanico do pdlen e de a inflorescéncia
ndo apresentarem toxidez as crias de A. mellifera e de o extrato etandlico da
inflorescéncia ndo ter exibido pontos diferentes na CCD, estes ndo foram
submetidos ao fracionamento.

A fragdo PE(1) 1-21 apresentou, no espectro do infravermelho (Figura
12), absorcdes em 3.050 cmi* (n= C-H), 2.924 cm™* (n CHs), 2.853 cm(n CHy),
1.709 cm*(n C=0) e 721 cm™ [ds(CH>),]. A absorcdo em 3.050 cmi™* indicou a
presenca de insaturagdes nas molécul as presentes nessa fragdo. As bandas de 1.730
cm?t e 1.720 cm? corresponderam, respectivamente, a estiramento de C=0 de
éster e &cidos,; também, pbde-se observar uma banda fraca, porém evidente entre
2.500 cm* e 3.500 cm™, confirmando a presenca de &cidos carboxilicos naguela

fracdo. Atravésdaandlise do espectro no infravermelho dessa fracéo,
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Figura 12 — Espectro no infravermelho (KBr) dafragdo PE(1) 1-21.

concluiu-se que ela é constituida principalmente de ésteres graxos e &cidos graxos.
Apesar de a andlise dessa fragdo por CCD revelar a presenca de apenas um ponto, a
coloracéo amarelada e o espectro no infravermelho indicam que essa fragdo néo se
apresenta completamente pura, tendo sido fracionada novamente em coluna de
silica-gel.

Com o fracionamento de PE(1) 121, obtiveram-se outras fracbes que
foram denominadas PE(2). As fragcbes PE(2) 1-20 e PE(2) 124-137, apos a
evaporacdo do solvente, resultaram em quantidades de massas muito pequenas, com
isso, ndo foi possivel submeté-las a espectro no infravermelho. Em relacdo a
fracdo PE(2) 21-123, observaram-se, no espectro do infravermelho (Figura 13),
absorcdes em 3.010 cm* (n =C-H), 2.924 cm* e 2853 cm™ (n C-H), 1.710 cm™*
(n C=0), 1.467 cm™* (ds C-H) e 718 cm'* (ds (CH2).). O espectro no infravermelho
indicou que essa amostra era constituida de &cido graxo. Como normamente é
dificil isolar os acidos graxos por CC de silica, obtém-se sempre misturas, nesse
caso, esta fracdo deve ser constituida de uma mistura de écidos, sendo a absorgéo

naregido de 3.010 cmi* indicativo de insaturagzo.
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Figura 13 — Espectro no infravermelho (KBr) dafragao PE(2) 21-123.

Com o proposito de averiguar a existéncia de atividade toxica da fragéo
PE(2) 21-123 (&cidos graxos) em crias de A. mellifera, foram realizados ensaios
biol dgicos.

No Quadro 4 séo mostradas as médias de percentagens de mortalidade de
larvas, pupas maformadas, pupas sem sintoma e sobrevivéncia de crias de A.
mellifera.

No Tratamento 2, as larvas de A. mellifera foram alimentadas com dieta de
operdria até o segundo dia; a partir do terceiro dia, foi oferecida as larvas dieta de
operdria acrescentada de 0,07% de PE(2) 21-123. No Quadro 4, observa-se que
nenhum fator avaliado foi significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F, em
comparagdo com o controle. Em relagdo a presenca de pupa malformada
encontrada tanto no controle quanto no Tratamento 2, da se mostrou de acordo
com os resultados obtidos por CARVALHO (1998), que obteve um numero

pequeno, ndo-significativo, de pupas malformadas na testemunha.
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Quadro 4 — Médias de percentagens e andlise de variancia da mortalidade na fase
larval e nafase de pré-pupa de operarias de A. mellifera (africanizadas)
e sobrevivéncia aimentadas com dieta de oper&ria e fracdo: T; -
somente “dieta de oper&ria’ e T, - “dieta de operaria’ + 0,07% da
fracdo PE(2) 21-123. Ensaios realizados em condicdes de laboratorio
sob temperatura e umidade rel ativa de 34°C e 96%, respectivamente

Mortalidade (%)

Sobrevivénd
Tratamento Larva F Pupa = Pupa E ﬂ?%mda
Sem Sintoma Madformada
1 1,56 0,52 052 2240
S ns S s
5 260 2,00" 104 043 052 0,00" 08 142"

ns Néo-significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.

Os resultados obtidos eram esperados, pois o pélen é o fornecedor natural
de &cidos graxos, e estes, por sua vez, sd0 indispensaveis para a nutricdo e,
consequentemente, para o desenvolvimento das abelhas (CAMARGO, 1972
SANFORD, 1996; BASTOS, 1996, 1998).

Em relacéo a fragdo PE(1) 21-222, obtida no fracionamento do extrato
etandlico do pdlen, observaram-se, na analise do espectro no infravermelho, uma
banda forte de absorcéo entre 3.100 cm* e 3.600 cmi* (n O-H) e uma banda em
torno de 1.050 cm™ (CO), indicando a presenca de constituintes poliidroxilados
naquela fragdo. A absorcdo em torno de 1.650 cmi* (dOH de HO) indicou a
presenca de &gua na referida fragdo.

Apesar de a cromatografia de camada delgada daguela fracdo ter
evidenciado apenas um ponto com R; em 0,23 (éter dietilico:metanol), a coloracéo
amarelada ou amarronzada indicou que esta amostra ndo estava completamente
pura, sendo novamente fracionada em coluna de silica-gel.

As frages obtidas do fracionamento de PE(1) 21-222 foram denominadas
PE(3). A fracdo PE(3) 1-126 apresentou espectro no infravermelho, com banda
larga e intensa, em 3.600 cmi* e 3.200 cm™* (n O-H) e absorcdo em 2.936 cmi* (n
C-H) e 1.060 cmi* (n C-0). A presenca da banda larga na regido de 3.200-3.600

cm'™* foi uma evidéncia de compostos poliidroxilados com pequenas quantidades de
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C-H, visuadlizado por uma banda curta em 2.936 cm. Observou-se, durante o
manuseio dessa fragdo, que ela era bastante higroscopica, o que dificultava a sua
secagem. Com isso, a referida fragdo foi levada ao Laboratério de Andlise de
Sementes do Departamento de Silviculturada UFV, para ser liofilizada.

Por apresentar indicativos de que a fragdo PE(3) 1-126 poderia ser
congtituida de carboidratos, apds ser liofilizada, elafoi submetida a uma andlise de
acucares, por cromatografia de camada delgada.

A adicéo de arabinose e galactose na andlise foi feita com a finalidade de
verificar a presenca desses aguicares na fragcdo PE(3) 1-126, uma vez que estes sao
toxicos para abelhas (BARKER, 1977).

O resultado da andlise qualitativa (Figura 14), através de comparacdo dos
valores de Ry dos padrdes utilizados (Quadro 5), revelou que a amostra poderia ser

frutose ou galactose.

o Legenda:

@ Ara- Arabinose
Fru - Frutose
Gd - Galactose
Gli - Glicose
Mal - Maltose
. . . . . . . . Sac - Sacarose
Ara Fru Gd Gli Mal Sac Xil PE(3) 1- Xil - Xilose

Figural4 — Resultado da corrida cromatogréfica para determinacéo do carboidrato
presente no extrato etandlico.

36



Quadro 5 — Resultado dos valores de Ry dos padrdes utilizados e da fragdo PE(3) 1-
126 testada, analisados por CCD €eluida com metanol

ACUCARES Ry
Arabinose 0,54
Frutose 0,51
Galactose 0,50
Glicose 0,55
Maltose 0,39
Sacarose 0,43
Xilose 0,64
PE(3) 1-126 0,51

Para confirmacdo da composicdo quimica dessa fracdo, realizou-se
espectro no infravermelho dos padrbes. arabinose, frutose, galactose, glicose,
maltose, sacarose e xilose, quando foi observado que o espectro no infravermelho
obtido no padréo frutose (Figura 15) apresentava as mesmas absorcdes verificadas
no espectro do infravermelho da fragdo PE(3) 1-126 (Figura 16), concluindo-se
gue o composto contido nessa fragdo se tratava de frutose.

Mesmo com a confirmacgdo de a fracdo PE(3) 1-126 tratar-se de frutose,
foi realizado ensaio biologico para certificar-se da sua ndo-toxidez. No Quadro 6
estdo apresentadas as médias de percentagens de mortalidade e sobrevivéncia de
crias de abelhas.

Aslarvas do Ttratamento 2 foram alimentadas até o segundo dia com dieta
de operdria; ao terceiro dia, passou-se a administrar-lhes dieta de operaria mais
0,07% de PE(3) 1-126, sendo alimentadas até o quinto dia.

Com os resultados obtidos, verificou-se que os tratamentos ndo
apresentaram diferencas significativas entre si. Nenhuma pré-pupa foi detectada
apresentando sintoma da doenca cria-ensacada brasileirano Tratamento 2.

Segundo BARKER (1977), BARKER e LEHNER (1976) e HARBORNE
(1988), muitos carboidratos séo nutritivos ou toxicos para as abelhas. Alguns
carboidratos encontrados no pélen, como lactose, galactose, arabinose e mannose,
dentre outros, sdo toxicos para as abelhas. Entretanto, a frutose, fragdo PE(3) 1-
126, foi o Unico agucar encontrado no pélen de S. polyphyllum.
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Figura 15 — Espectro no infravermelho (KBr) do padréo frutose.
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Figura 16 — Espectro no infravermelho (KBr) dafracdo PE(3) 1-126.
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Quadro 6 — Médias de percentagem e resultado do teste F para mortalidade na fase
larval e nafase de pré-pupa de operarias de A. mellifera (africanizadas)
e sobrevivéncia aimentadas com dieta de oper&ria e fracdo: T; -
somente “dieta de oper&ria’ e T, - “dieta de operaria’ + 0,07% da
fracdo PE(3) 1-126. Ensaios realizados em condicdes de laboratorio
sob temperatura e umidade rel ativa de 34°C e 96%, respectivamente

Mortalidade (%)

Sobrevivenci
Tratamento Lava  F Pupa = Pupa E r(?(%mua
Sem Sintoma Maformada
1 1,56 0,52 0,52 2240
S ns S ns
> 156 0,00" 104 043 052 0,00" 292 0,1

ns N&o-significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.

Em relacdo a fragdo PE(1) 223-269, observou-se, no espectro do
infravermelho (Figura 17), uma banda com méaximo de absorcdo em 3.420 cm™,
devido a presenca de OH de dlcoois ou fendis. Como essa amostra se apresentava
em quantidade bem peguena e também ndo foi possivel achar um sistema de

solvente parafracion&la, foi apenas realizado ensaio biol 6gico nessa amostra.
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Figura 17 — Espectro no infravermelho (KBr) dafragcdo PE(1) 223-269.
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Os resultados obtidos do ensaio biolégico realizado com as fragdes PE(1)
223-269 estdo no Quadro 7.

Quadro 7 — Média de percentagem de mortalidade e teste F, nafase larval e nafase
de prépupa de operarias de A. mellifera (africanizadas) e
sobrevivéncia alimentadas com dieta de oper&ria e fragbes. T, -
somente “dieta de operaria’ e T - “dieta de operaria’ + 0,07% da
fracdo PE(1) 223-269. Ensaios readlizados em condicdes de
laboratério sob temperatura e umidade relativa de 34°C e 96%,
respectivamente

Mortalidade (%)

Pre-Pupa Pupa Pupa Sobrevivéncia
T t F
ratamento Lava F Com F Sem F  Madfor- F (%)
Sintoma Sintoma mada
1 1,56 0 052 052 22,40
S S *
5 417 6,83* 20 13,33 104 043" 261 343 1354 271,94

* Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.
ns Nao-significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.

No Tratamento 2, em que as larvas foram alimentadas a partir do terceiro
dia com dieta de operaria mais 0,07% de PE(1) 223-269, foi verificadaumamédia
de mortalidade significativa em relacdo ao controle (Quadro 7). Detectou-se
também, nesse tratamento, a presenca de pré-pupas com sintomas da cria-ensacada
brasileira. A média de sobrevivéncia do Traamento 2 foi menor, sendo
significativamente diferente, pelo teste F a 5% de probabilidade, daguela do
Tratamento 1 (controle).

Com relacdo as médias de mortalidade de larvas no Tratamento 2,
puderam-se verificar semelhangas com o tratamento, em que as larvas foram
alimentadas com dieta de operaria mais 0,04% de extrato etandlico, tanto do pdlen
guanto da inflorescéncia, conforme mostrado nos Quadros 1 e 2. No entanto, a
ocorréncia de pré-pupas apresentando sintomas da doenca foi menor, comparada

com a dos tratamentos com 0,04 e 0,07% de extrato etandlico do pdlen e da
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inflorescéncia (Quadros 1 e 2). O fato de essa fracdo referir-se ao restante
coletado da coluna cromatografica do fracionamento do extrato etandlico do pélen
pode explicar a ocorréncia de pré-pupas com criaensacada brasileira, ficando
evidente que o composto toxico para larvas estd nessa fracdo em menor
concentracdo, portanto em maior concentragéo no extrato etandlico, ja que nenhum

composto isolado apresentou toxidez as crias de A. mellifera.

3.5. Ensaios biologicos para avaliar atoxidez de acido tanico

Apés verificar a presenca de taninos no extrato etandlico tanto do pélen
guanto da inflorescéncia do barbatiméo e o fato de nenhum composto isolado do
polen ser toxico para crias de abel has, realizaram-se ensaios biol 6gicos com acido
tanico, a fim de verificar sua agdo no desenvolvimento de crias de A. mellifera
(africanizadas), por ser esse composto considerado exemplo tipico dos taninos
(CHUNG et d., 1998).

Os resultados obtidos (Quadro 8) indicaram que em todos os tratamentos
em que foi administrado &cido tanico na dieta das crias de abelhas ocorria o
aparecimento de pré-pupas com sintomas caracteristicos da doenca cria-ensacada
brasileira, ou sga, as crias ndo conseguiam fazer muda para a pupa, acumulando
liquido ecdisial entre a cuticula da larva e a da pupa, cujos sintomas foram
semel hantes aos da doenca cria-ensacada causada pelo virus SBV (BAILEY, 1968).

No Quadro 8 também pode ser observado que existe diferenca significativa
na sobrevivéncia de crias que ndo receberam acido tanico em relagdo ao controle,
gue recebeu somente a dieta normal de operaria durante todo o periodo de
alimentagcdo. Observaram-se também pupas malformadas nos Tratamentos 2, 4, 5 e
6. Esse resultado esta de acordo com os de BARBEHENN e MARTIN (1994), que
verificaram a presenca de pupas com deformidades, ao incluirem acido tanico na

dieta de Malacosoma disstria (Lepidoptera: Lasiocampidage).
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Quadro 8 — Percentagem de mortalidade na fase larval, na fase de pré-pupa e de
pupas maformadas e sobrevivéncia de operarias de A. mellifera
(africanizadas) alimentadas com dieta de operaria nos dois primeiros
dias e apartir do terceiro dia acrescentada de diferentes concentracoes
de &cido ténico, cujas crias foram desenvolvidas em condicdes de
laboratorio sob temperatura e umidade relativa de 34°C e 96%,
respectivamente. Obs.: o controle recebeu somente dieta de operéria
durante os cinco dias de alimentag&o das crias

Concentragéo de Mortalidade (%) oA
o A - Sobrevivéncia
Acido Tanico na Lava Pré-Pupa Pupa (%)
Dieta (%) Com Sintoma Malformada
Controle 8,33 0 0 91,67
0,001 10,41 12,50 4,17 72,92
0,005 12,50 20,83 0 66,67
0,01 16,67 35,41 6,25 41,67
0,1 14,58 56,25 4,17 25,00
0,5 22,92 70,83 2,08 4,17
1 31,25 068,75 0 0

A auséncia de pupas malformadas no Tratamento 7 pode ser explicada pelo
fato de todas as crias ndo conseguirem chegar a essa fase, ou sgja, morriam nafase
larval ou na fase de pré-pupa. Resultados semelhantes foram obtidos por
CARVALHO (1998), que observaram que, em concentragdes mais atas de pdlen
de barbatiméo na dieta, a mortalidade ocorria somente nafase larval ou de pré-pupa
RODRIGUES (1982) também verificou que, em baixas concentragdes de extrato
aquoso de embrido-cotilédone de S.obovatum fornecido na dieta de D.
melanogaster, havia efeito no tempo de desenvolvimento e diminui¢&o no nimero
de imagos, mas, em dosagens mais atas, o desenvolvimento era interrompido na
fase de pupa.

Usando a andlise de probite para a mortalidade de larvas (Figura 18) e a
presenca de pré-pupas com sintomas da doenca (Figura 19), observou-se a elevagdo
destas com o0 aumento da concentracdo de é&cido téanico na dieta de operaria
oferecida as larvas, em que ClLso para mortaidade de larvas e pré-pupas com
sintomas foi de 0,012 e 0,07% de é&cido tanico incluido na dieta de operaria,

respectivamente.
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Pr 6hite

0.001 0.01 01 1
L og Concentracéo (%)

Figural8 — Mortalidade de crias de A. mellifera em diferentes concentragcoes de
acido tanico. Os simbolos representam a média de quatro repeticoes.
Andlise de proébite: inclinagéo (+ EP) = 6,61 + 0,16; CLso(IC 95%) =
0,012 (0,007 a0,019); a® = 1,01 + 0,03; P=0,0001; e R* = 0,92.

Prébite

0.001 0.01 0.1 1
L og Concentracéo (%)

Figural9 — Pré-pupas com sintomas de criaensacada brasileira em diferentes
concentragdes de &cido tanico. Os simbolos representam a média de
quatro repetices. Andlise de probite: inclinagdo (+ EP) = 2,11+ 0,71;
CLso(IC 95%) = 0,07 (0,04 a0,15); a® = 0,74 + 0,02; P = 0,0001; e R
=0,92.
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Muitos estudos séo realizados com é&cido tanico em relacéo ao seu efeito
toxico em animais. Segundo SUSCHETET (1975), ao incluir &cido tanico na dieta
de ratos, observou-se a reducéo na quantidade de vitamina A contida no figado.

MERCER (1993), ao estudar o efeito da concentragéo do acido tanico no
desenvolvimento de Aedes sierrensis (Diptera: Culicidae), concluiu que o aumento
da concentragdo de écido tanico reduz a velocidade do desenvolvimento larval,
reduzindo também o ndimero de adultos produzidos. Segundo YAN e BENNICK
(1995), os taninos, quando estdo presentes no alimento de varios animais, tém
varios efeitos biologicos prejudiciais, incluindo-se a interferéncia no crescimento
normal e no metabolismo.

GIBSON et d. (1995) observaram a eficacia de Bacillus thuringiensis
subsp. kurstaki em combinagdo com acido tanico retardando o desenvolvimento da
larva de Heliothis virescens; em alguns casos, as larvas desenvolveram-se até o 2°
instar.

BOURCHIER e NEALIS (1993) relataram o desenvolvimento rapido do 1°
ao 3 instar e, a partir deste, um desenvolvimento lento de mariposas da familia
Lymantriidae, apés a utilizagéo de acido tanico nadieta

Segundo BERNAY'S (1978) e HAGERMAN et a. (1992), a presenca de
tanino na dieta de herbivoros geralmente é considerada desvantajosa, pois possui a
propriedade de precipitar proteinas, reduzindo, conseqiientemente, o valor nutritivo
do alimento. BARBEHENN e MARTIN (1994) relataram que dois fatores podem
ser importantes para determinar se um inseto serd afetado quando ingerir taninos:
(1) quando ha permeabilidade das membranas do peritrofico para taninos ou
transformacéo citotoxica de taninos e (2) as condi¢cBes quimicas no intestino
meédio que determinam o destino quimico dos taninos ingeridos. Quando ha
penetracdo de taninos pela membrana peritrofica, estes causam danos no epitélio
do intestino médio e eventual desenvolvimento de lesdes (BERNAY S et al., 1980;
BERNAY'S, 1981).

A membrana peritrofica, porém, confere aguma protecdo contra
compostos quimicos prejudiciais presentes no alimento dos insetos fitéfagos,

além de existirem diferencas de permeabilidade da membrana entre os insetos
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(BARBEHENN e MARTIN, 1992, 1995). Por exemplo, a membrana de Locusta €
permeavel a0 &acido tanico, causando-lhe lesBes no epitélio do intestino e
conduzindo, eventualmente, o inseto a morte. No entanto, a membrana de
Schistocerca é impermeavel a acido tanico presente em plantas de que este inseto
freqUentemente se alimenta (BERNAY'S, 1981).

Com isso, 0s resultados obtidos com o uso de &cido ténico no
desenvolvimento de crias de A. mellifera (africanizadas), indicando a presenca de
sintomas tipicos da doenca cria-ensacada brasileira, evidenciaram que o pélen de S.
polyphyllum contém taninos, e estas moléculas devem ser responsaveis pelo
surgimento da doenca. Apesar de ndo existir nenhum estudo relacionado com o
mecanismo de agdo dos taninos em crias de Apis mellifera, os resultados obtidos
sobre a acdo desses tipos de compostos sobre as proteinas indicaram que dois
mecanismos de acdo em abel has poderiam ser investigados. Um deles poderia estar
relacionado com o efeito sobre as enzimas digestivas, verificado por GOLDSTEIN
e SWAIN (1965) e BERENBAUM (1983), ou mesmo sobre a absorcéo das
proteinas digeridas no intestino, pois BERNAYS et a. (1980) relataram que os
taninos produzem efeitos, principalmente, na digestibilidade de aimento por
precipitacdo de proteina e enzimas digestivas. Segundo CHAPMAN (1998),
desbalanco de nutrientes no alimento pode afetar o crescimento, a muda e aforma
do corpo dos insetos, e, de acordo com CAMARGO (1972) e SANFORD (1996),
as proteinas sdo nutrientes essenciais para 0 desenvolvimento das larvas de abel has,
sem as quais estas ndo se desenvolvem suficientemente para atingir afase adulta. O
segundo mecanismo estaria relacionado com a acéo dos taninos sobre as proteases

responsaveis pela muda, inibindo-as.
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4. RESUMO E CONCLUSOES

Dentre as doencas de crias de Apis mellifera que ocorrem no Brasil, a
cria-ensacada causa maiores prejuizos aos apicultores. Normalmente, essa doenca
€ causada por virus, no entanto, no Brasil, descobriu-se que o agente causador € o
polen de barbatiméo (Stryphnodendron polyphyllum), e a doenca passou a ser
denominada cria-ensacada brasileira (CEB).

Foram feitas coletas de pdlen e inflorescéncia de barbatiméo, os quais
foram submetidos a extragOes sucessivas com solvente hexano e, posteriormente,
com etanol em aparelho Soxhlet, sendo, em seguida, o extrato concentrado pressao
reduzida em evaporador rotatério.

Foram realizados ensaios biol 6gicos com os quatro extratos obtidos, tendo
sido verificado que os tratamentos com os extratos etandlicos na dieta de operéria
promoviam 0 aparecimento de sintoma caracteristico da doenca cria-ensacada
brasileira mesmo em baixas concentracbes, ndo ocorrendo 0 mesmo nos
tratamentos em que era of erecida a dieta de operaria mais o extrato hexanico.

Por apresentar efeito toxico as larvas de abel has, os extratos etandlicos do
polen e da inflorescéncia foram submetidos a uma andise preliminar por
cromatografia de camada delgada (CCD), afim de investigar a sua compl exidade e
selecionar o sistema de solventes a serem utilizados para o seu fracionamento por
cromatografia de coluna (CC). Contudo, ndo foi possivel fracionar o extrato

etandlico dainflorescéncia, pois nenhum ponto foi visualizado na cromatografia de
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camada delgada, ndo ocorrendo 0 mesmo com o extrato etandlico do pdlen, no qual
se observaram, além de aguns pontos bem evidentes, pontuaces contiguas
formando um rastro caracteristico de compostos poliméricos. Com isso e pelo
fato de o género Stryphnodendron ser bastante rico em tanino, foi realizada uma
andlise para confirmacdo e determinacdo do teor de tanino no pdlen e na
inflorescéncia através dos extratos etandlicos desse género.

Através do método para determinacéo de tanino, foi possivel verificar a
presenca deste composto tanto no extrato etandlico do pdlen quanto da
inflorescéncia de S. polyphyllum, pela visuaizacdo da coloracdo azul-escura,
obtendo-se um teor de tanino de 7,91% no pdlen e 21,43% nainflorescéncia.

ApOs a determinagdo de taninos, passou-se a fracionar o extrato etandlico
do polen, do qual foram obtidas trés fragbes. PE(1) 1-21, PE(1) 22-222 e PE(1)
223-269, cadaumacom 0,77 g; 8,45 g; e 0,07 g, respectivamente.

Apds andlise em CCD, a fracdo PE(1) 1-21 foi fracionada novamente, e na
fracéo PE(2) 21-123, obtida através de andlise de espectro no infravermelho, pdde-
se concluir que essa fragéo era formada por acidos graxos. Ensaio biol 6gico dessa
fracdo mostrou-se negativo, ou Sgja, 0s seus constituintes quimicos ndo levavam ao
aparecimento dos sintomas da doenca nas crias de Apis mellifera (africanizadas)
quando adicionados a dieta fornecida a partir do terceiro dia de alimentacéo dalarva
em condic¢des de laboratorio.

A partir da fracdo PE(1) 22-222, obteve-se a fracdo PE(3) 1-126, a qud,
por andlise em CCD, mostrou ser pelo R, possivelmente frutose ou galactose.
Analisando o0 espectro no infravermelho de padrbes de diferentes tipos de
monossacaridios, tornou-se bem evidente tratar-se de frutose. Ensaios biol6gicos
realizados com essafracéo também foram negativos.

Em relacdo a fracdo PE(1) 223-269, ndo foi possivel achar um sistema de
solvente para fracioné-la, sendo apenas realizado ensaio bioldgico nela. Verificou
se a presenca de pré-pupas com sintomas da doenca no tratamento em que era
oferecido as crias dieta de operaria mais 0,07% da fracéo PE(1) 223-269, porém a
média foi bem menor do que a encontrada nos tratamentos em que se acrescentava

a essa dieta a mesma percentagem de extrato etandlico.
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Como o género Stryphnodendron apresenta espécies produtoras de
grandes quantidades de taninos, realizaram-se ensai os biol 6gicos com &cido tanico,
com o objetivo de verificar se este tanino levaria ao aparecimento de sintomas da
criaensacada brasileira. Os resultados obtidos indicaram que, conforme aumentava
a concentracdo de &cido tanico na dieta oferecida as larvas, conseqlentemente
também aumentava a mortalidade destas e ficava evidente a presenca de pré-pupas
com sintoma da doenca. No tratamento em que as larvas foram alimentadas com
1% de &cido ténico, nenhuma cria chegou a pupa.

Com os resultados obtidos, pode-se concluir que o constituinte quimico
responsavel pelos sintomas da criaensacada brasileira estava presente,
predominantemente, na fracdo etandlica do pdlen e da inflorescéncia, e, pela
confirmacdo de taninos nessa fracdo, supds-se que estes pudessem estar envolvidos
no aparecimento da doenca, sendo tal hipotese fortalecida pelos resultados

positivos obtidos nos ensai os biol 6gicos com &cido téanico.

48



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ARRUDA, E.R. O barbatim&o. Arquivo do Servico Florestal, v. 4, p. 101-117,
1950.

ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALITICAL CHEMISTS - AOAC. Official
methods of analysis of the association of official analitical chemists.
Arlington: 1984. p. 187-188.

BAILEY, L., GIBBS, A.J., WOODS, D. Sacbrood virus of the larval honey bee (Apis
mellifera Linnaeus). Virology, v. 23, p. 425-429, 1964.

BAILEY, L. Honey bee pathology. Annual Review of Entomology, v. 13, p. 191-
212, 1968.

BAILEY, L. Strain of sacbrood virus from Apis cerana. Jour nal of Invertebrate
Pathology, v. 39, p. 264-265, 1982.

BAILEY, L., BALL, B.V. Honey bee pathology. New York: Academic Press,
1991. 193p.

BARBEHENN, RV., MARTIN, M.M. The protective role of the peritrophic
membrane in the tannin-tolerant larvae of Orgyia leucostigma (Lepidoptera).
Journal of I nsect Physiology, v. 38, p. 973-980, 1992.

BARBEHENN, RV., MARTIN, M.M. Tannin sensentivity in larvae of
Malacosoma disstria (Lepidoptera) roles of the peritrophic envelope and
midgut oxidation. Journal of Chemical Ecology, v. 20, n. 8, p. 1985-2001,
1994.

49



BARBEHENN, R\V., MARTIN, M.M. Peritrophic envelope permeability in
herbivorous insects. Jour nal of I nsect Physiology, v. 41, p. 303-311, 1995.

BARKER, R.J, LEHNER, Y. Galactose, a sugar toxic to honey bees, found in
exudate of tulip flowers. Apidologie, v. 7, p. 109-111, 1976.

BARKER, R.J. Some carbohydrates found in pollen and pollen substitutes are
toxic to honey bees. Journal of Nutrition, v. 107, n. 10, p. 1859-1862, 1977.

BARRADAS, M.M., HANDRO, W. Algumas observactes sobre a germinacdo da
semente do barbatimdo, Stryphnodendron barbadetimam (Vell.) Mart.
(Leguminosae-Mimosoideade). Boletim de Botanica, v. 2, p. 139-150, 1974.

BASTOS, E. M. A. F. Importancia da caracterizacdo dos gréos de pdlen em
produtos de origem apicola. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE
APICULTURA, 11, 1996. Teresina, Anais... Teresina: 1996. p. 225-228.

BASTOS, E. M. A. F. Graos de pdlen e estruturas secretoras de plantas como
indicadores da origem botanica do mel e da propolis. In. CONGRESSO
BRASILEIRO DE APICULTURA, 12, 1998, Salvador. Anais... Salvador: 1998.
p. 71-72.

BATE-SMITH, E.C., METCALFE, C.R. The nature and distribution of tannins in
dicotyledonous plants. Journal of the Linnaean Society, v. 55, p. 669-705,
1957.

BERENBAUM, M. Effect of tannins on growth and digestion in two species of
papilionids. Entomologia Experimentales et Applicata, v. 34, p. 245-250,
1983.

BERNAYS, EA. Tannins. an aternative viewpoint. Entomologia Experimentales
et Applicata, v. 24, p. 44-53, 1978.

BERNAYS, EA., CHAMBERLAIN, D., McCCARTHY, P. The differential effects of
ingested tannic acid on different species of Acridoidea. Entomologia
Experimentales et Applicata, v. 28, p. 158-166, 1980.

BERNAYS, EA. Pant tannins and insect herbivores. an appraisal. Ecological
Entomology, v. 6, p. 353-360, 1981.

BERNAYS, EA. A gspecialized region of the gastric caeca in the locust,
Schistocerca gregaria. Physiological Entomology, v. 6, p. 1-6, 1981.

50



BOUGHDAD, A., GILLON, Y., GAGNEPAIN, C. Influence des tanins condensés
du tégument de féves (Vicia faba) sur le développement larvaire de
Callosobruchus maculatus. Entomolologia Experimentales et Applicata,
v.42, p. 125-132, 1986.

BOURCHIER, R.S,, NEALIS, V.G.N. Development and growth of early- and late-
instar gypy moth (Lepidoptera: Lymantriidae) feeding on tannin-suplemented
diets. Environmental Entomology, v. 22, n. 3, p. 642-646, 1993.

CAMARGO, JM.F. Manual de apicultura. Sao Paulo: Agrondmica Ceres, 1972.
252p.

CARVALHO, A. C. P. Efeito do pdlen de Stryphnodendron polyphyllum na
doenca Cria ensacada Brasileira em Apis mellifera L. 1758
(Africanizadas) (Hymenoptera: Apidae). Vigosaa UFV, 1998. 48p.
Dissertacdo (Mestrado em Entomologia) - Universidade Federal de Vigosa,
1998.

CARVALHO, A. C. P,, MESSAGE, D. Tedte dainfectividade de extrato de abelhas
doentes com sintomas da Cria ensacada originados do Brasil e da Inglaterra. In:
CONGRESSO BRASILEIRO DE ENTOMOLOGIA, 16, 1997, Sdvador. Anais...
Salvador: 1997. p. 360.

CASEY, M., LEONARD, J, LYGO, B., PROCTER, G. Advanced practical
organic chemistry. New Y ork: Chapmam & Hall, 1990. 264p

CASTRO, H.G. Caracterizacdo isozimética, crescimento e rendimento de
tanino em seis acessos de carqueja (Baccharis myriocephala D.C.). Vigosa:

UFV, 1998. 114p. Dissertacdo (Mestrado em Fitotecnia) - Universidade
Federal de Vicosa, 1998.

CHAPMAN, RF. The insects, structure and function. Cambridge: Cambridge
University Press, 1998. 770p.

CHUNG, K.-T., WONG, T.Y., WEI, C.-I, HUANG, Y.-W. Tannins and human
health: a review. Critical Review in Food Science Nutrition, v. 38, n. 6,
p. 421-464, 1998.

CORREA, M.P. Dicionario das plantas Uteis do Brasil e das exdticas
cultivadas. Rio de Janeiro: ImprensaNacional, 1926. v. 1. 747 p.

D’'MELLO, JP.F.,, DUFFUS, C.M., DUFFUS, JH. Toxic substances in crop
plants. Royal Society of Chemistry, 1991. 339p.

FEENY, P. Seasonal changesin oak leaf tannins and nutrients as a cause of spring
feeding by winter moth caterpillars. Ecology, v. 51, n.4, p. 565-581, 1970.

51



FREE, JB. A organizacéo social das abelhas (Apis). S&o Paulo: EDUSP, 1980.
78p.

GEMTCHUJNICOV, I.V. Manual detaxonomia vegetal . Sd0 Paulo: Agrondmica
Ceres, 1976. 368p.

GIBSON, D.M., GRENSPAN-GALLO, L., KRASNOFF, SB., KETCHUM, R.E.B.
Increased efficacy of Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki in combination
with tannic acid. Journal of Ecoomic Entomology, v. 88, n. 2, p. 270-277,
1995.

GOLDSTEIN, JL., SWAIN, T. The inhibition of enzymes by tannins.
Phytochemistry, v. 4, p. 185-192, 1965.

GRANT, V. The flower constancy of bees. Botanical Review, v. 16, n. 17,
p. 379-398, 1950.

GRIFFITHS, D.W. Condensed tannins. In: D'MELLO, J.P.F., DUFFUS, CM.,
DUFFUS, JH. Toxic substancesin crop plants. Royal Society of Chemistry,
1991, p. 180-201.

GUERRA, M. O., ARAUJO, F. C., CERQUEIRA, E., GONCALVES, M. A. &
PETERS, V. M. Barbatimao (Stryphnodendron polyphyllum M.): perspectiva
de um biocida pararatos. Ciéncia e Cultura, v. 34, n. 4, p. 510-512, 1982.

HAGERMAN, A.E., ROBBINS, C.T. WEERASURIYA, Y., WILSON, T.C,
MCARTHUR, C. Tannin chemistry in relation to digestion. Journal of Range
Management,v. 45, n. 1, p. 57-62, 1992.

HARBORNE, JB. Introduction to ecological biochemistry. New York:
Academic Press, 1988. 356p.

HASLAM, E. Chemistry of vegetabletannins. London: Academic Press, 1966.

IKAN, R. Natural productsa laboratoty guide. London, 1991. 360p.

KAROWE, D.N. Differential effect of tannic acid on two tree-feeding
Lepidopterac implications for theories of plant anti-herbivore chemistry.

Oecologia, v. 80, p. 507-512, 1989.

KEESE, R, MIILER, RK., TOUBE, T.P. Fundamentalsof preparative organic
chemistry. London: John Willey & Sons, 1988. 149p.

52



LIMA, JC.S, MARTINS, D.T.O., SOUZA JUNIOR, P.T. Experimental evauation
of stem bak of Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville for
antiinflammatory activity. Phytother apy Research, v. 12, p. 218-220, 1998.

LORENZI, H. Arvores brasileiras: manual de identificacZo e cultivo de plantas
arbéreas nativas do Brasil. Nova Odessa: Plantarum, 1992. 352p.

MARTIN, M.M., ROCKHOLM, D.C., MARTIN, J.S. Effects of surfactants, pH, and
certain cations on precipitation of proteins by tannins. Journal of Chemcal
Ecology, v. 11, n. 4, p. 485-493, 1985.

MESSAGE, D. Como detectar doencas de abelhas na colOGnia e enviar amostras
para o diagnéstico em laboratério. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE
APICULTURA, 1992, Canddléria. Anais... Candeléria, 1992. p. 91-96.

MESSAGE, D., BALL, B.V., SILVA, I.C. A Serious brood disease affecting
africanized honeybees (Apis mellifera). In. APIMONDIA CONGRESS, 34,
1995, Lausane. Proceedings... Lausane: Apimondia, 1995. 203p.

MESSAGE, D., SILVA, I.C., BALL, B.V. Estudo epidemiolégico de uma doenca
semelhante a Cria ensacada na regido de Altindpolis/SP. In: CONGRESSO
BRASILEIRO DE APICULTURA, 1996, Teresina. Anais... Teresina: 1996.

MESSAGE, D. Management and disease problems of africanised bees in
Brazil. Parkstone: The Central Association of Bee-Keepers, 1997. 15p.

MERCER, D.R. Effect of tannic acid concentration on development of the western
treehole mosquito, Aedes sierrensis (Diptera: Culicidag). Journal of
Chemical Ecology, v. 19, n. 6, p. 1119-1127, 1993.

MORI, F.A. Uso de taninos da casca de Eucalyptus grandis para producéo de
adesivos. Vigosas UFV, 1997. 47p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia
Florestal) - Universidade Federal de Vicosa, 1997.

MORS, W.B., RIZZINI, C.T. Useful plants of Brasil. S&o Francisco: Holden-Day,
1966. 166p.

OCCHIONI MARTINS, E. M. Distribuicdo geografica do género Stryphnodendron
com descricdo de nova especie (Leg., Mim.). Revista Brasileira de Biologia,
v. 40, n. 4, p. 729-732, 1980.

OCCHIONI MARTINS, E. M. Stryphnodendron Mart. (Leguminosae
Mimosoideae) com especial referéncia aos taxa Amazonicos. Rio de
Janeiro: UFRJ, 1981. 143p. Dissertagdo (Mestrado em Boténica) -
Universidade Federal do Rio de Janeiro, 1981.

53



PALAZZO-DE-MELLO, JC., PETEREIT, F., NAHRSTEDT, A. Monomeric
flavan-3-ols from the stem bark of Stryphnodendron adstringens. Planta
Medica, v. 59, p. A607, 1993.

PALAZZO-DE-MELLO, JC., PETEREIT, F., NAHRSTEDT, A. Havan-3-ols and
prodel phinidins from Stryphnodendron adstringens. Phytochemistry, v. 41,
n. 3, p. 807-813, 1996.

PANIZZA, S, ROCHA, A.B. GECCHI, R., SOUZA-SILVA, RAP.
Stryphnodendron barbatiman (Vellozo) Martius: toer em tanino na casca e
sua propriedade cicatrizante. Revista de Ciéncias Farmacéuticas, v. 10,
p. 101-106, 1988.

PEREIRA, CA., PESSOA, JM., SANTOS, H.L. Experimental intoxication by
Stryphnodendron barbatiman Mart. in cattle. I. Clinical signs. Arquivo
Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia v. 41, p. 389-403, 1989a.

PEREIRA, C.A., SANTOS, H.L., PESSOA, JM. Experimenta intoxication by
Stryphnodendron barbatiman Mart. in cattle. 1l. Anatomo-histopathologic
aspects. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia v. 41,
p. 405-413, 1989b.

PEREIRA, CA., SANTOS, H.L., PESSOA, JM. Experimental intoxication by
Stryphnodendron barbatiman Mart. in cattle. I1l. Laboratorial data. Arquivo
Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia v. 41, p. 415-432, 1989c.

PIZZI, A. Wood adhesives. chemistry and technology. New York: Marcell
Dekker, 1983. 364p.

POTT, A., POTT, V.J. Plantasdo Pantanal. Brasilia EMBRAPA, 1994. 320p.

POZO, L.A. Estudo “in vitro” do efeito de extratos aquosos de plantas
medicinais sobre Clostridium difficite. Vicosa: UFV, 1997. 77p. Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) - Universidade Federal de
Vicosa, 1997.

RESENDE, S. J. Nutri¢cdo mineral do barbatimao (Stryphnodendron adstringens)
(Mart) Coville. Selva, v. 76, p. 23-33, 1971.

RIZZINI, C.T., MORS, W.B. 1976. Botanica econdmica brasileira. Sdo Paulo:
EDUSP, 1976. 229p.

RODRIGUES, F. R. Efeito do extrato aguoso de embrido-cotilédone de

Stryphnodendron obovatum Benth no ciclo de vida de Drosophila
melanogaster. Ciéncia e Cultura, v. 34,n.7, p. 906-908, 1982.

54



ROSENTHAL, G.A. The protective action of a higher plant toxic product.
BioScience. v. 38, n. 2, p. 104-109, 1988.

SANFORD, M.T. Protein Management: The other side of the nutritional coin in
apiculture. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE APICULTURA, 11, 1996.
Teresina. Anais... Teresina: 1996. p. 51-57.

SANTOS, J. J, MESSAGE, D. Utilizagcao de mini-recrias para producéo de gelela
red. In. CONGRESSO BRASILEIRO DE APICULTURA, 1984, Vicosa
Anais... Vigosa: UFV, 1984. p. 307-311.

SHIMADA, A.N. Avaliacéo dos taninos da casca de Eucalyptus grandis como
preservativo de madeira. Vicosa: UFV, 1998. 114p. Dissertacéo (Mestrado
em Fitotecnia) - Universidade Federal de Vicosa, 1998.

SHIMANUKI, H., KNOX, D. Diagnosis of honey bee diseases. Washington:
Department of Agriculture, 1991. 53p. (Handbook, AH-690).

SILVA, |I. C. Avaliagdo de dietas para criacdo de operarias e zangdes de Apis
mellifera L. (Africanizadas) (Hymenoptera: Apidae) em condigcdes de
laboratorio. Vigosas UFV, 1995, 85p. Dissertacdo (Mestrado em
Entomologia) - Universidade Federal de Vigosa, 1995.

STEINLY, B.A., BERENBAUM, M. Histopathological effects of tannins on the
midgut epithelium of Papilio polyxenes and Papilio glaucus. Entomologia
Experimentaleset Applicata, v. 39, p. 3-9, 1985.

SUSCHETET, M. Influence de I’ acide tannique sur la teneur du foie en vitamine A
chez le Rat soumis a un régime aimentaire équilibré ou privé de cette vitamine.
Comptes Rendus des Séances de la Societe de Biologie et de sesfiliales, v.
169, n. 4, p. 970-973, 1975.

SWAIN, T. Tannins and lignins. In: ROSENTHAL, G.A., JANSEN, D.H.
Herbivorestheir interaction with secondary plant metabolites. New Y ork:
Academic Press, 1979. p. 657-682.

TEIXEIRA, M.L., SOARES, A.R., SCOLFORO, JR.S. Variagdo do teor de tanino
da casca de barbatiméo (Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville) em 10
locais de Minas Gerais. CiénciaePratica, v. 14, n. 2, p. 229-232, 1990.

TOKARNIA, CH., PEIXOTO, PV., GAVA, A., DOBEREINER, J. Intoxicaco

experimental por Stryphnodendron coriaceum (leg. Mimosoideae) em
bovinos. Pesquisa Veterinaria Brasileira, v. 11, n. 1/2, p. 25-29, 1991.

55



VANDENBERG, JD., SHIMANUKI, H. Technique for rearing worker honeybees
in he laboratory. Jour nal of Apicultural Research, v. 26, n. 2, p. 90-97, 1987.

YAN, Q.Y., BENNICK, A. Identification of histatins as tannin-binding protein in
human saliva. Biochemical Journal, v. 311, p. 341-347, 1995.

ZUCKER, W.V. Tannins. does structure determine function? An ecological
perspective. The American Naturalist, v. 121, n. 3, p. 335-365, 1983.

56



APENDICE

57
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1- Modo de preparo dos reagentes utilizados na andlise do rendimento de tanino:

a) Follin-Denis: foram adicionados, em 75 mL de &gua, 10 g de tungstato de sodio,
2 g de acido fosfomolibdico e 5 mL de acido fosférico. A misturafoi refluxada
por duas horas, e, apos o resfriamento a temperatura ambiente, completou-se o
volume para 100 mL.

b) Solucéo saturada de carbonato de sodio: adicionaram-se 35 g de Na,COjs anidro
em 100 mL de &gua, dissolvidos a 70-80°C; deixou-se resfriar por toda a noite,
sendo, entdo, a solucéo saturada com cristas de Na,CO3.10 H,0 filtrada

2 - Equacdo de regressdo da curva-padréo na determinacédo do teor de tanino:

y = 0,00665 + 62,80233X
R?=0,99

Quadro 1A — Quadro da andlise de variancia da mortalidade de larvas (ML),
presenca de pré-pupas com sintomas (PS) e sobrevivéncia (SB) de
Apis mellifera (africanizadas) tratadas com dieta de operaria e
extratos de polen

FV. GL. S0 OMR F

T 3 59,4571 19,8190

ML 9,53
R 12 24,9497 2,0791
T 3 872,3229 290,7743

PS 80,38*
R 12 43,4008 3,6175
T 3 1.456,4820  485,4941

SB 248,87*
R 12 23,8890 1,9508

*  Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.
ns Nao-significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.
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Quadro 2A — Quadro da andlise de variancia da mortalidade de larvas (ML),
presenca de pré-pupas com sintomas (PS), pupas malformadas
(PMAL) e sobrevivéncia (SB) de Apis mellifera (africanizadas),
tratadas com dieta de operaria e extratos da inflorescéncia

FV. GL. 0 OMR F
T 3 76,7939 25,5980
ML 13,47+
R 12 22,7969 1,8997
T 3 868,8595 289,6198
PS 84,22+
R 12 41,2675 3,4390
T 3 26,8581 8,9527
PMAL 14,11*
R 12 7,6129 0,6344
T 3 1647,0730 549,0242
SB 132,00
R 12 49,9099 4,1592

*  Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.
ns Nao-significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.
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