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RESUMO

LIMA, A. B. S. Prospeccao de constituintes bioativos em propolis vermelha do estado da
Bahia: utilizagéo de espectroscopia NIR e MIR para calibragdo multivariada. Itapetinga-
BA: UESB, 95 p. 2020. Dissertagdo. (Mestrado em Engenharia e Ciéncias de Alimentos, Area

de Concentracdo em Ciéncia de Alimentos). *

A propolis vermelha brasileira tem origem botanica em uma leguminosa conhecida como rabo-
de-bugio e apresenta composicao quimica e propriedades biologicas diferenciadas dos demais
tipos de prépolis. Essa composicao pode variar com as condi¢des climaticas, sazonais e de flora
da regido de producdo. Este estudo tem como objetivo avaliar o potencial bioativo da propolis
vermelha da Bahia através de quimiometria. Para isso foram utilizados métodos de analise
multivariada com dados de analises convencionais como: constituintes fendlicos totais (CFT) e
flavonoides totais (FT), atividade antioxidante por DPPH, poder redutor (PR) e protecdo do
sistema [-caroteno/acido linoleico (BCAL), cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e
métodos ndo convencionais: espectros de infravermelho proximo (NIR) e médio (MIR). Foram
analisadas 44 amostras de propolis vermelha do estado da Bahia, coletadas de colmeias,
produtores, estacdes e anos diferentes. Os dados foram obtidos e discriminados por analise de
agrupamento (AG), componentes principais (ACP) e correlagdes canonicas (ACC). Modelos
matematicos foram ajustados por regressdo linear multipla (RLM) e por minimos quadrados
parciais (RMQP) para predizer valores de potencial antioxidante com dados de CLAE, NIR e
MIR. As analises convencionais indicaram heterogeneidade entre as amostras, com teor médio
de CFT de 67,68 (mg &cido galico.g™ amostra) e FT de 73,41 (mg catequina.g™ de amostra).
Demonstram potencial antioxidante primario (CEso do DPPH de 0,72 mg.mL™) e secundario
(CEso do PR de 0,27 mg.mL™ e %protecdo BCAL de 82,57). Esses dados possibilitaram a
diferenciacdo qualitativa de amostras de prépolis vermelha com qualidade antioxidante superior
ou inferior. A ACC foi melhor na separacdo dos grupos em relacdo as demais analises
qualitativas com destaque para a classificacdo gerada com dados de MIR. Quanto as analises
quantitativas, a RMQP gerou melhores parametros de ajuste e os dados do MIR das amostras
se destacaram pela alta correlacdo entre valores reais e preditos. Esses dados indicam que essa
técnica pode ser utilizada para predizer a qualidade antioxidante de propolis vermelha de forma
confiavel e precisa sendo uma alternativa de substituicdo de analises dispendiosas.

Palavras-chave: Anélise multivariada, capacidade antioxidante, CLAE

*Qrientador: D. Sc. UESB Leandro Soares Santos; Co-orientadores: D. Sc. UESB Marcondes Viana da Silva; D2
Sc. UESB Cristiane Martins Veloso.
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ABSTRACT

LIMA, A. B. S. Prospection of bioactive constituents in red propolis from the state of
Bahia: use of NIR and MIR spectroscopy for multivariate calibration. Itapetinga-BA:
Itapetinga-BA: UESB, 95 p. 2020. Dissertation. (Master in Engineering and Food Sciences,

Concentration in the Food Science area.).*

Brazilian red propolis has botanical origins in a legume known as rabo-de-bugio and has a
chemical composition and biological properties differentiated from other types of propolis. This
composition may vary with climatic, seasonal, and flora conditions in the region of production.
This study aims to evaluate the bioactive potential of red propolis from Bahia using
chemometry. For this, multivariate analysis methods were used with conventional analysis data
such as: total phenolic constituents (CFT)! and total flavonoids (FT)?, the antioxidant activity
of DPPH, reducing power (PR)® and protection of the B-carotene system / linoleic acid
(BCAL)* high performance liquid chromatography (HPLC) and non-compatible methods: near
infrared (NIR) and middle (MIR) spectroscopy. 44 samples of red propolis from the state of
Bahia were analyzed, collected from hives, producers, seasons, and different years. The data
were obtained and separated by cluster analysis (CA), principal components analysis (PCA),
and canonical correlations analysis (CCA). Mathematical models were adjusted by multiple
linear regression (MLR) and partial least squares (PLS) to predict antioxidant potential values
with HPLC, NIR, and MIR data. As the defined statistics indicate the heterogeneity between
the samples, with an average CFT content of 67.68 (mg of the gallic acid.g™ sample) and FT of
73.41 (mg of catechin.g™ sample). Which demonstrate primary antioxidant potential (EC50 of
DPPH of 0.72 mg.mL™) and secondary (EC50 of PR of 0.27 mg.mL* and% BCAL protection
of 82.57). These data enabled the qualitative differentiation of samples of red propolis with
superior or inferior antioxidant quality. The ACC was better at separating the groups concerning
the other qualitative analysis with emphasis on the classification originated with MIR data. As
for the quantitative analysis, PLS caused better adjustment parameters, and the MIR data of the
samples stood out for the high correlation between real and predicted values. These data
indicate that this technique can be used to predict the antioxidant quality of red propolis reliably
and accurately as an alternative to replacing expensive analyzes.

Keywords: Multivariate analysis, antioxidant capacity, HPLC.

*Advisor: D. Sc. UESB Leandro Soares Santos; Co-advisors: D. Sc. UESB Marcondes Viana da Silva; D2 Sc.
UESB Cristiane Martins VVeloso.

! From Portuguese: Constituintes Fendlicos Totais (CFT).

2 From Portuguese: Flavonoides Totais (FT).

3 From Portuguese: Poder Redutor (PR).

4 From Portuguese: B-caroteno/acido linoleico (BCAL).



I. REFERENCIAL TEORICO

1. INTRODUCAO GERAL

A propolis é um produto apicola que apresenta diversos tipos de atividades bioldgicas
atribuidas aos seus constituintes quimicos, e por isso tem ocupado lugar de destaque no mercado
nacional e internacional (COSTA et al., 2014). Sua composi¢do quimica e cor dependem da
biodiversidade da regido visitada pelas abelhas, assim, as substancias presentes encontram-se
diretamente relacionadas com a composi¢cdo quimica da resina da planta de origem
(GHISALBERTI, 1979; MACHADO et al., 2016) e sua coloracdo pode variar do marrom
escuro passando a uma tonalidade esverdeada até o marrom avermelhado (ADELMANN, 2005;
ANDRADE et al., 2017).

Estudos indicam a presenca de quantidades significativas de constituintes fenolicos na
prépolis vermelha, os quais permitem diferencia-la dos demais tipos de propolis (ANDRADE
et al., 2017). Dentre eles podem ser destacados a biochanina A, a daidzeina, a pinocembrina, a
formononetina, a quercetina, o vestitol e neovestitol, a liquiritigenina, e a isoliquiritigenina,
considerados como seus biomarcadores (FROZZA et al., 2013; LOPEZ et al., 2014;
MENDONCA et al., 2015). Alguns desses compostos tem sido associados a atividades
antibacterianas (TRUSHEVA et al., 2006; MACHADO et al., 2016; REGUEIRA-NETO et al.,
2017; SILVA et al.,, 2017; RUFATTO et al., 2018; FREIRES et al., 2018), antitumorais
(FROZZA etal., 2013; MENDONGCA et al., 2015; SILVA et al., 2017; RUFATTO et al., 2018),
anti-inflamatorias (FREIRES et al., 2018) e antioxidantes (TRUSHEVA et al., 2006; OLDONI
et al.,, 2011; FROZZA et al., 2013; MENDONCA et al., 2015; MACHADO et al., 2016;
ANDRADE et al., 2017; SILVA et al., 2017).

O estado de Alagoas foi o pioneiro na producdo, pesquisa, reconhecimento e
consolidacdo da prépolis vermelha (SEBRAE, 2014a). No entanto, todo o litoral do Nordeste
brasileiro apresenta condic¢bes favoraveis para a producdo desse tipo de propolis, ja que sua
origem botéanica é uma leguminosa conhecida como rabo-de-bugio (Dalbergia ecastophyllum).
Essa planta cresce em abundancia na area de mangues e é a provavel responsavel por esses
compostos de atividade biologica (RUFATTO et al., 2018). Entretanto, em razao das diferentes
condigdes climaticas, sazonais e de flora, a prépolis vermelha pode apresentar diferencas na
composigdo quimica de acordo com estados ou microrregides, podendo ocorrer variagdes no
seu potencial bioativo, levantando questdes determinantes sobre a analise e certificacdo da
qualidade da prépolis (ANDRADE et al., 2017; MACHADO et al., 2016; NUNES et al., 2009;
PARK et al., 2002; SILVA et al., 2006). Esses levantamentos indicam a importancia de se
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avaliar a propolis vermelha produzida em diferentes estados do Nordeste quanto a composi¢do
e a bioatividade a fim de verificar possiveis diferencas e/ou similaridades.

Alguns estudos tem utilizado essas diferencas para promover a indicacdo de qualidade
de outros tipos de propolis. Os quais tém associado dados de composicéo fendlica, potencial
antioxidante e técnicas de espectroscopia no infravermelho através de métodos quimiométricos
de classificacdo e quantificacdo (CHENG et al., 2013; LOPEZ et al., 2014; SALGUEIRO;
CASTRO, 2016; REVILLA et al., 2017; SILVA et al., 2018; CALEGARI et al., 2019). A
espectroscopia na regido do infravermelho tem sido amplamente utilizada por se tratar de uma
técnica rapida e que ndo requer preparo de amostra ou reagentes. Se baseia em alteragdes nos
modos vibracionais e rotacionais das moléculas ao receberem esse tipo de radiacdo
(BARBOSA, 2007; SKOONG; HOLLER; NIEMMAN, 2009) e como cada ligacdo possui sua
prépria frequéncia natural de vibracdo torna a técnica de alta sensibilidade e precisdo (PAVIA
et al., 2010). Por gerar um nimero elevado de dados, € comum sua utilizacdo associada a
métodos estatisticos multivariados que possibilitem identificar padrées dos materiais em
processo, agrupamento de amostras, permitindo também estimar valores de parametros
analiticos apds metodologias de calibracdo prévia (SANTQOS, 2007).

Assim, o presente estudo objetiva avaliar a qualidade bioativa da prépolis vermelha
produzida no estado da Bahia utilizando técnicas convencionais e de espectroscopia no

infravermelho através de quimiometria.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.  Propolis: aspectos gerais

A propolis vem ocupando lugar de destaque no mercado nacional e internacional de
produtos apicolas (COSTA et al., 2014). De acordo com Lopes (2009), a producéo de propolis
expandiu e adquiriu maior importancia no agronegécio, com aumento de demanda no mercado
interno e significativa representacdo nas exportagdes do setor. Um boletim divulgado pelo
Servigo Brasileiro de Apoio as Micro e Pequenas Empresas (SEBRAE) em 2014, traz o Brasil
como o terceiro maior produtor mundial de prépolis, sendo as condi¢des climaticas, geograficas
e as caracteristicas da vegetacao, cruciais para este sistema de producdo. Mostra ainda que 92%
da propolis in natura consumida no Japéo é de origem brasileira (SEBRAE, 2014a).

Segundo Teixeira et al. (2003), a forte inser¢cdo da prépolis no mercado se deve,
essencialmente, ao grande numero de constatacdes dos diversos tipos de atividades bioldgicas
atribuidas aos seus constituintes quimicos. Como consequéncia, observou-se incremento do
valor agregado ao produto, sendo este um dos importantes indicadores que representam a cadeia
produtiva da apicultura.

A Instrucdo Normativa N°3, de 19 de Janeiro de 2001, ao aprovar os regulamentos
técnicos de identidade e qualidade de produtos apicolas, define propolis como sendo o produto
oriundo de substancias resinosas, gomosas e balsdmicas, colhidas pelas abelhas, de brotos,
flores e exsudados de plantas, nas quais as abelhas acrescentam secrecdes salivares, cera e pélen
para elaboracdo final do produto (BRASIL, 2001). A palavra propolis é derivada do grego pro-
, em defesa, e polis-, comunidade, isto é, em defesa da comunidade, ou da colmeia
(GHISALBERTI, 1979), assim, esta substancia é utilizada pelas abelhas na protecdo da colmeia
contra a proliferacdo de microrganismos, incluindo fungos e bactérias, utilizada também para
isolamento térmico e contra inimigos, no preparo de locais assépticos para a postura da abelha
rainha e na mumificacdo de insetos invasores (ADELMANN, 2005; SILVA et al., 2006).

Segundo Gémez-Caravaca et al. (2006), a propolis € composta de resina (50%), cera
(30%), oleos essenciais (10%), polen (5%) e outros compostos (5%). Foram identificados mais
de 200 compostos diferentes, tais como acidos fendlicos e seus ésteres, flavonoides, terpenos,
vitaminas (B1, B2, B6, C e E ) e minerais (aluminio, antiménio, calcio, césio, cobre, ferro, litio,
manganés, mercurio, niquel, prata, vanadio e zinco) (ALMEIDA; MENEZES, 2002).

A composicdo quimica da propolis € dependente da biodiversidade da regido visitada
pelas abelhas. Portanto, as substancias presentes encontram-se diretamente relacionadas com a
composicao da resina da planta de origem (GHISALBERTI, 1979; MACHADO et al., 2016).
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Assim, a complexidade e a composi¢do quimica da prépolis sdo decorrentes de varios fatores,
entre eles se destacam a ecologia da flora de cada regido (ANDRADE et al., 2017; MACHADO
etal., 2016; PARK et al., 2002) e a sazonalidade e clima de producéo e colheita ( SILVA et al.,
2006; NUNES et al., 2009). As amostras tropicais de propolis, especialmente as brasileiras, tém
mostrado diferencas significativas nas suas composi¢des quimicas em relacdo a propolis da
zona temperada (NUNES et al., 2009).

De acordo com Bankova (2005) e Silva et al. (2008), entre as fontes vegetais da propolis
brasileira estdo a Baccharis spp., particularmente a Baccharis dracunculifolia (alecrim do
campo) e a Dalbergia ecastophyllum (rabo-de-bugio), sendo a coloracdo da prdpolis
dependente de sua procedéncia e podendo variar da cor amarelada, parda, esverdeada, marrom
e outras, dependendo da origem botanica e idade (BRASIL, 2001; MARCUCCI, 1996).

Mendonca (2011), Park et al. (2000) e Park et al. (2002), realizaram a classifica¢éo de
amostras de prépolis em treze grupos principais de acordo com estados do Brasil e por cor
devido a diferencas nas origens botanicas e constituintes quimicos, os quais podem variar de

acordo com os fatores citados anteriormente. Esses dados estdo resumidos no Quadro 1.

Quadro 1 - Classificacdo dos tipos de propolis brasileiras.

Grupo Estados Cor Origem Boténica
1 Rio Grande do Amarelo e amarelo -
Sul escuro
2 Rio Grande do Castanho claro -
sul
3 Parana Castanho escuro Resina do boté&o floral de Populus
alba
4 Parana Castanho claro -
5 Parana Marrom esverdeado -
6 Bahia Marrom avermelhado | Resina das folhas jovens de Hyptis
divaricata
7 Bahia Marrom esverdeado -
8 Pernambuco Castanho escuro Resina do boté&o floral de Populus
alba
9 Pernambuco Amarelo e amarelo -
escuro
10 Ceara Amarelo e amarelo -
escuro
11 Piaui Amarelo e amarelo -
escuro
12 Séo Paulo e Verde ou Marrom Resina de folhas jovens de
Minas Gerais esverdeado Baccharis dracunculifolia
13 Alagoas, Bahia e Vermelha Exsudado do caule de Dalbergia
Pernambuco ecastophyllum

Fonte: Mendonca (2011), Park et al. (2000) e Park et al. (2002) adaptado.
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Andrade et al. (2017), avaliando os componentes bioativos e o0 potencial antioxidante
da prépolis marrom, verde e vermelha do Nordeste do Brasil, encontraram valores superiores
de compostos fendlicos para amostra de propolis vermelha em relacdo as demais, 0s quais sdo
responsaveis pelas propriedades funcionais da propolis. Essa variacdo foi atribuida ao fato de
que a composicao quimica da prépolis pode variar significativamente dependendo da vegetacao
que cresce em torno das colmeias, podendo influenciar na atividade biolégica (ANDRADE et
al., 2017).

A propolis vermelha do grupo 13 pode ser encontrada principalmente nos estados de
Alagoas, Bahia e Pernambuco, sua fonte apicola é o exsudato do caule da Dalbergia
ecastophyllum, e o0s seus constituintes quimicos de maior destaque sdo flavonoides
(pinocembrina, formononetina, rutina, quercetina, dalbergina entre outros) e acidos fendlicos
(&cido feralico) (MENDONCA, 2011; PARK et al., 2000).

2.2.  Propolis Vermelha

Segundo o SEBRAE (2014b), devido as propriedades medicinais reconhecidas e
utilizadas, principalmente pela industria farmacéutica, a propolis vermelha possui um valor
agregado diferenciado em relacdo a propolis verde, tipo mais comum. Esse tipo de prépolis tem
chamado atencdo de compradores internacionais como Japoneses e Chineses, 0s quais tem
investido consideravelmente em pesquisas.

Desde a década de 90, alguns trabalhos vem descrevendo o potencial biol6égico da
prépolis de cor vermelha encontrada em Cuba e na Venezuela, e demonstraram atividade
antimicrobiana, cicatrizante e antioxidante, sendo identificados os seus antecessores botanicos
como Clusia nemorosa e a Clusia scrobiculata (TRUSHEVA et al., 2006).

A propolis vermelha brasileira geralmente é encontrada em colmeias préximas a
manguezais do litoral brasileiro, especialmente na regido Nordeste (PARK et al., 2002; SILVA
et al., 2008). A origem boténica dessa prépolis em tons de vermelho é uma leguminosa
conhecida como rabo-de-bugio (Dalbergia ecastophyllum), que cresce em abundancia na area
de mangues. Na Figura 1 observa-se a area de mangue do Nordeste brasileiro e seus climas
predominantes, indicando os locais com potencial para produgdo da propolis vermelha bem
como as diferencas climaticas existentes. Atraves dela podem se observar grandes diferencas
em relacdo a umidade predominante do ar e 0s niveis de precipitacdo de chuva nessas areas, 0
que pode gerar diferencas na composi¢do da propolis vermelha produzida nessas diferentes
areas. Esses comportamento foi observado por Lopez (2014), o qual indica que amostras de
propolis vermelha, embora todas provenientes de regides litoraneas do nordeste do Brasil,

apresentam diferencas na composicdo quimica. O mesmo autor levanta algumas questdes que



devem ser levadas em consideragcdo, como as similaridades ou diferencas entre amostras de
prépolis vermelha de diferentes regides; a quantidade de fontes botanicas compartilhadas, ao
se considerar tém amostras de origens geograficas diferentes e; a possibilidade de associar
diretamente a composicao da amostra de prépolis com a sua cor. Esses levantamentos indicam
a importancia de se avaliar a propolis vermelha produzida em diferentes estados do Nordeste

quanto a composicao e a bioatividade a fim de verificar possiveis diferencas e/ou similaridades.
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Figura 1 - Areas de mangue do Nordeste brasileiro e seus respectivos climas. Fonte: O autor.

2.2.1. Compostos bioativos da prépolis vermelha

Algumas moléculas constituintes como elemicina, isoelemicina, metil isoeugenol, metil
eugenol, formononetina, biochanina A, isoliquiritigenina, liquiritigenina, medicarpina,
homopterocarpan, quercetina e vestitol foram encontradas em estudos de caracterizagdo dessa
prépolis vermelha, as quais permitem diferencid-la de outros tipos de propolis brasileira
(ANDRADE et al., 2017; RUFATTO et al., 2018; SILVA et al., 2008; TRUSHEVA et al.,
2006).

Oldoni (2007) ao avaliar a capacidade antioxidante de isoflavonas da propolis vermelha
e a bioatividade de Dalbergia odorifera T. Chen., observou a importancia dessa familia das

leguminosas (as quais produzem isoflavonoides como metabdlitos secundarios em resposta a
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condic@es de estresse sofridas pela planta) como fonte de resina para a prépolis, além de sugerir
um grande potencial bioldgico para a prépolis vermelha brasileira.

Os compostos daidzeina, biochanina A (LOPEZ et al., 2014), pinocembrina e quercetina
(MENDONCGCA et al., 2015) sdo biomarcadores da propolis vermelha brasileira. Além desses
compostos, outros estudos trazem ainda como biomarcadores da prdpolis vermelha o vestitol e
neovestitol, C-glicosideo, liquiritigenina, isoliquiritigenina, formononetina e medicarpina
(FROZZA et al., 2013; LOPEZ et al., 2014).

Andrade et al. (2017), avaliando os componentes bioativos da prdpolis vermelha
encontraram quantidades significativas de constituintes fenolicos, e associaram a presenca de
alguns desses compostos polifendlicos a atividades antibacterianas, antitumorais, anti-
inflamatdrias, antioxidantes e ainda outras propriedades terapéuticas benéficas a satde humana.
Segundo Or3olic e colaboradores (2004), tais caracteristicas bioativas podem ser atribuidas aos

constituintes como os flavonoides.

2.2.2. Propriedades bioativas da prépolis vermelha

Freires et al. (2018) listaram as cepas microbianas as quais a propolis vermelha tem
apresentado atividade antimicrobiana. Os autores indicaram potencial antimicrobiano de cepas
gram positivas, para Actinomices naeslundii, Streptococcos mutans, Streptococcos sobrinus,
Staphylococcos aureus e Enterococcus sp., com concentrac@es inibitérias minimas variando de
3,8 a 1024 pug.mL?; ja para cepas gram negativas, para Klebsiella sp., Escherichia coli,
Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans e Pseudomonas
aeruginosa, com concentracdes inibitorias minimas variando de 25 a 500 pg.mLt. Os autores
indicaram ainda que esse potencial contribui para o controle da carie dentaria e doenca
periodontal, além de acdo anti-inflamatoria, inibindo a migracdo de neutréfilos para a cavidade
peritoneal de camundongos, na dose de 10 mg.kg™? de peso corporal, sendo considerada tdo
eficaz quanto o medicamento padréo anti-inflamatério utilizado.

Atividades antitripanosomos, antileishmania e citotdxica da prépolis vermelha
brasileira foram determinadas por Regueira-Neto et al. (2018). Os autores observaram que
doses variando de 35 a 200 pug.mL ™ eram suficientes para inibir 50% das cepas de Leishmania,
enquanto que para inibir 50% das cepas de Tripanosomos foram determinadas concentragfes
variando de <31 a 60 pug.mL™, ja a citotoxicidade para 50% dos Fibroblastos variou de 48 a 142
pg.mL?. Concluiram que as amostras de propolis vermelha apresentaram alta atividade
citotoxica contra os parasitas e que apesar de apresentar alta citotoxicidade a células de

fibroblastos sdo seguras para serem usada em concentracdes especificas.
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A atividade antibacteriana da prépolis vermelha foi determinada por Rufatto et al.
(2018), que determinaram uma concentracdo inibitoria minima variando de 125 a 5000 pg.mL"
! para Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus.
Os autores indicaram o uso da prépolis vermelha e seus derivados como uma alternativa contra
microrganismos patogénicos na area de satde e na industria de alimentos.

Machado et al. (2016), avaliando a composi¢do quimica e atividade bioldgica de
extratos de prépolis marrom, verde e vermelha do Brasil, observaram agdo antimicrobiana
contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli para propolis vermelha com concentracdo
inibitéria minima variando de 25 a 800 pg. mL™. Quanto a agdo antitumoral de linhagens
celulares de melanoma, ao avaliar os efeitos antiproliferativos, os autores observaram que apos
24 e 48 horas de incubacdo, os extratos provocaram inibicdo significativa da proliferacédo celular
em comparacao ao controle e atribuiram esse efeito a presenca de formononetina. Realizaram
ainda a quantificacdo fenolica e de flavonoides das amostras e encontraram valores entre 157 a
300 mg EAG.g! e 25 a 58 mg EQ.g™, respectivamente, e acdo antioxidante das amostras,
obtendo CEso de 44-186 pg.mL™ para DPPH e 87-98 pg de Trolox.mL™ para ABTS. Todas as
analises indicaram alto potencial bioativo.

A atividade antioxidante e citotdxica da prépolis vermelha do Brasil foi demonstrada
por Frozza et al. (2013), que observaram um CEso de 270 pg.mL™ para o DPPH, e atividade
semelhante a enzimas antioxidantes como a superdxidodismutase e a catalase. Avaliaram
também a atividade antitumoral frente a células de carcinomas humanos, apresentando uma
concentracgdo de no maximo 86 pg. mL™! com 24 horas de exposicdo para combater 50% das
células tumorais. Indicaram ainda que células tumorais apresentaram maior sensibilidade que
as células normais aos compostos bioativos da propolis.

Oldoni (2007) analisando o isolamento e identificacdo de compostos com atividade
antioxidante da propolis vermelha por diferentes métodos de obtencéo do extrato, observaram
que a prépolis vermelha, possui elevado teor de compostos fendlicos totais e um baixo teor de
flavonoides. Segundo o autor, 0 composto isolado da fracdo hexanica possui elevada atividade
sequestrante para o radical livre DPPH, sendo estatisticamente semelhante aos controles
positivos para a-tocoferol e BHA.

Andrade et al. (2017), ao avaliar a atividade antioxidante das prépolis marrom, verde e
vermelha, observaram que a propolis vermelha apresentou potencial antioxidante
estatisticamente superior & prépolis verde pelo método de remocdo do acido 2,2’-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolina)-6-sulfénico (ABTS"), e superior a propolis marrom em todos os métodos de
avaliacdo. Sendo a capacidade antioxidante pelo método de absorcao de oxigénio (ORAC), o

método que apresentou maiores valores em relacdo aos demais métodos.



2.3. Capacidade antioxidante

De acordo com Halliwell & Gutteridge (2015), antioxidantes sdo compostos que em
baixas concentracdes podem retardar ou inibir a oxidacéo de lipidios ou outras moléculas. Séo
capazes de inibir a oxidacdo de moléculas simples a polimeros e biossistemas complexos, por
meio de dois mecanismos principais: o primeiro envolve a inibicdo da formacdo de radicais
livres que possibilitam a etapa de iniciacdo; o segundo envolve a estabilizacdo de radicais
importantes na etapa de propagagdo, como alcoxila e peroxila, interrompendo ou retardando a
reacdo em cadeia (NAMIKI, 1990; SIMIC; JOVANOVIC, 1994).

De acordo com Coémert & Gokmen (2018), como classificacdo geral, os antioxidantes
sdo agrupados em vitaminas (acido ascorbico, tocoferdis), carotendides (taninos condensados,
xantofilas e carotenos), flavondides (flavonas, isoflavonas, flavondis, flavandis, flavanonas),
acidos fenolicos (acido hidroxibenzoico e acido hidroxicindmico), alcoois fenolicos, estilbenos,
lignanas, taninos, compostos de enxofre e compostos neo-formados (melanoidinas). Na Tabela
1 apresentam-se as classes e as estruturas quimicas dos principais antioxidantes naturais
encontrados. Estdo destacados os compostos fendlicos antioxidantes que sdo considerados
biomarcadores na propolis vermelha (FROZZA etal., 2013; LOPEZ et al., 2014; MENDONCA
et al., 2015).

Os antioxidantes fenolicos podem atuar como sequestradores de radicais ou como
guelantes de metais, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagacdo do processo
oxidativo. Os produtos intermediarios resultantes da acdo desses compostos sao relativamente
estaveis devido a ressonancia do anel aromatico apresentada por estas substancias (SHAHIDI,
JANITHA; WANASUNDARA, 1992; SOARES, 2002). Estudos realizados para explicar a
relacdo entre a estrutura dos compostos fenolicos e sua atividade antioxidante, relataram que o
ndmero de grupos hidroxila e a posicdo dos substituintes determinaram essa atividade
(COMERT; GOKMEN, 2018). De acordo com Bravo (1998), um fenol em si é inativo como
antioxidante, mas os orto e para-difenodis tém capacidade antioxidante, que aumenta com a
substituicdo de atomos de hidrogénio por grupos etil ou n-butil. Alem disso, a eficiéncia
antioxidante dos flavonoides ¢é diretamente correlacionada com seu grau de hidroxilagao e

diminui com a presenca de carboidratos.
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Tabela 1 - Classificacdo e estruturas quimicas dos principais antioxidantes naturais.

Classe Subclasse Principais R1 R2 Rs R4 Rs Formula Estrutural Fonte
Compostos
Apigenina H H H OH H
Flavones Crisina H H H H H
Luteolina H H OH OH H
Datiscetina OH H OH OH H
Quercetina OH H OH OH H
Flavonois Miricetina OH H OH OH OH
Morina OH OH H OH H
Kaempferol OH H H OH H
Catequina H OH OH OH H " 0 R5
\,i\j\’“ Gilgin
Flavanois = (02“()12)%
Flavonoéides o i " o
Epicatequina H OH OH OH H o 0 . G((zjlérlnge)n
LT
Hesperetina H H OH  OCHs H o .
Flavanonas Naringerina H H H OH H ‘

Pinocembrina H H H H H R‘
Flavanonol Taxifolina OH H OH OH H rs
‘ R1
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Continua...
A5 A7 R4
Genisteina OH OH OH
Genistina OH Oglc OH
Daidzeina H OH OH
Isoflavonas Daidzina H  Oglc OH
Biochanina A OH OH OCHs
Formononetina H OH OCHjs;
R3 R4 R5
Ac[do Galico OH OH OH
. AC!dO p- H OH H NG
) hidroxibenzoico
Acidos Acido Vanilico H OH OCHs3
Hidroxiben-  Acido Siringico OCHs; OH  OCH;
z0icos
R3 R5
Acidos Acido Cafeico OH OH ba
Fendlicos ]
Acido Ester de acido cafeico e &cido quinico Comert
Clorogénico 0 &
Acidos Acido FerGlico OCHs OH R S Gokmen
Hidroxicina OH (2018)
-micos A
AClqu' OH R4
cumarico
OH
AIC,OQ'S Tirosol
Fendlicos
HO
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Continua...
OH
N d
Estilbeno Resverastrol O
OH
Lignanas Lignanas
Taninos Elagitaninos
Taninos Hidroliza- .
. Galotaninos
veis
Luteolina OH OH
Xantofilas
Carotendide Zeaxantina
S
o-caroteno
Carotenos B-Caroteno NN NN NS = NF Z
Licopeno
Acido Acido
Ascorbico Ascorbico
Vitaminas
Tocoferdis Tocoferdis
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Continua...
(0]
Compostos L
Cisteina
de enxofre HS OH
NH,
(0]
. . S
Metionina Hae” oH
NH,
Alil-cisteina
Sulfato de
dialilo
Trissulfeto de
alilo
Compostos L.
P Melandidi- Lot
neo- Melandidinas
nas
formados

Fonte: Comert & Gokmen (2018) e Gilgin (2012).
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Estes compostos antioxidantes podem ser classificados de acordo com sua funcéo: (i)
sequestrantes de radicais livres, (ii) removedores de agentes oxidantes ndo radicais, (iii)
quelantes de metais de transicdo que catalisam as reacOes oxidativas e (iv) compostos que sdo
capazes de estimular a producdo de compostos antioxidantes enddgenos (sinergistas); quanto a
polaridade: hidrossolUveis ou lipossollveis; e quanto ao mecanismo, podendo neutralizar a acao
danosa de espécies reativas de membranas celulares, principalmente por trés mecanismos:
transferéncia de atomos de hidrogénio (TAH), transferéncia de elétrons simples (TES) e a
capacidade de quelar metais de transicdo (GRANATO et al., 2018; SHAHIDI; JANITHA;
WANASUNDARA, 1992).

Também ¢ comum classificar antioxidantes como “primario” ou ‘“secundario”. OS
antioxidantes primarios reagem com radicais livres de alta energia para converté-los em
produtos termodinamicamente mais estaveis. Os antioxidantes secundarios, também
conhecidos como antioxidantes preventivos, funcionam retardando a taxa de iniciacdo da
cadeia, quebrando os hidroxidos (SHAHIDI; JANITHA; WANASUNDARA, 1992). Os
antioxidantes primarios atuam de acordo com os mecanismos TAH e TES ou com o0s dois
simultaneamente (GRANATO et al., 2018; AMAROWICZ; PEGG, 2019). O mecanismo TAH
ocorre quando um composto antioxidante (AH) extingue as espécies de radicais livres (como o
radical peroxil — ROO-+) doando atomos de hidrogénio e estabilizando o radical peroxil por
ressonancia de acordo com a Equacdo 1:

AH + ROO® - ROOH + A® Equacédo 1

O radical livre gerado nesta reacdo é muito mais estavel que o radical peroxil.

O mecanismo TES ocorre nos casos em que um antioxidante transfere um Gnico elétron
para auxiliar na reducdo de radicais livres, metais pro-oxidantes (como o Fe?* e o Cu®") e as
carbonilas. Estas reac6es sao baseadas nas Equacdes 2, 3 e 4 (AMAROWICZ; PEGG, 2019;
GRANATO et al., 2018):

ROO® + AH - ROO~ + AH** Equagédo 2
O composto antioxidante radical-catidnico resultante é entdo desprotonado interagindo
com a agua:
AH*t + H,0 & A® + H;0% Equacéo 3
ROO* + H;0% & ROOH + H,0 Equacéo 4

Segundo Shahidi & Zhong (2015), dentre os métodos comumente utilizados para
determinar capacidade antioxidante, os ensaios de TAH incluem a capacidade de absorcéo de
radicais de oxigénio (ORAC), inibicdo da lipoperoxidagdo, ensaio de branqueamento com
crocina e ensaio de branqueamento com [-caroteno. Os principais métodos TES sdo de

capacidade antioxidante redutora de ions cupricos (CUPRAC), capacidade de reducdo férrica
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(FRAP), capacidade de reducdo do reagente fenol por Folin-Ciocalteu. Enquanto alguns
métodos sdo relatados por medir os dois mecanismos ou ainda tem sido relatado que a acéo
TAH e TES podem ocorrer simultaneamente. Os principais ensaios sdo: ensaios de eliminagéo
em relacdo ao 1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH) e &cido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolino-
6-sulfénico) (ABTS) (AMAROWICZ; PEGG, 2019).

Compostos fendlicos podem atuar como antioxidantes “secundarios” em um processo
de quelacdo ao inibir a oxidacdo sem interagir diretamente com espécies oxidativas
(AMAROWICZ; PEGG, 2019; GRANATO et al., 2018). Os antioxidantes secundarios sdo o0s
inibidores de oxigénio singlete, decompositores de perdxido que produzem espécies nao-
radicalar, quelantes de metais, enzimas oxidativas, inibidores ou absorvedores de radiacdo UV.
Podem agir ainda com sinergismo aos antioxidantes primarios, regenerando-os por doacgéo de
hidrogénio, quelantes de cations de metais de transicdo pré-oxidantes ou pela supressdo do
oxigénio molecular (PISOSCHI; POP, 2015).

Alguns estudos tem indicado o potencial antioxidante de prépolis vermelha atuando por
meio de diferentes mecanismos (AZEVEDO et al., 2018; FROZZA et al., 2013; MENDONCA
etal., 2015; PARK et al., 2000; SILVA et al., 2018; VIUDA-MARTOZ et al., 2008), os quais

estéo apresentados de forma resumida na Tabela 2.



Tabela 2 - Estudo da arte: Artigos disponiveis na literatura sobre a capacidade antioxidante da prépolis vermelha.

16

Tipo de extrato Analises Principais resultados Autores
FracOes separadas por cromatografia do extrato %lnibicdo do DPPH 0,7 a49% Trusheva
hidroalcodlico (etanol 70:30 v.v1) da prépolis do estado de et al.
Alagoas (2006)
Extrato hidroalcéolico (etanol 80:20 v.v!) da propolis do  %Inibicdo do DPPH 57% Alencar et
estado de Alagoas al. (2007)
Extrato hidroalcéolico (etanol 80:20 v.v!) da propolis do  %Inibicdo do DPPH 50,5% Cabral et
estado de Alagoas %Protecdo do sistema 61,3% al. (2009)
[3-caroteno/acido
linoleico
Extrato metanoico da prépolis do estado de Alagoas %Inibicdo do DPPH 30,62 a 39,12% Righi et
%Protecdo do sistema 84,5 a 85,7% em relacdo a rutina al. (2011)
[-caroteno/acido
linoleico
Extrato hidroalcéolico (etanol 80:20 v.v!) da propolis do %Protecdo do sistema 26% Oldoni et
estado de Alagoas [-caroteno/acido al. (2011)
linoleico
Extrato etanoico da propolis do estado de Alagoas - Brasil, %Inibi¢do do DPPH 81,1 a 98,8% em relagdo ao BHT e a- Hatano et
Cuba e China tocoferol (20 pg.mL™?) al., (2012)

%Inibicdo do ABTS

54,2 a 90,9% em relacdo ao BHT e a-
tocoferol (1 mg.mL™?)




17

Tipo de extrato Analises Principais resultados Autores
FRAP 40,7 a 89,2% em relacido ao BHT ¢ a-
tocoferol (0,5 mg.mL™1)
ORAC 4090 a 14900 pumol Trolox.g™*
Extrato hidroalcodlico (etanol 70:30 v.v!) da propolis do CEso do DPPH 270,13 (ug.mL™?) Frozza et
estado de Sergipe al. (2013)
Extrato etanoico, hexano, cloroférmio e acetato de etil da CEso do DPPH 5,15a 8,01 (ug.mL™) Mendonca
prépolis do estado de Alagoas et al.
(2015)
Extratos hidoralcoolicos de propolis por extracdo por CEsgdo DPPH 44,29 a 183, 11 (ug.mL™?) Machado
fluidos supercriticos e por baixa pressao (etanol 80:20 v.v-  %lnibicdo do ABTS 82,80 a 98,50 % (Trolox 1 mg.ml?) et al.
1) propolis dos estados de Sergipe e Alagoas (2016)
Extrato hidroalcodlico (etanol 70:30 v.v!) da prépolis do Inibicdo do DPPH 4663,80 (umol Trolox-g* propolis) Andrade
estado de Alagoas Inibicdo do ABTS 2913,55 (umol Trolox-g ! propolis) et al.
FRAP 633,18 (umol Trolox-g * propolis) (2017)
ORAC 6665,75 (umol Trolox-g * propolis)
Extrato hidroalcéolico (etanol 80:20 v.v?l) e extrato %lnibicdo do ABTS 20 a 81% em relagéo ao Trolox Silva et al.
etanoico com fluidos supercriticos das propolis dos estados (2017)

de Sergipe e Alagoas
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Outros estudos tem mostrado métodos alternativos para predizer ou indicar o potencial
antioxidante de propolis, como a espectroscopia no infravermelho associada a métodos
qguimiomeétricos, 0s quais ndo necessitam de preparo de amostra ou reagentes além de ser tratar
de métodos rapidos e precisos (CALEGARI et al., 2017; CALEGARI et al., 2019; REVILLA
etal., 2017; SILVA, C. etal., 2018; XU et al., 2013).

2.4.  Espectroscopia por Infravermelho

A espectroscopia € um termo geral empregado para designar a ciéncia que trata e
compreende das interagdes dos diversos tipos de radiacdo eletromagnética com a matéria, cujo
principal objetivo é a determinacdo dos niveis de energia e transi¢cGes de espécies atdbmicas e
moleculares (SKOONG; HOLLER; NIEMMAN, 2009).

Segundo Mendham et al. (2002), a maioria dos compostos, organicos ou inorganicos,
que possuam ligacBes covalentes absorvem vérias frequéncias da radiacdo eletromagnética na
regido do infravermelho do espectro eletromagnético. Essa regido envolve comprimentos de
onda entre aqueles associados a luz visivel e os associados a micro-ondas.

As radiacdes nas regides de ultravioleta e do visivel ao incidirem sobre uma molécula,
causam transicOes eletronicas. A radiacdo infravermelha age de forma diferente, causando
alteragBes nos modos rotacionais e vibracionais das moléculas. Essas vibrages podem ser
classificadas nas categorias de estiramento e deformacdo. Uma vibracao de estiramento envolve
uma variacdo continua na distancia interatbmica ao longo do eixo da ligacéo entre dois atomos.
As vibragdes de deformacdo sdo caracterizadas por uma variagao no angulo entre duas ligacdes
e sdo de quatro tipos: deformacdo simétrica no plano, deformacdo assimétrica no plano,
deformacdo simétrica fora do plano e deformacao assimétrica fora do plano (BARBOSA, 2007;
SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005; SKOONG; HOLLER; NIEMMAN, 2009).
Essas vibragdes sdo mostradas na Figura 2.

Cada tipo de ligacdo possui sua propria frequéncia natural de vibracdo, e como dois
tipos idénticos de ligacGes em dois diferentes compostos estdo em dois ambientes levemente
diferentes, os padrdes de absorc¢do no infravermelho em duas moléculas de estruturas diferentes
nunca serdo exatamente idénticos. Apesar das frequéncias absorvidas nos dois casos poderem
ser iguais, jamais os espectros infravermelhos de duas moléculas diferentes serdo idénticos
(PAVIA et al., 2010).
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Simétrico Assimétrico
(A) Vibragoes de estiramento

& )

[ ] [ ]
- Py -

Deformagdo assimétrica Deformagio simétrica
no plano no plano
+@Q o+ +@Q -
Deformagéo simétrica Deformagio assimétrica
fora do plano fora do plano

(B) Vibragoes de deformagao angular

Figura 2 - Tipos de vibragdes moleculares. Note que + indica movimento da pagina em
direcdo ao leitor e - indica 0 movimento do leitor em direcdo a pagina. Fonte: Barbosa (2007)
e Skoong, Holler & Niemman (2009).

De acordo com Skoong, Holler & Nieman (2009), a regido do infravermelho (IR, do
inglés infrared) do espectro eletromagnético, compreende a radiacdo com numero de onda que
varia de cerca de 12.800 a 10 cm%, ou com comprimento de onda de 0,78 a 1.000 pm, podendo
ser dividida em trés partes principais: infravermelho proximo (NIR — Near Infrared - regido das
harmonicas) 0,78 — 2,5 um (12.800 — 4.000 cm™); infravermelho médio (MIR — Middle Infrared
- regido de vibragdo-rotagio) 2,5 — 50 pum (4.000 — 200 cm™?) e infravermelho distante (FIR —
Far Infrared - regido de rotacéo) 50 — 1.000 pum (200 — 10 cm™).

Os equipamentos sofrem mudancas a partir da utilizagdo de espectrofotdmetros com
transformada de Fourier (FT), sendo utilizada no processamento de dados, principalmente no
IR-médio, possibilitando varias vantagens, entre elas trabalhos com alta resolucéo,
investigacOes que requerem varreduras rapidas, coleta de dados IR de amostras muito pequenas.
H& uma vasta utilizacdo do IR-meédio para analises qualitativas, podendo fazer a identificacéo
de grupos funcionais, como também a identificacdo de uma molécula especifica, devido a alta
sensibilidade, causando mudancgas significativas no aspecto e distribuicdo de bandas de
absorcéo na regido (SKOONG; HOLLER; NIEMMAN, 2009).

Ao contrario da espectroscopia no IR-médio, o maior uso da radiacdo NIR
(infravermelho proximo) sdo em determinagdes quantitativas. Os espectros de absor¢do no NIR

sdo menos Uteis para identificacdo e mais Uteis na quantificacdo de compostos que contenham
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grupos funcionais com hidrogénio ligado a carbono, nitrogénio e oxigénio. As bandas espectrais
no NIR normalmente séo largas e frequentemente sobrepostas. Essa complexidade requer o uso
de técnicas de calibracdo multivariada quando se deseja a determinacao de um analito ou uma
propriedade a ser investigada em determinado material (SKOONG; HOLLER; NIEMMAN,
2009).

De acordo com Santos (2007), é comum a utilizacdo de métodos estatisticos
multivariados no tratamento de dados de espectroscopia, uma vez que a espectroscopia origina
uma grande quantidade de dados. Assim, as técnicas quimiométricas permitem extrair essa
informacdo dos espectros, possibilitando identificar padroes de evolucdo dos materiais em
processo, agrupamento de amostras e deteccdo de amostras andmalas, permitindo também
estimar valores de parametros analiticos ap6s metodologias de calibracéo prévia.

Gonzélez-Martin et al. (2017), avaliando presenca de pesticidas em amostras de propolis
do Chile e da Espanha, e concluiu que a equacdo desenvolvida usando a tecnologia do NIRS
permitiu a quantificacdo do pesticida triadimefon em amostras de prépolis sem tratamento ou
manipulacdo das amostras ao longo de uma ampla gama de concentra¢cdes. Demonstrando que
esse procedimento tem excelente potencial para a determinacdo rapida e econémica de
pesticidas na propolis.

Xu et al. (2013) avaliando a deteccdo da adulteracdo da propolis chinesa por alamo-
balata através da analise FTIR utilizando métodos quimiomeétricos, observaram que a partir de
2% de adulterante foi possivel detec¢do pelos métodos utilizados.

Calegari et al. (2019) realizaram a calibragdo multivariada para predizer a atividade
antioxidante pelo poder redutor de ferro (FRAP) de amostras de prépolis com dados de FT-NIR
e concluiram que a atividade antioxidante da propolis pode ser estimada com sucesso por meio

de uma técnica rapida e ndo destrutiva, sem qualquer preparacdo da amostra.

2.5.  Quimiometria

Alguns autores tem feito a identificacdo de origem geogréafica, bem como controle de
pureza e qualidade da propolis através de quimiometria (GONZALEZ-MARTIN et al., 2017;
CHENG et al., 2013). Segundo Kumar et al. (2014), a quimiometria pode ser brevemente
descrita como a interagdo de certos metodos matematicos e estatisticos em processos de
medicdo quimica. Foi desenvolvida em decorréncia da mudanga nos dados obtidos com o
surgimento de novas técnicas analiticas e microprocessadores.

Das diversas areas da quimiometria, pode-se dar destaque ao planejamento de
experimentos, o reconhecimento de padrfes e a calibragdo multivariada. No planejamento de

experimentos, 0 objetivo é encontrar as variaveis que mais influenciam em um determinado
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processo, bem como a interacédo entre elas. No reconhecimento de padrdes, utiliza-se uma vasta
gama de informagdes (medidas quimicas ou espectrais, por exemplo) sobre uma série de
objetos, a partir dos quais se deseja encontrar agrupamentos de amostras similares entre si e,
assim, detectar tendéncias nos dados. J& na calibracdo multivariada, busca-se estabelecer um
modelo que relacione uma série de medidas (quimicas ou espectrais) realizadas em amostras
com uma determinada propriedade (capacidade antioxidante, por exemplo) (SOUZA; POPPI,
2012).

De acordo com Kumar e colaboradores (2014), o objetivo da andlise de dados
multivariada é determinar todas as variagdes no estudo da matriz de dados. Logo, as ferramentas
quimiomeétricas tentam encontrar as relacbes entre as amostras e as variaveis em um
determinado conjunto de dados e converté-las em novas variaveis latentes. A analise
multivariada de dados é principalmente classificada em regressdo multivariada e métodos de
calibracdo multivariada com base na complexidade dos dados estimados e no objetivo da
pesquisa.

Analise multivariada compreende um conjunto de técnicas utilizado em analise de dados
gue esta sempre em expansdo e que engloba um vasto dominio de possiveis situacdes de
pesquisa. Entre as técnicas mais utilizadas temos: Anélise de Componentes Principais (ACP);
Andlise de Agrupamento (AG) e Regresséo Linear Mdultipla (RLM) (HAIR JR. et al., 2009).

Segundo Hongyu, Sandanielo & Oliveira Janior (2015), a ACP € a técnica mais
conhecida da analise multivariada e esta associada a ideia de reducdo de massa de dados, com
menor perda possivel da informacdo, consiste em transformar um conjunto de variaveis
originais em outro conjunto de varidveis de mesma dimensdo denominadas de componentes
principais. Os componentes principais apresentam propriedades importantes: cada componente
principal é uma combinacdo linear de todas as varidveis originais, sdo independentes entre si e
estimados com o propdsito de reter, em ordem de estimacdo, o0 maximo de informacdo, em
termos da variagéo total contida nos dados.

Esta técnica pode ser utilizada para geracao de indices e agrupamento de individuos de
acordo com sua variacdo, isto €, os individuos sdo agrupados segundo suas variancias,
representado pela variacdo do conjunto de caracteristicas que define o individuo (MELO;
MATSUDA; ALMEIDA-MURADIAN, 2012).

Outra técnica que visa a reducdo da dimensionalidade de dados é a AG, também
conhecida como analise de conglomerados ou cluster tem como objetivo dividir os elementos
da amostra ou populagdo, em grupos, de modo que 0s elementos pertencentes a um mesmo
grupo sejam similares entre si em relacdo a determinadas caracteristicas e diferentes entre

grupos em relacdo a essas mesmas caracteristicas (MINGOTI, 2005). Como o objetivo dessa é
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agrupar objetos semelhantes, é necessaria uma medida da distancia entre eles, entdo 0s objetos
com menor distancia entre si sdo mais semelhantes, logo se encontram em um mesmo grupo.
Ja os mais distantes participam de grupos distintos (HAIR JR. et al., 2009).

Entre as técnicas que visam realizar a calibracdo multivariada, temos a andlise de
Regressdo Linear Multipla — RLM, que tem o objetivo de obter uma equag¢do matematica que
pode ser usada para analisar a relacdo de causa e efeito entre uma Unica variavel dependente
(critério ou resposta) e diversas variaveis independentes (preditoras ou explicativas). Essa
técnica requer que o nimero de amostras seja maior que o numero de variaveis e € (til também
para selecionar as varidveis significativas (variaveis preditoras) e que contribuem para uma
melhor descricdo do modelo (HAIR JR. et al., 2009).

Segundo Morellato (2010), em varios problemas envolvendo o uso de modelos de
regressdo as variaveis podem ser altamente correlacionadas ou ainda o nimero de variaveis
pode ser maior que o de observagdes. Nestas situacdes, uma alternativa € usar o0 método de
regressdo por minimos quadrados parciais (RMQP). O método de regressdo por minimos
quadrados parciais nao parte da hipotese de que as variaveis sejam ndo correlacionadas, e nem
requer que os residuos sigam uma distribuicdo normal. O método de RMQP utiliza as
componentes obtidas, a fim de maximizar a covariancia entre as variaveis independentes e as
variaveis dependentes (GARCIA; FILZMOSER, 2017).

Lopez e colaboradores (2014), avaliando marcadores fitoquimicos de diferentes tipos
de prépolis vermelha, utilizaram a ACP para separar amostras com dados de analise de
espectroscopia de massa, e observaram a separacao de trés grupos distintos, o primeiro formado
pelas amostras dos estados da Paraiba e Alagoas, o segundo grupo composto apenas por
amostras do estado de Sergipe e Gltimo grupo com amostras do estado de Roraima, sugerindo
assim a variacao do constituintes da propolis de acordo com a fonte vegetal, regido e clima.

Salgueiro & Castro (2016), comparando a composicdo quimica e a capacidade
antioxidante de diferentes extratos de propolis verde, utilizaram anélise de multivariada por
meio de analise de componentes principais, e puderam diferir amostras in natura de amostras
comerciais, concluindo que a andlise exploratéria dos dados permitiu a obtencdo de
informacdes répidas e eficientes sobre a similaridade entre as amostras de propolis pela
visualizagdo grafica, indicando assim a sua procedéncia in natura ou comercial.

Paganotti (2013), avaliando o espectro de UV-Vis das amostras de propolis marrom e
verde, utilizando 0 método de analise de componentes principais conseguiu separar as amostras
de acordo com as regides produtoras, ndo havendo separacdo entre as prépolis marrom e verde.
O mesmo autor cita ainda que ACP identifica a variabilidade bruta e ndo diferencia variagdes

dentro dos grupos e entre 0s grupos, assim, realizou a Analise Discriminante, e concluiu que o
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método pode ser utilizado para uma rapida distin¢ao entre as amostras de regides de interesse,
assegurando as caracteristicas fisico-quimicas destes produtos, por estas estarem diretamente
relacionadas com a fonte botanica utilizada pelas abelhas para a producdo da propolis, que
variam de regido para regido.

Cheng et al. (2013) identificaram a origem geogréfica da prépolis chinesa por métodos
quimiomeétricos, através da analise multivariada pela técnica de agrupamento por anélise de
componentes principais usando dados de cromatografia gasosa, e conseguiram classificar as
amostras de propolis em quatro grupos com base em suas diferentes origens geogréficas (Figura
3).
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Figura 3 - Gréfico de dispersdo PC1 vs. PC2 das principais fontes de variabilidade entre as
amostras de propolis; (a) distincdo entre as amostras; (b) relagdo entre os compostos volateis
(variaveis). Fonte: Cheng et al. (2013).

Shawky & Ibrahim (2018) avaliando o controle de qualidade da propolis egipcia usando
uma estratégia integrada de analise de imagem NIR e CLAE, e usando ACP, AG e ORMQP-
DA puderam estabelecer um padrdo de agrupamento baseado nos marcadores bioativos,
sugerindo que a abordagem poderia ser implementada para avaliacao de rotina (Figura 4).
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Figura 4 - ORMQP-DA e Andlise de Agrupamento para marcadores bioativos da prépolis
egipcia. Fonte: Shawky & Ibrahim (2018).

Maldonado et al. (2018), analisando diferencas da propolis argentina de diferentes
espécies de abelhas e origens geogréaficas por espectroscopia UV, obtiveram boa separagdo de

grupos por ACP e AG (Figura 5).
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Figura 5 - Diferenciacdo da propolis argentina de diferentes espécies de abelhas em grupos (A
e B) e por diferentes localidades da Argentina (C e D). Fonte: Maldonado et al. (2018).

Calegari e colaboradores (2017), avaliando o efeito da sazonalidade de prépolis do sul

do Parané através da atividade antioxidante e perfil de fendlicos por analise de componentes

principais, observou a separacdo de amostras de propolis produzidas nos meses mais quentes

daquelas produzidas nos meses mais frios, como também observou a separacdo de grupos por

ACP e uma boa predigdo por RMQP, ambos com dados de atividade antioxidante através do
sequestro de radicais DPPH e ABTS (Figura 6).
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Figura 6 - Agrupamento em um escore PC 2D (a) e grafico loadings (b) baseado nas variaveis
ABTS, DPPH, FRAP, compostos fendlicos totais e flavondides para préopolis coletados em
2013. Fonte: Calegari et al. (2017)
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Il.  OBJETIVOS GERAIS

1. Objetivo Geral
Avaliar o potencial bioativo da propolis vermelha do estado da Bahia quanto aos

constituintes fenolicos e a capacidade antioxidante através de quimiometria.

2. Objetivos Especificos

o Determinar o potencial bioativo das amostras de propolis vermelha quanto a atividade
antioxidante;

o Quantificar os constituintes fendlicos e flavonoides totais de amostras de propolis
vermelha;

o Avaliar os constituintes fendlicos individuais de amostras de prépolis vermelha por
meio de CLAE;

o Obter dados de espectros de amostras brutas e extratos hidroalcodlicos de propolis
vermelha do estado da Bahia utilizando MIR e NIR;

o Aplicar técnicas de analise multivariada para classificacdo e agrupamento de amostras
de prépolis visando seu potencial antioxidante;

o Promover a calibragdo multivariada utilizando dados de MIR e NIR a fim de determinar
o teor de compostos fenolicos totais e capacidade antioxidante da propolis vermelha.
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I1l. MATERIAL E METODOS

1. Material

Foram obtidas 44 amostras de propolis vermelha da regido litoral sul do estado da Bahia,
Brasil. As amostras foram adquiridas em uma associacao de apicultores que abrange produtores
das cidades de Canavieiras, Una e Belmonte. Cada amostra foi coletada de uma colmeia e/ou
produtor diferente, nos meses de agosto de 2018 (amostras C1 a C16) e maio de 2019 (amostras
C17 a C44). Sendo esse periodo de coleta correspondente a duas esta¢des climaticas diferentes
(a primeira coleta em periodo mais chuvoso e a segunda em periodo mais seco), garantindo
heterogeneidade das amostras por diferentes locais de producdo, diferentes produtores,
diferentes anos e periodos de producéo.

As amostras foram transportadas até a Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia,

campus de Itapetinga, onde foram armazenadas a -4 °C até a realizacdo das andlises.

2. Caracterizacao das amostras
2.1. Obtencéo do extrato

A prépolis foi congelada até -4 °C e triturada em um multiprocessador até a obtencédo
de um pé. 10 g de amostra foram pesados, o volume foi completado para 100 mL de etanol:agua
70:30 (v.v'!) e agitado em mesa agitadora Quimis® a 150 rpm a temperatura ambiente por 24
h. Ap6s extracio, a mistura foi filtrada com papel filtro qualitativo (80 g.m™) e o solvente foi
evaporado em concentrador a vacuo Martin Christ® com temperatura controlada de 40 °C e
1300 rpm até se obter um pé.

O extrato seco foi mantido congelado a -18°C e preparado em diferentes concentragcdes

com etanol a 96% (v.v!) de acordo com o procedimento analitico a ser adotado.

2.2.  Constituintes Fenolicos Totais - CFT

O contetdo fendlico total foi determinado usando o reagente de Folin Ciocalteau
(SINGLETON; ROSSI JR., 1965; SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS,
1998). A reacdo foi preparada com uma aliquota de 0,5 mL de extrato de prépolis (0,4 mg.mL"
1, 2,5 ml de solugdo aquosa de Folin-Ciocalteau a 10% e 2,0 mL de carbonato de sédio a 7,5%.
A mistura foi introduzida em banho-maria com regulacao térmica a 45°C durante 15 minutos;
em seguida, a mistura foi retirada e mantida ao abrigo de luz e temperatura ambiente por 30
minutos. A absorbancia foi medida em um espectrofotdmetro (Marca Shimadzu Modelo UV
Mini 1240) a 750 nm. A quantidade de constituintes fenolicos totais foi expressa como

equivalente de acido galico (EAG) (mg EAG / g de amostra ou extrato), através de uma curva
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de calibracdo preparada com solugdes de concentragdes conhecidas do padrdo de acido galico

(0,01 a 0,1 mg acido galico.mI de soluco) nas mesmas condigdes (A = 750 nm).

2.3.  Constituintes Flavonoides Totais — FT

Os constituintes flavonoides totais foram quantificados por espectrofotometria UV/Vis
de acordo com o método descrito por Sakanaka; Tachibana & Okada (2005), utilizando cloreto
de aluminio. A andlise foi realizada adicionando-se em tubos de ensaio, 0,5 mL do extrato de
prépolis (1 mg.mL™), 2,5 mL de agua destilada e 0,15 mL de nitrito de s6dio 5%. Essa mistura
foi homogeneizada por agitagdo em vortex e mantida em repouso por 6 minutos a abrigo de luz.
Em seguida, foi adicionado 0,3 mL de uma solucdo metandlica de cloreto de aluminio 10%, a
mistura foi novamente agitada e mantida em repouso e abrigo de luz por 5 minutos. Logo depois
adicionou-se 1 mL de hidroxido de s6dio 1M e 0,55 mL de agua destilada afim de se obter um
volume final de 5 mL. A leitura de absorbéncia foi realizada a 510 nm, para o branco utilizou-
se etanol absoluto no lugar da amostra. A quantidade de constituintes flavonoides totais foi
expressa como equivalente de catequina (mg de eq. Catequina. g de amostral), através de uma
curva de calibracdo preparada com solucbes de concentracdes conhecidas do padrdo de

catequina (0,02 a 0,51 mg catequina.ml™* de solug&o) nas mesmas condicdes.

2.4. Determinacdo da capacidade antioxidante in vitro pelo método de DPPH (2,2-
Difenil-1-picrilhidrazil)

A capacidade antioxidante in vitro da propolis foi avaliada utilizando o método do
sequestro do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilii (DPPHe) (BRAND-WILLIAMS;
CUVELIER; BERSET, 1995; MOLYNEUX, 2004). Cinco dilui¢cbes dos extratos foram
preparadas (0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0 mg.mI*) em triplicata. Uma aliquota de 0,1 mL de cada
diluicdo de extrato foi transferida para tubos de ensaio com 3,9 mL da solucéo etandlica (etanol
- alcool absoluto 99,8%) do radical DPPHs, o qual teve a absorbancia inicial ajustada para a
faixa de 0,6 a 0,7 em espectrofotdbmetro a 515 nm. Apds 30 minutos de incubacgéo no escuro e
a temperatura ambiente, a reducdo do radical livre DPPHe foi medida atraves da leitura da
absorbancia a 515 nm. O mesmo procedimento foi realizado com etanol substituindo a amostra,
considerada como branco. O valor de CEsp (concentragdo necessaria do extrato para sequestrar
50% do radical DPPH) foi calculado através da equacdo linear baseada nas concentracdes de

extratos e suas respectivas porcentagens de sequestro de radical DPPH.

2.5. Determinacédo da capacidade antioxidante in vitro pelo método de reducéo do ferro
- Poder Redutor (PR)
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Avaliou-se o poder redutor conforme o procedimento descrito por Oyaizu (1986), com
adaptacdes. O método fundamenta-se na mudanca da coloracdo amarela da solugdo composta
por complexo Fe3*/ferricianeto, que varia da tonalidade verde para o azul, dependendo do poder
de reducéo de cada substancia, ou seja, a presenca de agentes redutores (antioxidantes) reduz o
complexo para a forma ferrosa (Fe?*). O extrato seco foi diluido em etanol em cinco diferentes
concentragdes (0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0 mg.ml™%). Em seguida 1 mL de cada extrato diluido foi
adicionado em tubos de ensaio, juntamente com 2,5 mL de solucéo tampéo fosfato 0,2 M (pH
6,6) e 2,5 mL de ferricianeto de potassio a 1% (p.v1). Posteriormente, a mistura foi incubada a
50°C por 20 minutos. Apo6s a incubacdo foram acrescidos 2,5 mL de acido tricloroacético a 10%
(p.v) e a mistura foi centrifugada a 1000 rpm durante 8 minutos. Um volume de 2,5 mL da
mistura foi transferido para outro tubo de ensaio, adicionou-se 2,5 mL de agua destilada e 0,5
mL de cloreto férrico a 0,1% (p.v1), submeteu-se o sistema a agitacdo e em logo apos realizou-
se as leituras das absorbancias a 700 nm. O branco foi feito sob as mesmas condicdes,
excetuando-se a amostra.

A concentracdo do extrato correspondente a 0,500 de absorbancia (CEso) foi calculada
a partir da representacdo grafica da absorbancia registrada a 700 nm em funcao da concentragéo
de extrato correspondente. Neste ensaio, 0 aumento da absorbancia indica um maior poder

redutor dos ios férricos que implica em uma maior capacidade antioxidante.

2.6. Determinacdo da capacidade antioxidante in vitro pelo método da co-oxidacédo do
sistema B-caroteno:4cido linoleico — BCAL

O método de andlise antioxidante pelo sistema B-caroteno:acido linoleico utilizado foi
descrito por Miller (1971). Para o preparo da mistura reativa, adicionou-se 50 pg de acido
linoléico, 200 mg de Tween 40, 1 mL de solugdo de B-caroteno a 1 mg.mL™* em cloroférmio.
Posteriormente, a mistura foi submetida ao evaporador rotativo a 50°C por 10 minutos para a
completa evaporacdo do cloroférmio. A esta mistura isenta de cloroférmio, adicionou-se aos
poucos 50 mL de agua previamente saturada com oxigénio durante 30 minutos agitando-se
vigorosamente. A mistura reativa, assim preparada, apresentou absorbancia entre 0,6 e 0,7 em
470 nm. Outra mistura reativa foi preparada de forma semelhante com exce¢do da adicdo da
solugdo de B-caroteno para o branco.

Aliguotas de 5 mL da emulsdo foram transferidos para tubos contendo 0,5 mL dos
extratos diluidos a 1 mg.mL™ em etanol, realizados em triplicata. Feita a mistura os tubos foram
agitados e imediatamente lidas as absorbancias a 470 nm. Apds a primeira leitura, 0s tubos
foram incubados em banho-maria a 50 °C para favorecer a reacdo de oxidacéo, e em intervalos

de quinze minutos até completar 120 minutos, a leitura a 470 nm, foi repetida.
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Os resultados foram expressos como porcentagem de inibicdo da oxidacdo. A reducdo
da absorbancia do sistema sem amostra (Equacdo 5) é considerada como como 100% da
oxidacéo.

Redugéo da absorbancia = AbSiniciai — AbSfinal Equacéo 5

O decréscimo da leitura da absorbancia das amostras é correlacionado com o sistema e
estabelece a percentagem de oxidacdo (Equacéo 6), subtraindo-se a percentagem de oxidagéo
de cada amostra de 100 (Equacdo 7).

[(Redugdo AbS) gmostra*100]
(Redugio Abs)sistema

%O0xidagao = Equacéo 6

%Protecdo = 100 — (%O0xidacio) Equacéo 7

2.7.  Cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (CLAE)

Para o preparo das amostras, 0s extratos secos foram diluidos em metanol grau CLAE
na concentracdo de 2 mg.mL™ e filtrados em filtro de seringa com membranas de 0,22 um. Os
experimentos cromatograficos foram realizados com o sistema HPLC-SHIMADZU DGU-
20AsR, equipado com um detector UV-DA e de injecdo manual, composto por uma coluna de
fase reversa C18, 5 um, de 25cm x 4,6mm de dimensfes (SUPELCO ANALYTICAL, SIGMA
ALDRICH), com volume de inje¢do de 20 um. A separagdo cromatogréafica foi baseada no
método proposto por Park et al. (2002) com modificagdes. A fase mdvel utilizada foi agua/acido
acético (19:1, v.vl) (solvente A) e metanol (solvente B), com fluxo constante de 4 mL.min™.
O gradiente iniciou com 30% do solvente B até 40% de B em 15 minutos, 50% de B em 30
minutos, 60% de B em 45 minutos, 75% de B em 65 minutos, 75% de B em 85 minutos, 90%
de B em 95 minutos, 100% de B em 100 minutos e 30% de B em 110 minutos. O tempo de
corrida total foi 120 minutos. As substancias foram determinadas pela comparagdo com 0s
espectros dos padrdes na regido ultravioleta de 200 a 400 nm obtidos por meio do detector de
arranjo de diodos. A coluna foi mantida a uma temperatura constante de 35 °C.

Foram utilizados padrdes auténticos (Sigma Aldrich) de Acido Caféico, Acido Ferulico,
Acido Clorogénico, Acido Galico, Acido Cumarico, Catequina, Epicatequina, Kaempferol e
Quercetina para identificacdo e quantificagdo. As EquacOes da reta, linearidade (R) e a faixa de

concentragéo de cada padréo estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3 - Equac0Oes da reta, linearidade (R), faixa de concentracdo, comprimento de onda e
tempo de retencdo para cada padrédo utilizado na CLAE.

Classe Padroes Equacao R Faixa de Compri- Tempo de
dareta concentracio mento de retencdo
(ug.mL?) onda (nm) (min)
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Acido Galico y = 7E- 0,9945 0,2 - 200 270 3,1
06x
Acido Cafeico vy = 3E- 0,9997 1-200 270 6,0
Acidos —— 05x
.. Acido y = 1E- 0,9996 2-200 310 4,1
Fenoli- .
e (;Iqrogenlco 05x
Acido y =T7E- 0,9989 0,2 -200 310 10,0
Cumarico 06x
Acido y = 5E- 0,9969 2-200 310 10,8
Ferulico 06x
Catequina y = 5E- 0,9952 2-200 270 3,5
05x
Pirocatequina y=2E- 0,9986 6-100 270 5,7
Flavo- 05x
noides  Kaempferol y = 2E- 0,9988 2-200 270 35,7
05x
Quercetina y =4E- 0,9957 10 - 200 270 27,5
06x

Os resultados de quantificacdo dos constituintes fenolicos por CLAE foram expressos
em mg.100g™* de amostra de propolis.

2.8.  Espectroscopia de Infravermelho Préoximo — NIR

A anélise espectroscdpica por NIR foi realizada somente nas amostras de propolis bruta
por demandar uma quantidade maior de amostra (= 20 g) para preencher o fundo copo de
Quartzo, quantidade ndo disponivel para os extratos secos. Os espectros foram coletados em
espectrometro NIR (SpectraStar 2500XL, Unity Scientific, Brookfield, CT, EUA) equipado
com uma lampada de halogénio de tungsténio como fonte de luz e um detector de arseneto de
indio-gélio (InGaAs). Os sinais foram gerados no modo de refletancia (%R) e transformados
em absorbancia usando log 1/R. As amostras foram colocadas no compartimento e digitalizadas
no intervalo de 1100 a 2500 nm em intervalos de 1 nm. Cada ponto é a pontuacdo média de 64
varreduras com 1400 pontos. Durante a coleta, a temperatura no laboratério foi mantida em
torno de 25°C. O software Unity InfoStar V3.11.3 foi usado para configuragdo, controle e

aquisicdo de dados do espectrémetro.

2.9. Espectroscopia de Infravermelho Médio — MIR

A analise espectroscopica por MIR foi realizada nas amostras de préopolis bruta e nos
extratos concentrados. Os espectros foram obtidos por meio do FTIR-ATR: Espectroscopia de
Infravermelho Médio com Transformada de Fourier com Reflexdo Total Atenuada (Agilent
Cary® 630), utilizando-se a faixa espectral de 4000 a 500 cm™, com resolucdo de 4 cm™, 64
scans e leitura por meio do cristal de diamante. Durante a coleta, a temperatura no laboratério

foi mantida em torno de 25°C. Cerca de 0,1 g das amostras foram colocadas sobre a superficie
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do diamante para a realizacdo da leitura. Antes de cada digitalizacdo foi realizada a leitura do
branco, sendo realizada uma leitura sem amostra na superficie. Foram utilizados como variaveis

os valores de nimeros de onda onde ocorreram as maximas absorbancias das bandas.

3. Tratamento de dados

As amostras foram organizadas em conjuntos de dados numéricos, os quais foram
manipulados por meio do Microsoft Office Excel. Para a apresentacdo dos dados de analises
convencionais (CFT, FT, DPPH, PR, BCAL e CLAE) foram calculadas médias e desvios-

padrdo de acordo com as Equacdes 8 e 9, respectivamente.

U= L Equacédo 8

n

o= Z("‘T_“) Equacdo 9

Onde: p: média; xi: valor individual; n: nimero de observagdes; o: desvio padrao.

Para as analises de estatistica multivariada, os dados foram padronizados, criando uma
variavel (Z) com média igual zero e desvio padrdo igual a 1 de acordo com a Equacédo 10,
eliminando as diferencas entre as unidades de medidas das variaveis estudadas.

X—p

=— Equacéo 10

g

Onde Z: nova variavel (forma padrdo); X: variavel; u: média; o: desvio padrao.

4, Andlises Quimiométricas

Os dados obtidos foram analisados utilizando o programa estatistico Statystical Analysis
System (SAS)® University Edition para a Andlise de Agrupamento (AG), Analise de
Componentes Principais (ACP), Andlise de Correlagdes Candnicas (ACC), Anélise de
Regressdo Linear Multipla (RLM) e Analise de Regressdo por Minimos Quadrados Parciais
(RMQP).

4.1.  Analise de Agrupamento (AG)

A Anélise de Agrupamento (AG) foi baseada na técnica descrita por Mingoti (2005).
Essa andlise se baseia na formacdo de aglomerados de amostras com maior homogeneidade
intragrupos e maior heterogeneidade intergrupos em relacdo ao comportamento. Para se
proceder o agrupamento, foram adotadas medidas de dissimilaridade, assim, quanto menor seus
valores, mais similares sdo os elementos que foram comparados. O processo foi realizado
usando o método de agrupamento de minima variancia (ward). Cada passo do agrupamento

pelo método de Ward, combina os dois conglomerados que resultam em menor valor da soma
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de quadrados entre todos os grupos. Para a determinacgdo do nimero de grupos em cada método
utilizou-se como referéncia o valor de R2, onde valores baixos desse parametro indicam perdas
de similaridade intragrupos e de Pseudo F. Onde se o valor de Pseudo F for alto em relacéo aos
demais, os dois clusters considerados ndo devem ser combinados, pois o vetor médio desses
dois clusters pode ser considerado diferente.

Para o desenvolvimento da AG foi organizada uma matriz m x n (linhas x colunas), onde
m representa a quantidade de amostras de propolis vermelha e n representa as variaveis
analisadas em cada amostra. Para analise de dados do FTIR e NIR foram utilizados como
variaveis as absorbancias associadas aos modos vibracionais responsaveis pelas principais

bandas dos espectros.

4.2.  Analise de Componentes Principais (ACP)
Para a realizacdo da ACP, os dados foram organizados em uma matriz como descrito
para AG (Item 3.2.). A partir dos dados padronizados foi obtida a matriz de variancia e
covariancia (S), que foi fatorada numa matriz diagonal, cujos elementos s iguais a aii <Aii = 1,
2, ..., n. A matriz foi obtida resolvendo a equacdo caracteristica da matriz S, Equacdo 11,
contendo autovalores com At> 22> ... A°.
|S-AIl=0 Equacéo 11
Em que: S é a matriz de variancia e covariancia; Ai € 0 Autovalor e | é a Matriz
Identidade.
Para cada autovalor (i) foi determinado um autovetor a; a partir da solucéo da Equacao
12:
|S-Alla; = @ Equacéo 12
Em que: S ¢ a matriz de variancia e covariancia; Ai 0 Autovalor; | a Matriz Identidade;
ai 0 Autovetor e g: conjunto vazio.

A normalizag&o dos autovetores (a;) foi obtida através da Equagéo 13.
a *iy
1 a *iz ax;

= Equacédo 13

2,2 2 : a;
/a- +a?,++a?
11 12 mn a *;

mn

Em que: ai é Autovetor normalizado;

ai1, iz ... Ain, SA0 autovetores normalizados correspondentes aos grupos estudados; a*i1,
a*iz ..., a¥in, SA0 autovetores ndo normalizados correspondentes aos grupos estudados.

Tomando-se os elementos do vetor ai determinados como o0s coeficientes CP;, temos
que o i-esimo CP é obtido pela Equagéo 14.

CP; = aj1z1 + QjpZy + +++ + Az Equa(;éo 14
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Emque:i=1, 2, ..,n,eCPi: i-ésimo componente principal; ai1, ai2, ain, elementos do

iésimo autovetor (ai) do i-ésimo componente principal (CP;).

4.3.  Analise de Correlagdes Candnicas (ACC)

A anélise de correlagdes candnicas foi realizada com o intuito de observar as relagdes
lineares entre os vetores das variaveis de capacidade antioxidante, de composic¢do com o CLAE
e espectroscopicas com 0 NIR e MIR das amostras e dos extratos, objetivando avaliar a
influéncia dos teores de compostos fendlicos individuais e bandas de maximas absorbancias do
espectro nos valores de contetdo fenolico e flavonoide total e capacidade antioxidante priméria
e secundaria (DPPH, poder redutor e¢ protecdo do sistema B-caroteno/acido linoleico) das
amostras de propolis vermelha.

Uma combinacéo linear foi desenvolvida em cada um dos pares de varidveis candnicas
dos conjuntos de amostras, para que a correlacdo entre os dois fosse maximizada e, desta forma,
considerou-se as combinacdes lineares do primeiro par como U (capacidade antioxidante) e V
(CLAE, NIR, FTIR da amostra ou do extrato) expressas por:

Uk = ak'X e Vk = bk'Y

Tal que o valor da correlagdo (Equacdo 15) seja a maior possivel, ou seja, max Corr
(U,V), que expressa a maxima associacgdo entre as funcdes lineares dos dois grupos de variaveis
(JOHNSON; WICHERN, 1999).

a'kZxybk

Corr(Uk,Vk) = Jarn X xxagxybr X yyby

Equacéo 15

Apos a obtencdo das correlagbes candnicas foi realizado o teste estatistico F (p < 0,10),
cuja hipétese de nulidade foi que ndo ha correlacéo entre os conjuntos de dados para testar a
significancia dos resultados. J& as cargas candnicas, que se referem as associagdes entre cada
variavel original e a correspondente variavel candnica, foram obtidas através das correlacfes
estruturais. Foi calculada, ainda, a proporcdo da variancia total que é explicada por cada par de

variaveis canonicas e isto permitiu avaliar a relevancia deste par no conjunto total dos dados.

4.4. Regressdo Linear Mdultipla (RLM)

O potencial antioxidante foi correlacionado com a informag6es da CLAE e de espectros
do NIR e MIR usando as principais bandas pelo método de RLM. A analise foi realizada
inicialmente para remover amostras consideradas outliers. Em seguida, o conjunto de dados das
amostras de propolis vermelha foi dividido em dois subconjuntos usando o algoritmo Kennard-
Stone (KS) (KENNARD; STONE, 1969): i) a calibragdo definida com 70% das amostras, a
partir da qual foi estabelecido as fungdes de regressao; e (ii) o conjunto de validacdo com os
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30% de amostras restantes, que foram utilizadas para verificar a capacidade de generalizacao
das funcGes formadas na calibracao.

Trés métodos de otimizacédo foram testados: Backward, Forward e Stepwise. Na técnica
Backward, todos os preditores sdo incluidos de uma s6 vez na equacao de regressdo gerada e
s&do retirados um por um, em ordem de maiores valores de probabilidade (p> 0,05), até que os
melhores preditores sejam identificados, ou seja, aqueles que apresentavam significancia (p
<0,05), além de baixa inflacdo da variancia. Em Forward, a equacao inicia com apenas um
preditor e cada novo preditor que apresenta significancia (p <0,05) é adicionado
individualmente na equacéo até que todos os preditores adicionados sejam capazes de explicar
o fendmeno em estudo. A técnica Stepwise € caracterizada por incluir preditores em blocos até
gue o melhor modelo gerado se ajuste aos dados (TABACHNICK; FIDELL, 2006).

O modelo MLR foi testado de acordo com a Equacéo 16.

y=Lo+L1Xx1+ -+ L, Xx,+E Equacédo 16

Onde: y = resposta ou variavel dependente (técnica de potencial antioxidante); fo =
constante (intercepto); x1...Xn = varidveis explicativas ou independentes (fendlicos individuais
ou absorbancias); Bi...pn = parametros do modelo (coeficientes de regressdo); € = erros do
modelo.

O desempenho dos modelos de RLM obtidos foram avaliados de acordo com a raiz
quadrada do erro médio (RMSE), o coeficiente de correlacdo (R), a relacdo de desempenho para

desvio (RPD) e razéo de erro de intervalo (RER), assim definidos como:

n —1.)2
RMSE = W Equacéo 17
o coeficiente de correlacao é:
(i=9:)? x
R=|1-DM, o57——— E 1
\/ =157 G quagdo 18
a relacdo de desempenho para desvio é:
’2?=1(yi—y)2
RpD =22 = 2 Equacdo 19
RMSE 2
2?:1(3’1"?1‘)
n
e a razdo de erro de intervalo:
RER = Amplitude dos dados de referéncia _ VYmax—Ymin Equac;éo 20

RMSE N2
Z?:l(yi_yi)
n

onde n é o nimero de amostras no conjunto de teste, yi é o resultado de referéncia

medido experimentalmente para a amostra i e yi sdo os resultados estimados do modelo para a
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amostra de teste correspondente i (Equacgéo 17). O coeficiente de correlagdo (R) entre os valores
previstos e medidos foi calculado com a Equacédo 16, em que y € a média dos resultados de
medicdo de referéncia para todas as amostras. O RMSE ¢é o erro quadratico médio (Equacdes
17,19 e 20). Para a Equacéo 20, a amplitude é igual aos valores maximo e minimo determinados
na técnica de potencial antioxidante. A melhor das técnicas de pre-processamento foi
selecionada escolhendo o modelo RLM com um RMSE baixo, um R alto e um ndmero baixo
de variaveis (LIMA et al., 2020).

4.5. Regressdo por minimos quadrados parciais (RMQP)

Os minimos quadrados parciais (RMQP) sdo a ferramenta multivariada mais popular
para desenvolver um modelo de calibracdo, a fim de relacionar as informacdes de interesse de
uma amostra ao seu espectro (CHEN; TAN; LIN, 2018). As matrizes contendo os dados
fornecidos pelos espectros, denominados X, e o vetor Y contendo o contetdo a ser predito
foram empregados para construir o modelo de regressdo. A regressdo do RMQP foi realizada
apos identificacado e retirada dos outliers.

Os dados foram padronizados e separados em conjuntos de dados de treinamento e
validacdo para cada teste, conforme descrito em 3.5. O nimero de varidveis latentes nos
modelos foi selecionado de acordo com o método proposto no software, sendo o teste de T2
usado para determinar se dois valores de PRESS eram significativamente diferentes. Néo
havendo diferenca significativa, foram escolhidos mais modelos parcimoniosos e apenas
comparados aqueles com menos fatores que o modelo minimo do PRESS. Apds a selecdo do
namero de variaveis latentes, 0 modelo RMQP gerado foi utilizado para prever os dados de
capacidade antioxidante nos dados de validacdo. Os valores de R, RMSE, RPD e RER foram

obtidos para os dados de calibracéo e validacdo como descrito para RLM (Item 3.5.).
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Constituintes fendlicos e flavonoides totais e capacidade antioxidante

Na Tabela 4 estdo apresentados os valores das 44 amostras analisadas para o teor de
constituintes fendlicos totais, flavonoides totais e atividade antioxidante por DPPH, poder
redutor (PR) e protecédo da co-oxidacao do sistema -caroteno/acido linoleico e suas respectivas

médias e desvios-padrao.

Tabela 4 - Potencial antioxidante das amostras de propolis vermelha da Bahia.

gacide (g dcid FT  (CEomg.  (CEamg.  (3bron

Amostra gglri]c?oégl'l (()je ggl?cgoég‘l (()je (Tg catequina, (ml_5'01 g]c? . (mLS'(i r(;]c? - (;(:iorgoe
extrato seco) amostra) g* de amostra) extrato) extrato) extrato)

C1 180,6438 54,8308 46,4731 0,5485 0,2980 88,0584
Cc2 169,3688 35,3744 23,3883 0,5555 0,2436 88,0584
C3 184,1031 58,7455 58,1776 0,4793 0,2560 89,6048
C4 111,3015 27,3112 52,5337 0,9030 0,2843 64,9351
C5 193,0719 60,0705 42,8713 0,4293 0,2377 68,3983
C6 219,8500 69,3121 14,5581 0,6559 0,3314 67,9654
Cc7 182,8219 40,7912 26,3775 0,3199 0,3658 90,5844
C8 207,6781 72,3031 35,4312 1,0535 0,3238 79,9401
C9 236,5063 108,0455 75,5180 0,6402 0,2806 78,2435
C10 214,3406 66,3834 34,5059 0,7169 0,2971 73,8523
Ci11 151,2620 36,4481 43,7960 0,5749 0,2112 80,1397
Ci12 187,3295 80,5123 91,2828 0,7039 0,2368 69,1617
C13 188,7035 55,9827 74,6219 0,5774 0,2147 86,0714
Cil4 198,4360 62,8427 63,0398 0,7909 0,2593 74,0476
C15 84,6781 18,6038 46,7866 1,1869 0,3265 82,3810
Ci16 176,5438 68,4601 56,9527 0,4284 0,2636 77,2619
C17 170,6458 76,8623 144,9786 0,5635 0,1224 97,8128
C18 183,7025 74,9653 117,5765 0,5961 0,1690 95,5381
C19 197,3810 74,0593 81,3934 0,7051 0,2038 90,3762
C20 204,2203 80,0503 146,6256 0,5677 0,1078 96,8504
C21 210,8523 87,4446 139,6045 0,4567 0,1238 96,0630
Cc22 160,0760 67,8898 101,5044 0,4540 0,2132 93,7008
C23 265,1063 115,6208 96,7116 0,6123 0,1864 86,3517
C24 240,9648 84,5256 41,3701 0,9275 0,3639 83,2896
C25 202,7028 74,8399 68,3629 0,6887 0,3111 87,9265
C26 231,0576 76,2883 116,3874 0,5588 0,3254 92,5634
c27 194,5038 67,6523 35,3976 0,9635 0,4253 83,1146
C28 248,3666 87,4275 139,6618 0,5066 0,1957 81,6049
C29 150,0925 42,7839 6,5328 1,2011 0,4415 74,9383
C30 226,2749 73,8018 45,8674 0,9169 0,2729 75,5556

C31 217,2788 75,9737 57,1064 0,7902 0,2889 74,6914
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C32 208,5104 65,5619 39,7586 0,7932 0,3388 76,1728
C33 211,9266 55,2641 43,4025 0,7692 0,2535 77,0370
C34 184,1411 56,7302 69,7147 0,5650 0,2666 81,6049
C35 228,2108 79,8738 85,7528 0,9650 0,2980 72,7160
C36 208,5104 93,8778 143,5396 0,7410 0,2644 79,4588
C37 240,2815 87,9430 99,4312 0,9222 0,3079 75,6458
C38 235,2710 67,2216 128,3536 0,6697 0,2445 76,1378
C39 244,7226 77,0069 91,4664 0,7107 0,2897 75,7688
C40 213,5209 64,5623 152,3857 0,5341 0,2592 91,9048
C41 166,3971 51,1172 48,6905 1,1399 0,4139 92,3810
C42 170,0240 52,9489 25,5983 1,1089 0,3827 90,6349
C43 201,1115 63,5633 63,3626 0,9252 0,3593 95,0794
C44 253,2349 86,0138 113,1815 0,7857 0,2286 79,6825
Média+  198,9938 + 67,6793 + 73,4099 0,7205 + 0,2747+ 82,5751+
DP 35,7923 19,3345 40,3895 0,2196 0,0760 8,7777

A legislacéo brasileira preconiza o teor minimo de constituintes fendlicos totais em
amostras de propolis destinadas ao comércio nacional ou internacional (BRASIL.
MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2001) como 5,0% (m.m™), assim, em média as amostras
de prépolis vermelha da Bahia apresentaram um percentual de acordo com o estabelecido pela
legislagdo (6,77% m.m™), embora se tratando de um valor médio, existiram amostras com
valores abaixo do estabelecido. Essas amostras foram: C15, C4, C2, C11, C7 e C29. Cinco das
seis amostras fora do padrdo foram coletadas no periodo chuvoso, o que sugere que a estacdo
do ano pode ter afetado a qualidade das amostras. A mesma legislacdo traz como valores
minimos para constituintes fenolicos totais em extrato de prépolis, 0,5% (m.m™). Todos os
extratos apresentaram contetido de compostos fendlicos acima do minimo estabelecido (média
de 19,90% m.m1), estando de acordo com a legislacdo. Em relacéo aos flavonoides, a legislacéo
traz como teor minimo aceitavel para amostras de propolis 0,5% (m.m™) e as classifica como
de baixo, médio e alto teor de flavonoides quando apresentarem valores de até 1,0%, entre 1,0
e 2,0% e maior que 2,0% (m.m™), respectivamente. De acordo com a classificagdo apresentada,
as amostras de propolis vermelha estdo de acordo com o estabelecido pela legislacéo e ainda
podem ser consideradas como de alto teor de flavonoides, tendo em média apresentado 7,34%
(m.m) desses constituintes, com excecdo das amostras C29 e C6 que apresentaram baixo e
médio teores de flavonoides totais respectivamente.

Esses dados foram semelhantes ou superiores aos encontrados na literatura para
amostras de propolis vermelha dos estados de Alagoas e Sergipe, com valores variando de 2,58
a 300,36 mg 4cido galico. g de extrato seco para CFT e de 1,02 a 31,48 mg catequina. g* de
amostra para FT (CABRAL et al., 2009; MACHADO et al., 2016; ANDRADE et al., 2017,
CALEGARI et al., 2017; RUFATTO et al., 2018). Os dados foram superiores também aos
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reportados para propolis vermelha do Parana produzidas nos meses de marco, maio e junho,
onde Calegari et al. (2017) encontraram valores de CFT variando de 36,6 a 48,2 mg acido
galico. g de amostra no més de marco e de 8,54 a 18,3 mg acido galico. g de amostra nos
meses de maio e junho. Os valores de FT ficaram entre 1,02 e 5,56 mg quercetina. g de amostra
no més de marco e de 0,24 a 1,00 quercetina. g de amostra nos meses de maio e junho. Essas
informacdes corroboram com o trabalho pois embora tenhamos amostras heterogéneas entre
coletadas em um mesmo periodo, hd uma maior tendéncia a presenca de valores mais elevados
de constituintes fenolicos em amostras produzidas em periodos mais secos e quentes como
observado também por Calegari et al. (2017). Essa determinacdo é importante por ser um
indicativo de bioatividade da amostra, principalmente por acdo antioxidante (AMAROWICZ
& PEGG, 2019).

A anélise de DPPH indica a a¢do antioxidante primaria, por medir quanto de um radical
livre pode ser inibido por um determinado composto, podendo ser inibidos por mecanismos
TAH e TES (AMAROWICZ & PEGG, 2019; SHAHIDI & ZHONG, 2015). Os valores de
concentracdo dos extratos necessarios para inibir 50% dos radicais DPPH (CEso) foram baixos,
em média 0,7205 CEsp mg. mL™? demonstrando alta atividade antioxidante primaria das
amostras, porém ainda maiores que os reportados por Frozza et al. (2013), Mendonca et al.
(2015) e Machado et al. (2016) para amostras de prépolis vermelha dos estados de Sergipe e
Alagoas, com valores variando de 0,005 a 0,27 mg. mL™.

As andlises de poder redutor e percentual de protecdo do sistema B-caroteno/acido
linoleico indicam duas formas diferentes de acdo antioxidante secundaria. A andlise de poder
redutor mede a capacidade dos antioxidantes de reduzir o complexo férrico ao complexo ferroso
(GULCIN, 2012). Ja 0 método de oxidagdo do B-caroteno/acido linoléico avalia a atividade de
inibicdo de radicais livres gerados durante a peroxidacdo do acido linoleico (DUARTE-
ALMEIDA et al., 2006). Para o Poder Redutor de Ferro, uma concentragéo baixa de extrato foi
requerida para a reducdo de 50% dos ions ferro presentes, além de se observar o menor desvio
padrdo entre as analises, demonstrando que todas as amostras de prépolis vermelha da Bahia
analisadas apresentaram alta capacidade de quelar ions de ferro. Quanto ao percentual de
protecdo do sistema B-caroteno/acido linoleico, as amostras analisadas apresentaram, em média,
82,57% de protegdo da oxidagdo das moléculas do sistema presentes, inibindo satisfatoriamente
o efeito das condigdes favoraveis a oxidagao que sdo inseridas durante a analise. Esses dados
foram superiores aos encontrados por Cabral et al. (2009), Oldoni et al. (2011) e Righi et al.
(2011), os quais obtiveram percentuais de protegdo do sistema variando de 26 a 61,3% todos

para amostras de préopolis vermelha de Alagoas.
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Os dados de analises deste estudo sugerem a existéncia de heterogeneidade entre as
amostras, com diferentes valores de constituintes fenolicos e flavonoides, além de variabilidade
na capacidade antioxidante das amostras, embora tenham demonstrado alto potencial

antioxidante seja por acdo primaria ou secundéria.

2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (CLAE)

Com o intuito de verificar a composicdo dos constituintes fenolicos individuais nas
amostras, realizou-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia, onde comparou-se 0s extratos
de amostras de propolis vermelha com padrfes analiticos das substancias puras. Na Tabela 5
estdo apresentados os resultados da analise de CLAE para as 44 amostras de prépolis vermelha
da Bahia para cada padrdo de constituinte fenolico individual analisado além da média e

desvios-padrdo para cada constituinte.



Tabela 5 - Compostos fenélicos individuais (mg. 100 g) das amostras de prépolis vermelha da Bahia quantificados por CLAE.
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Concentracgédo (mg. 100 g** de amostra)

Acidos Fenolicos Flavonoides
Amostra  Acido galico Acido Cafeico AC'qO. AC',d(? AC!d.O Catequina  Pirocatequina Quercetina  Kaempferol
Clorogénico Cumaérico Ferdalico

C1l 9,0856 nd 3,7044 nd nd nd 7,9485 26,1633 208,1275
C2 8,0266 5,9635 5,3266 nd nd nd 11,0882 22,1885 52,8583
C3 nd* nd 41,6045 36,9285 nd nd 20,8669 251,6784 nd
C4 46,4689 5,3970 nd nd nd nd nd nd nd
C5 40,1598 nd nd nd nd nd 21,6665 10,7457 274,5778
C6 8,7108 11,7663 10,0038 5,6429 7,9750 35,9053 4,1146 65,4758 196,5311
C7 4,8578 nd 14,7968 nd nd nd 1,0281 nd nd
C8 8,4650 nd 3,1330 nd nd 42,5013 11,6481 41,3306 64,6880
C9 15,6920 nd 20,5998 nd nd 53,5771 3,1791 28,5002 51,7394
C10 14,8392 nd nd nd nd 30,2525 5,5107 15,3049 383,6715
C11 6,2361 nd 31,2793 nd nd nd 4,3966 nd nd
C12 12,2841 nd 2,8192 nd nd nd nd 73,6447 110,4053
C13 8,8299 nd 5,4322 nd nd nd 27,6265 27,5808 36,1567
Cl4 8,4580 nd 10,3537 8,9091 10,7837 31,1758 3,6312 40,2898 183,0665
C15 8,3728 nd 2,6740 nd 0,7797 33,3966 nd 12,5222 26,3464
C16 8,4242 nd 4,2890 nd nd nd 4,9834 21,6566 nd
C17 7,0284 nd 10,5556 nd nd nd 4,1596 nd nd
C18 6,8597 nd 3,4009 nd nd nd 2,7643 2,3593 18,6537
C19 4,8594 nd 1,3870 nd nd nd 3,4080 19,8422 68,9167
C20 5,9594 4,5274 18,0342 nd nd nd nd nd nd
Cc21 6,1346 nd 14,9158 nd nd nd 2,1876 nd nd
Cc22 6,8697 nd 12,3081 nd nd nd 2,2889 8,1135 nd
C23 7,6475 nd 0,9420 0,6962 3,1100 nd nd 40,9647 247,2399
C24 7,6666 nd 1,2400 nd 1,6374 22,0246 3,1230 61,4583 179,0427
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C25 7,0892 nd 1,9391 0,4487 0,7610 nd nd 32,7845 98,0149
C26 4,7783 2,6174 10,1826 nd nd 18,5052 nd 0,7311 nd
c27 6,3644 nd 1,6567 0,6798 1,0976 nd nd 41,3129 128,6165
C28 2,2322 nd 0,9779 nd nd nd nd nd nd
C29 4,8276 nd nd nd nd nd nd 70,0315 147,5536
C30 8,0658 nd 4,0759 nd nd 29,5346 nd 71,5460 154,4951
C31 6,6143 nd nd nd nd nd nd 59,1289 145,0851
C32 7,3542 nd 2,9432 0,4093 nd 14,3034 nd 67,4213 149,2203
C33 8,1586 nd nd nd nd nd 2,8299 47,6058 79,6279
C34 2,7792 nd nd nd nd nd nd 32,0037 49,9074
C35 7,8847 nd 0,2011 nd nd nd nd 60,0829 154,7175
C36 8,0190 nd 2,2446 0,5227 1,2851 24,7138 nd 78,0957 182,9258
C37 5,1246 nd nd 0,5247 0,7761 23,3947 nd 61,0702 164,8310
C38 6,0652 3,8649 8,3757 nd nd nd nd 32,1252 80,2682
C39 6,4675 39,9170 6,3873 0,2596 0,1683 nd 48,6215 48,0864 91,5960
C40 2,6382 nd 8,8679 nd nd nd 4,5204 nd nd
C41 5,8891 3,6228 0,6714 0,2378 nd 23,2927 nd 47,5847 96,5087
C42 7,0459 5,56972 0,4243 0,4494 1,0021 26,1935 nd 68,2875 125,5203
C43 4,6240 nd 0,3203 0,4881 0,5236 nd nd 41,7610 112,5556
Ca4 6,7070 5,1988 2,5094 0,4438 3,0180 nd 3,4659 69,3429 161,4404
Média £ 8,5917 + 2,6805 + 6,0057 + 1,2313 + 0,7156 8,8863 + 5,0285 + 39,6005 + 98,2451 +
DP 7,9952 7,8783 8,4494 5,5933 2,0207 14,6266 9,3712 41,0759 88,6389

*nd: ndo detectado.
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A anélise por CLAE mostrou varia¢do na composi¢do quimica das amostras de propolis
vermelha em relacdo aos padrdes analiticos analisados. Esse comportamento é resultado da
variabilidade da composicdo em funcéo de varios fatores naturais e antrépicos, como clima,
flora, sazonalidade, horario de coleta, método de coleta, armazenamento, entre outros
(ANDRADE et al., 2017; MACHADO et al., 2016; NUNES et al., 2009; PARK et al., 2002;
SILVA et al., 2006).

De forma geral, entre os padrdes analisados, a concentracédo de constituintes flavonoides
foi maior em relacdo a concentracéo dos acidos fenolicos. Esse dado é desejavel ja que entre os
constituintes fendlicos totais, o grupo dos flavonoides tem demonstrado maior bioatividade em
relacdo aos acidos fenolicos de acordo com o que é reportado na literatura. Esse comportamento
estd associado ao maior numero de hidroxilas e fendis presentes nos flavonoides (BRAVO,
1998; COMERT; GOKMEN, 2018). Vale ressaltar que esse levantamento ndo exclui e/ou
diminui o potencial das propriedades bioativas desempenhadas pelos demais constituintes
fenolicos. Entre os constituintes quantificados, o kaempferol e a quercetina foram os compostos
identificados em maior concentracdo nos extratos de prépolis vermelha, sendo a quercetina
considerada como biomarcador desse tipo de préopolis (TRUSHEVA et al., 2006; SILVA et al.,
2008; LOPEZ et al., 2014; ANDRADE et al., 2017; RUFATTO et al., 2018) enquanto que a
literatura retrata a auséncia de kaempferol em amostras de propolis vermelha de outros estados
de origem (NUNES et al., 2009; LOPEZ et al., 2014). Os mesmos estudos relatam ainda que a
composicdo quimica de amostras de propolis é particular de cada regido de origem e que deve
ser avaliada minunciosamente em cada caso. Sendo assim, a presenca desse constituinte nas
amostras de propolis vermelha da Bahia pode ser um diferencial das demais amostras de
prépolis vermelha do Brasil.

As amostras C4, C7, C11, C17, C20, C21, C28 e C40 ndo apresentaram deteccdo para
quercetina, um biomarcador. Isso indica que tais amostras podem se tratar de amostras de
prépolis vermelha de baixa qualidade ou ndo genuinas. No entanto, para tal afirmacéo esses
dados devem ser contestados e confirmados frente a testes com outros padrdes de
biomarcadores. Calegari et al. (2017) encontraram maiores concentragdes para acido cafeico,
acido cumarico e acido feralico em amostras de propolis de diferentes tipos e regides de origem
em relacdo as encontradas no presente estudo. Andrade et al. (2017) observaram valores
menores que os determinados para &cido cafeico, catequina, acido clorogénico, acido gélico,
quercetina, kaempferol e acido cumarico para amostras de prépolis vermelha.

A anélise por CLAE demonstra a variabilidade entre as amostras analisadas. Demonstra

ainda que, embora algumas amostras ndo apresentem todos os constituintes fenolicos
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analisados, elas apresentam um numero elevado de constituintes de interesse quanto a

bioatividade, demonstrando uma alta complexidade quimica das amostras.

3. Espectroscopia de Infravermelho Proximo — NIR
Os espectros de absorbancias do NIR das amostras de propolis vermelha da Bahia séo

apresentados na Figura 7.
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Figura 7 - Espectros de absorbancias do NIR da prépolis vermelha da Bahia.

Na Figura 7 podemos observar um comportamento semelhante entre as amostras com o
aparecimento das mesmas bandas apenas com variagédo de absorbancias. Uma pequena variagéo
de comportamento é observada apenas na regido entre 2000 e 2200 nm, onde se observa a
presenca de formacdo de bandas de absorbancias em apenas algumas amostras e que sao
referentes a vibragbes de aminas (WORKMAN JUNIOR, 2000). Essa variacdo pode ter
ocorrido devido a heterogeneidade da composi¢do das amostras, que podem variar de acordo

com a colmeia, regido, flora e sazonalidade.

De acordo com Skoong, Holler & Niemman (2009), as bandas de espectros no NIR séo
normalmente largas e apresentam frequentes sobreposicGes, sendo menos Uteis para
identificacdo de compostos (em relacdo ao MIR) e mais Uteis para quantificacdo de compostos
gue contenham grupos funcionais com hidrogénio ligado a carbono, nitrogénio e oxigénio.
Segundo Mehrotra (2000), Chakravartula et al. (2019) e Ramos-Diaz et al. (2019), na regido de
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1450 e 1940 nm s&o observadas as bandas de ressonancia das ligacbes O—H relacionadas & 4gua
e carboidratos, entre 2050-2070 nm podem ser relacionados a presenca de ligaces N-H. A
regido compreendida entre 2200 e 2500 nm representa as combinacdes de C—H. Enquanto que
as bandas de absor¢do em 1730, 1770 e 2310 nm correspondem ao grupo C—H e ao grupo C—
H> e podem ser atribuidas aos lipidios. A determinacdo de fendis, alcoois, &cidos organicos e
hidroperdxidos pode ser baseada na vibracdo de estiramento O—H, que absorve radiacdo em
cerca de 1400 nm (SKOONG; HOLLER; NIEMMAN, 2009; WORKMAN JUNIOR, 2000).

4. Espectroscopia de Infravermelho Médio — MIR
Os espectros de absorbancias do MIR das amostras brutas e do extrato seco de propolis

vermelha da Bahia estdo mostrados na Figura 8.
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Figura 8 - Espectros de absorbancias no MIR da amostra bruta (A) e do extrato seco (B) da
prépolis vermelha da Bahia.

De acordo com as Figuras 8A e 8B, pode-se observar o0 comportamento espectral das
amostras brutas e das amostras de extrato seco, respectivamente. A principal diferenca entre os
dois graficos esta na intensidade da absorbancia na regido de impressao digital, que aumentaram
no extrato seco. Além de uma diminuicdo das absorbéncias das bandas referentes aos
comprimentos de onda de 2916, 2849 cm™ (alongamento de vibracdes de grupos CH), 1736
cm? (alongamento de vibragbes das carbonilas de ésteres) e 1467 cm™ (vibragbes de
hidrocarbonetos) (BARBOSA, 2007; SKOONG; HOLLER; NIEMMAN, 2009). Esses grupos
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funcionais citados séo atribuidos a cera de abelha segundo Mazur et al. (2019). As bandas ainda
presentes no extrato seco nessa regido citada indicam a presenca de alcanos proveniente de
outros compostos como também de residuo de cera e resina remanescente nas amostras. Essa
regido apresenta varias bandas de estiramentos simétrico e assimétrico das ligagbes CH de
grupos CHz, CH> e CH de alcanos e de grupos alquilas (BARBOSA, 2007; SKOONG,;
HOLLER; NIEMMAN, 2009). Silverstein, Webster & Kiemle (2005), associam essas bandas

com lipideos.

A regido entre 3590 a 3200 cm™ tem sido associada principalmente a agua, alcoois,
fenois e outros compostos aromaticos contendo grupo OH, tendo como caracteristica uma
banda larga (BARBOSA, 2007). Segundo Skoong, Holler & Niemman (2009), as bandas que
compreendem os comprimentos de onda de 1760 a 1690 cm™ sdo relacionadas a vibragGes de
aldeidos, cetonas, &cidos carboxilicos e ésteres, os quais contém o grupo C=0 e ainda esses
mesmos compostos absorvem energia vibracional de 1300 a 1050 cm™ devido aos grupos de C-
0. Ainda de acordo com 0s mesmos autores, a regido de 1600 a 1500 cm™ absorve energia das
ligacBes de C=C de anéis aromaticos, sendo também 0s anéis aromaticos responsaveis por
vibragdes fortes de 900 a 600 cm™, variando as bandas de acordo com o quantidade e a
conformacdo das substituicdes dos benzenos (BARBOSA, 2007; SKOONG; HOLLER;
NIEMMAN, 2009). Nota-se que essas bandas de absorbancia sdo devido principalmente a
ligacGes presentes abundantemente nos compostos antioxidantes, como insaturacdes e presenca
de anéis aromaticos (COMERT; GOKMEN, 2018; GULCIN, 2012). Entdo, 0 aumento das
absorbancias dessas bandas no extrato seco indica que ha maior concentracdo desses compostos

em relacdo as amostras brutas.

5. Analises Quimiométricas

Diante do numero alto de variaveis obtidas e a fim de classificar amostras de préopolis
vermelha da Bahia de acordo com a qualidade antioxidante, realizou-se andlises estatisticas
multivariadas. O intuito dessas analises foi: i) separar em grupos, amostras de acordo com a
capacidade antioxidante, usando Analise de Agrupamento, Analise de Componentes Principais
e Analise de Correlagdes Candnicas; e ii) realizar a calibracdo de modelos matematicos que
possam predizer essa atividade usando dados de espectroscopia no infravermelho préximo
(NIR) e médio (MIR).

5.1. Analise de Agrupamento
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A Figura 9 apresenta o dendograma de agrupamento das amostras de prépolis vermelha
do estado da Bahia de acordo com os dados de capacidade antioxidante (Constituintes fendlicos

totais, flavonoides totais, DPPH, poder redutor e sistema B-caroteno/acido linoleico).
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Figura 9 - Dendograma de agrupamento das amostras de propolis vermelha do estado da
Bahia de acordo com os dados de capacidade antioxidante.

De acordo com a andlise de agrupamento utilizando os dados de capacidade antioxidante
(Figura 9), pode-se observar a formacéo de quatro grupos de amostras de acordo com os valores
de R2 e Pseudo F. J& segundo os valores médios em cada grupo das variaveis originais, observa-
se que o0 primeiro grupo é composto pelas amostras que apresentaram maior capacidade
antioxidante, apresentando maiores valores de constituintes fendlicos e flavonoides totais além
de maior capacidade antioxidante priméaria e secundaria dentre todas as amostras. O segundo
grupo é composto por amostras com alto teor de fenodlicos totais e alta capacidade de reducéo
de ions de ferro (menor CEsp para PR), porém com menores valores de protecdo do BCAL entre
as demais amostras. O terceiro grupo compreende as amostras que de forma geral, apresentaram
menor capacidade antioxidante. Esse grupo compde os menores valores de CFT e FT além de
possuir menor capacidade antioxidante tanto primaria quanto secundaria. O quarto grupo
apresenta amostras com valores médios de CFT e FT, baixa capacidade antioxidante primaria
e secundaria por PR, porém sdo amostras com alto potencial de protecdo do BCAL. Vale
ressaltar que esses grupos foram formados comparando-se valores entre as amostras analisadas
e gque embora sejam citadas como de menor ou maior capacidade antioxidante ainda apresentam

valores da capacidade antioxidante maiores que 0s encontrados em propolis vermelha em outros
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trabalhos (CABRAL et al., 2009; MACHADO et al.,, 2016; ANDRADE et al., 2017;
CALEGARI etal., 2017; RUFATTO et al., 2018).

Esses resultados apontam que a analise multivariada de agrupamento pode ser um
método de triagem de capacidade antioxidante da prépolis, unindo vérios resultados de analises
laboratoriais de modo que se possa levar a uma conclusdo classificatoria a respeito dessa
qualidade geral, 0 que muitas vezes nao é possivel quando se avaliam individualmente os
resultados analiticos.

Na Figura 10 o dendograma de agrupamento das amostras de prépolis vermelha do
estado da Bahia de acordo com os dados quantificados por CLAE esté apresentado.
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Figura 10 - Dendograma de agrupamento das amostras de prdpolis vermelha do estado da
Bahia de acordo com os dados quantificados por CLAE.
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Com os dados de analise cromatogréafica acerca da composicao dos fenolicos individuais
podemos observar a formacao de 5 grupos, sendo o primeiro formado por uma Unica amostra
(C3), que se destacou por apresentar dentre todas as outras, as maiores concentracfes de acido
clorogénico, acido cumarico e quercetina e um dos maiores teores de pirocatequina. O segundo
grupo, formado também por apenas uma amostra (C39) que apresenta a maior concentracdo de
acido cafeico além de teores elevados para a maioria dos fendlicos analisados. O terceiro grupo
(C14 e C6) é composto pelas amostras com 0s maiores teores de acido cumarico, acido ferdlico
e altos valores para kaempferol, quercetina e catequina. O quarto grupo (C4 e C5) representa
as amostras com maiores teores de acido galico. Ja o quinto grupo, composto pelas demais
amostras, representa as amostras que, embora ndo tenham apresentado as maiores
concentracdes de nenhum padréo especifico, se destacaram com valores altos para a maioria

dos constituintes fendlicos individuais testados.
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Assim, podemos indicar as amostras presentes nos quatro primeiros grupos como as
melhores, do ponto de vista de composi¢do de fenolicos individuais e as amostras presentes no
quinto grupo como as de qualidade média a inferior. Esses dados ndo corroboram com o
agrupamento gerado para dados de capacidade antioxidante, o que pode apontar que além dos
constituintes fenolicos quantificados podem estar presentes outros constituintes néo
quantificados e que desempenhem papel significativo nessa atividade.

Na Figura 11 observa-se o dendograma de agrupamento das amostras de propolis

vermelha do estado da Bahia de acordo com os dados observados por NIR da propolis bruta.
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Figura 11 - Dendograma de agrupamento das amostras de propolis vermelha do estado da
Bahia de acordo com os dados observados por NIR.
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Podemos observar a formagéo de dois grupos, sendo o primeiro grupo composto pelas
amostras que apresentaram menores absorbancias para todas as bandas selecionadas com
destaque para a banda em 1397 nm, a qual esta associada a vibracGes de OH de fendis o que
sugere que essas amostras dispde de menores concentragcdes de compostos que contenha esse
grupo funcional. Ao associar esses dados com os das andlises convencionais (CFT e FT), é
possivel verificar que existem amostras com baixos valores quantificados para esses compostos
porém essa contestacao néo se aplica a todas, havendo algumas amostras que apresentaram altos
teores de CFT e FT mesmo apresentando baixas absorbancias na regido de vibracdo desses
grupos funcionais. Esse comportamento pode ser decorrente do processo de extragdo para a
analise convencional, que concentra esses compostos bioativos e remove compostos
indesejados os quais foram também medidos na analise por NIR visto que se analisou somente

amostras de prépolis bruta. O segundo grupo é composto pelas amostras que apresentaram
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maiores absorbancias nas bandas selecionadas, havendo também nesse grupo variagdo entre a
composicao fendlica e a capacidade antioxidante das amostras.

Assim, como essa analise se baseia na variacdo de absorbancias de grupos funcionais
relativos a diferencas na composicdo quimica das amostras, esses resultados sugerem a
sensibilidade da espectroscopia no infravermelho préximo para o agrupamento de amostras
com caracteristicas quimicas semelhantes porém a analise de agrupamento utilizando dados de
NIR pode ndo ser a andlise mais indicada para selecdo e triagem de amostras quanto a
composic¢do fendlica e capacidade antioxidante.

A Figura 12 apresenta o dendograma de agrupamento das amostras de propolis vermelha

do estado da Bahia de acordo com os dados observados por MIR.
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Figura 12 - Dendograma de agrupamento das amostras de prdpolis vermelha do estado da
Bahia de acordo com os dados observados por MIR das amostras brutas (A) e dos extratos

(B).

Na Figura 12A podemos observar o dendograma gerado com dados do MIR das
amostras brutas com a formacdo de dois grupos de amostras. O primeiro grupo corresponde as
amostras que apresentaram os menores valores de absorbancias nos comprimentos de onda de
2916, 2849 e 1737 cm™ os quais podem ser associados a menores concentragdes de cera nessas
amostras (MAZUR et al., 2019). Ainda esse grupo se destacou por apresentar maiores
absorbancias nos comprimentos de onda associados a vibracfes de anéis aromaticos, aldeidos,
cetonas, &cidos carboxilicos e ésteres o que pode indicar maior presenga de compostos
bioativos. J& com os dados obtidos do MIR dos extratos secos (Figura 12B), podemos observar
a formacdo de trés grupos. O primeiro grupo é formado pelas amostras com maiores
absorbancias nas bandas associadas a vibragdes de grupos funcionais da cera (MAZUR et al.,
2019) e também maiores absorbancias nas bandas associadas a vibra¢des de anéis aromaticos,

aldeidos, cetonas, acidos carboxilicos e ésteres. Esse grupo de amostras apresenta teores médios



51

dos compostos fendlicos e flavonoides totais, alta capacidade antioxidante secundaria por PR e
média por BCAL, porém baixa capacidade antioxidante primaria entre as amostras analisadas.
As amostras que compde o segundo grupo apresentam, majoritariamente, melhor capacidade
antioxidante primaria e secundaria. Essas amostras apresentaram absorbancias mais baixas para
todos as bandas selecionadas no espectro. O Gltimo grupo é composto por amostras com 0s
menores valores de capacidade antioxidante. Vale ressaltar que em todos 0s grupos pode ser
observada a presenca de amostras com caracteristicas antioxidante diferentes da composi¢édo
majoritaria dos elementos do grupo.

Os resultados de separacgdo de grupos indicam que a anélise do extrato seco por MIR
pode ser mais eficiente como método de triagem de capacidade antioxidante em relacéo a
analise realizada com dados do MIR das amostras de propolis bruta. Esse comportamento
provavelmente se da devido a maior concentracdo e purificagdo dos compostos bioativos que
sdo associados a maior capacidade antioxidante, o que facilita a separacdo de grupos no extrato

Seco.

5.2.  Analise de Componentes Principais

Na Figura 13 esté apresentado o gréfico de dispersdo dos Componentes Principais (CP)
das amostras de propolis vermelha do estado da Bahia de acordo com os dados de capacidade
antioxidante. A CP1 foi responsavel por explicar 51,39% da variabilidade dos dados e esta
correlacionada positivamente com o0s constituintes fendlicos e flavonoides totais e
negativamente com o CEso da redug@o do DPPH e do poder redutor de ferro (Figura 13A). Isso
indica que quanto maior o valor de uma amostra para CP1, maior serq seu contetudo de
constituintes fenolicos e flavonoides e menor sera seu valor de CEsp para reducdo do DPPH e
do poder redutor de ferro, o que é desejavel para maior qualidade das amostras. A CP2 explicou
19,16% da variacdo total dos dados e esta correlacionada negativamente com percentual de
protegdo do sistema B-caroteno/acido linoleico, indicando que quanto menor o valor de CP2,
maior a protecdo da amostra com o sistema B-caroteno/acido linoleico. Logo, as melhores

amostras devem apresentar valores altos de CP1 e baixos de CP2.
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Figura 13 - Dispersdo dos Componentes Principais 1 e 2 das varidveis (A) e das amostras (B)
de propolis vermelha do estado da Bahia de acordo com os dados de atividade antioxidante.

De acordo com a Figura 13B, as amostras com maior capacidade antioxidante estdo
localizadas no quadrante inferior direito, as quais unem baixo CEso de DPPH, poder redutor,
alto teor de constituintes fenolicos e flavonoides totais e alto percentual de protecdo do sistema
B-caroteno/acido linoleico. As amostras localizadas no quadrante superior direito embora
apresentem baixo CEsg de DPPH, poder redutor, alto teor de constituintes fendlicos e
flavonoides totais ndo desempenham uma prote¢do do sistema B-caroteno/acido linoleico tdo
alta quanto as anteriormente citadas. As amostras dispersas no quadrante superior esquerdo
podem ser consideradas as que possuem a pior capacidade antioxidante entre as amostras, com
maior CEso de DPPH, poder redutor, menor teor de constituintes fendlicos e flavonoides totais
e menor percentual de prote¢do do sistema B-caroteno/acido linoleico. J& as que se encontram
no quadrante inferior esquerdo, embora possuam maior CEsq de DPPH, poder redutor, menor
teor de constituintes fenolicos e flavonoides totais entre as amostras, apresentam alto percentual
de protecdo do sistema B-caroteno/acido linoleico. A maioria das amostras que se encontraram
fora dos padrdes da legislacao para contetdo fendlico encontram-se nesse quadrante, indicando
gue embora 0 menor teor de constituintes fenolicos totais ndo influenciou tanto no potencial de
protecdo da co-oxidacdo do sistema [-caroteno/acido linoleico quanto influenciou no poder

redutor de ions de ferro (PR) e na estabilizacéo de radicais livres oxidantes (DPPH).

Esses dados mostram semelhanga com a Anélise de Agrupamento (AG) em relacéo a
dispersdo das amostras, no entanto com a ACP tem-se um maior detalhamento desse

comportamento de disperséo por indicar o motivo dessa separagdo de grupos.

Na Figura 14 temos apresentado o grafico de dispersdo dos CPs das amostras de propolis

vermelha do estado da Bahia de acordo com os dados quantificados por CLAE. A CP1 foi
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responsavel por 28,06% da variabilidade dos dados e esta positivamente correlacionada com o
teor de acido cumarico, quercetina e acido clorogénico (Figura 14A). Ja a CP2 representou
20,99% da variabilidade dos dados e estd positivamente correlacionada com o teor de
kaempferol, acido ferulico e catequina. O &cido galico, a pirocatequina e o acido cafeico
somente apresentaram alta correlacdo com os demais CPs que possuem baixa explicacdo dos
dados, provavelmente por ndo apresentarem variagcdo expressiva entre as amostras a ponto de

promover a sua separagao.
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Figura 14 - Dispersdo dos Componentes Principais 1 e 2 das variaveis (A) e das amostras (B)
de prépolis vermelha do estado da Bahia de acordo com os dados quantificados por CLAE.

Os grupos formados pela dispersdo das amostras (Figura 14B) foram semelhantes aos
formados na AG, com destaque para a amostra C3, que apresentou maior teor de acido
clorogénico, &cido cumarico e quercetina, variaveis altamente correlacionadas com CP1. A
amostra com maior teor de kaempferol foi C10 e encontra-se separada das demais. Ja as
amostras C6 e C14 apresentam altos teores de kaempferol e catequina e encontram-se
agrupadas. As demais amostras ndo apresentaram diferenca significativa nos teores de fenolicos

individuais a ponto de promover separacao.

Na Figura 15 temos apresentado o grafico de dispersdo dos CPs das amostras de propolis

vermelha do estado da Bahia de acordo com os dados do NIR da propolis bruta.
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Figura 15 — Dispersdo dos Componentes Principais 1 e 2 das variaveis (A) e das amostras (B)
de propolis vermelha do estado da Bahia de acordo com os dados quantificados por NIR.

Para a andlise de Componentes Principais com dados do NIR foram selecionadas as
principais bandas do espectro, 15 no total, tendo posteriormente a remocao de trés variaveis por
apresentarem alta correlacdo com CP1 e CP2, o que dificultou a avaliagdo da disperséo dos
dados. As doze variaveis restantes apresentaram alta correlacdo com CP1, que explicou 90,04%
da variabilidade dos dados e é um descritor geral dos dados. A dispersdo grafica mostra a
possibilidade de se dividir as amostras em trés grupos distintos e que, em partes se assemelham
aos grupos formados na AG, sendo o primeiro grupo, da esquerda para a direita, composto pelas
amostras que apresentaram menores absorbancias nas bandas selecionadas. Essas amostras
apresentaram ainda baixa capacidade antioxidante primaria. O segundo grupo contém amostras
com elevada e baixa capacidade antioxidante mostrando uma limitacdo da ACP quando os
dados do NIR sdo utilizados. O terceiro grupo € composto por amostras com capacidade
antioxidante intermediaria.

Na Figura 16 temos a dispersdo das amostras de propolis vermelha do estado da Bahia
pelos CPs de acordo com os dados do MIR. A partir das bandas selecionadas dos dados obtidos
por MIR das amostras brutas de prdpolis vermelha (21 variaveis no total) a ACP foi realizada.
Dessas variaveis iniciais, uma apresentou alta correlacdo com as duas CPs que explicavam a
maior parte da variacdo dos dados, o que ndo é desejavel, por dificultar a interpretacéo gréfica
bem como dificultar a disperséo dos dados. Essa variavel foi removida e a analise foi novamente
realizada. Para os dados de MIR dos extratos secos, inicialmente foram utilizadas 22 variaveis,
que eram os principais modos vibracionais identificados no espectro. Observou-se que 7 dessas
variaveis se mostraram altamente correlacionadas com as duas CPs que explicavam a maior

parte da variacdo dos dados, sendo entdo descartadas da analise.
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Figura 16 — Dispersdo dos Componentes Principais 1 e 2 das variaveis (A e C) e das amostras
de propolis vermelha do estado da Bahia de acordo com os dados quantificados por MIR para
as amostras brutas (B) e extratos secos (D).

Analisando os resultados gerados com os dados do MIR das amostras brutas, a CP1 foi
responsavel por explicar 62,87% da variacdo dos dados, sendo um descritor da maioria das
variaveis (Figura 16A). Apenas trés bandas (2916,95; 2849,16 e 1737,56 cm™) apresentaram
correlacdo negativa com a CP1, essas variaveis sao bandas referentes a grupos funcionais
presentes na cera, 0 que indica que amostras de prépolis com valores negativos de CP1
apresentam maior quantidade desses compostos em relacdo as amostras com valores de CP1
positivos. A CP2 é responsavel pela explicacdo de 20,68% da variagcdo dos dados, estando
negativamente relacionada com as bandas 1379,76; 1287,28 e 886,39 cm™, as quais sdo
associadas a bandas de maximas absorbancias de grupos funcionais de aldeidos, cetonas, acidos
carboxilicos, ésteres e anéis aromaticos, logo amostras com valores negativos para CP2 tendem
a apresentar maior quantidade de compostos que possuam esses grupos funcionais como 0s
constituintes fendlicos. Ja para a analise realizada com dados do MIR dos extratos secos, a CP1
explicou 84,96% da variagdo dos dados e esta positivamente correlacionado com a maioria das

variaveis (Figura 16C). Ja a CP2 explica 5,59% da variabilidade dos dados e esta altamente
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correlacionada com as bandas com comprimento de onda de 3330,42 e 2972,16 2916,95 cm™.

Todas relacionadas a presenca de grupos funcionais presentes na cera.

Na dispersdo grafica para dados do MIR das amostras brutas (Figura 16B) observou-se
a formacdo de dois grupos distintos, sendo o primeiro formado pelas amostras presentes no
primeiro grupo da AG e que apresentaram boa capacidade antioxidante diante dos métodos
testados, além de apresentar os menores teores de cera, 0 que pode também pode ser um

indicador de qualidade da prépolis. As demais amostras encontram-se dispersas em um unico
grupo.

Uma pequena dispersdo entre as amostras ocorreu em razdo da variacdo do CP2 para
dados do MIR dos extratos secos (Figura 16D), com apenas algumas amostras se localizando
abaixo do agrupamento maior de amostras o que indica que possuam menor teor de cera entre
as demais, no entanto a pouca dispersdo devido a CP2 indica também que nao ha variacao entre
a maioria das amostras relativa a presenca de cera, o que foi observado para a ACP com dados
do MIR das amostras de propolis bruta. A CP1 promoveu a separacdo das amostras em trés
grupos, 0 primeiro grupo € composto pelas amostras que apresentaram maior capacidade
antioxidante. O segundo grupo representa as amostras que apresentaram capacidade
antioxidante média. Ja o terceiro grupo, semelhante ao terceiro grupo da AG, é composto pelas

amostras que apresentam capacidade antioxidante e contetdo fendlico individual inferior.

De forma geral, a ACP se mostrou como uma ferramenta eficiente na triagem e
classificacdo de amostras de prépolis vermelha quanto a capacidade antioxidante. Através dela
pode-se observar a dispersdo e heterogeneidade entre as amostras, demonstrando diferentes
perfis de composicdo e bioatividade. Assim, essa analise permite se tomar conclusfes que

somente por meio de analises univariadas ndo seria possivel ou muito complexas de se realizar.

5.3.  Analise de Correlacdes Candnicas

As andlises de correlagdes candnicas foram realizadas com o intuito de verificar a
existéncia de associacdo entre a composicao dos fendlicos obtidos por CLAE e da capacidade
antioxidante (compostos fenolicos e flavonoides totais, DPPH, poder redutor e prote¢do do
sistema [3-caroteno/acido linoleico) com dados da espectroscopia NIR e MIR. A fim de verificar
a possibilidade de uso do NIR e MIR como indicadores da qualidade antioxidante da propolis
vermelha, e assim, estabelecer um indice capaz de classificar essas amostras de forma
qualitativa por meio de equagbes matematicas, além de indicar quais variaveis podem

influenciar mais na capacidade antioxidante das amostras.
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Na Figura 17 temos ilustrada a representacdo gréfica da correlacdo canénica obtida com

dados de CLAE e dados de capacidade antioxidante.
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Figura 17 - Correlacéo candnica entre dados de CLAE e capacidade antioxidante de amostras
de prépolis do estado da Bahia.

Os resultados possibilitaram a obtencdo de um par de correlacdes significativas a nivel
de 1% de significancia pelo teste de Wilks' Lambda com uma correlacdo de 0,82. Nas Equacdes
21 e 22 temos os coeficientes responsaveis por gerar os resultados graficos mostrados
anteriormente.

Yontioxidante = 2,7746 X DPPH + 1,2091 x PR — 0,0669 X BCAL
Equacéo 21

Yerag = 0,0551 X ag + 0,0229 X cat + 0,0365 X caf — 0,0010 X ka — 0,0406 X acl —
0,1148 X acu — 0,0215 X pi + 0,0248 X quer + 0,0786 X fer
Equacéo 22

Onde: DPPH, representa 0o CEso para a inibicdo do radical DPPH (mg. mL™); PR,
representa o0 CEso para inibigdo dos ions de ferro (mg. mL™); BCAL, o percentual de protecio
do sistema B-caroteno/acido linoleico; ag, o teor de acido galico (mg. 100g de amostra); cat,
o teor de catequina (mg. 100g™* de amostra); caf, o teor de &cido cafeico (mg. 100g* de
amostra); ka, o teor de kaempferol (mg. 100g™* de amostra); acl, o teor de &cido clorogénico
(mg. 100g7 de amostra); acu, o teor de acido cumarico (mg. 100g™ de amostra); pi, o teor de
pirocatequina (mg. 100g de amostra); quer, o teor de quercetina (mg. 100g™* de amostra) e;

fer, o teor de &cido ferdlico (mg. 100g™ de amostra).
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A alta correlacdo aponta que a composicdo do fendlicos influenciam na capacidade
antioxidante das amostras. A Equacdo 19 indica que é nos valores mais baixos do indice relativo
a capacidade antioxidante onde podemos encontrar as melhores amostras, visto que a correlagédo
dos coeficientes relativos ao DPPH e poder redutor com o indice sdo positivos e a correlagdo
do coeficiente referente a protecdo do sistema [B-caroteno/acido linoleico é negativo, logo
valores mais baixos desse indice sdo referentes a amostras com menores CEso para a inibicéo
do radical DPPH e dos ions de ferro e maior percentual de protecdo do sistema B-caroteno/acido
linoleico. As correlagdes entre as varidveis e o indice canodnico relativo ao CLAE indicam que
a alta capacidade antioxidante é observada, principalmente, quando as amostras de prépolis
vermelha apresentam alto teor de &cido clorogénico, acido cumarico e pirocatequina, 0s quais
possuem correlacdo negativa com o indice, sendo assim, 0s principais compostos quantificados
relacionados a maior capacidade antioxidante das amostras de propolis vermelha. Em
contrapartida, amostras de propolis vermelha com alto teor de kaempferol, catequina, acido
galico, quercetina, acido ferulico, e/ou acido cafeico tendem a apresentar diminuicdo na sua
capacidade antioxidante. Embora esses constituintes fenolicos sejam frequentemente
correlacionados a um alto potencial antioxidante em alimentos (SOARES, 2002), de forma
geral sdo avaliados em sistemas com composicdo quimica mais simples e/ou através da
aplicacdo de constituintes fendlicos individualmente. A prdpolis vermelha, por se tratar de um
sistema de alta complexidade quimica, com uma vasta quantidade de fendlicos diferentes, torna-
se possivel que alguns constituintes apresentem essa bioatividade de forma mais acentuada, ou
até atuem em sinergismo ou antagonismo entre eles.

Analisando os resultados mostrados na Figura 17, pode-se verificar que as amostras que
apresentaram indice de dados obtidos por CLAE abaixo de -0,95 podem ser consideradas de
qualidade antioxidante excelente; amostras que apresentaram indice obtido por CLAE acima
de -0,95 e abaixo de 0,02, podem ser consideradas de qualidade antioxidante boa, e as amostras
que apresentaram indice obtido por CLAE acima de 0,02 podem ser consideradas de qualidade
antioxidante moderada a baixa entre as amostras testadas. Desta forma, conhecendo a
composicgdo fendlica da amostra sera possivel determinar, atraves da Equacao 20, o indice de
CLAE e prever a qualidade antioxidante da propolis vermelha sem que haja necessidade de se
realizar os ensaios antioxidantes de DPPH, PR e BCAL.

Nas Equaces 23 e 24 temos o0s coeficientes de correlagdo candnica obtidos com dados
do NIR e dados de capacidade antioxidante.

Yantioxidante = 0,0260 X CFT + 0,0184 x FT — 1,2873 x DPPH + 6,4853 x PR +
0,0173 x BCAL Equacéo 23
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Yvir = —30,8811 x A1216 + 17,5051 x A1339 — 27,0917 x A1397 + 89,5001 X
A1460 — 86,8898 x A1635 — 121,0894 x A1736 + 163,1239 X A1765 —
19,1884 x A1940 + 29,8026 x A2150 — 25,5743 x A2315 + 0,9187 X A2354 +

14,1580 x A2407 + 37,8921 x A2444 — 32,5669 x A2467 — 14,0527 X A2490
Equacéo 24

Onde as variaveis obtidas por NIR precedem a letra A seguida do nimero de onda
associado as principais bandas vibracionais presentes nos espectros da propolis vermelha.

Os resultados da anélise possibilitaram a obtencdo de um par de correlagBes
significativo a nivel de 1% de significancia para o teste de Wilks' Lambda com uma correlagdo
de 0,94. Isso indica que a composicdo dos grupos funcionais expressa pelas maximas
absorbancias obtidas no NIR influenciam na capacidade antioxidante das amostras de prépolis
vermelha. A Equacdo 21 aponta que é nos valores mais elevados do indice onde encontramos
as amostras com maior capacidade antioxidante, com coeficientes de CFT, FT e BCAL
correlacionados positivamente, enquanto que os coeficientes de DPPH e PR estdo
negativamente correlacionados com o indice, embora o coeficiente de PR se encontre positivo
e seja o principal responsavel por gerar um indice positivo mais elevado entre as variaveis. Em
relagdo a Equagdo 22, as variaveis que apresentaram maiores coeficientes positivos do indice
sdo bandas de absorbancia nos comprimentos de onda de 1460, 1765, 2150, 2354 e 2444 nm,
essas bandas sdo associadas a vibracdes de hidroxilas de grupos fendis, combinacbes de
CH/C=0 de acidos carboxilicos, e combinacbes de vibraces de CH, respectivamente
(WORKMAN JUNIOR, 2000).

Analisando a correlacdo entre as bandas do NIR com o indice de capacidade
antioxidante, observa-se que as variaveis com maior correlacdo positiva com o indice sdo 1397,
1460, 1635, 1940 e 2150 nm, que sdo referentes a vibracdes de hidroxilas associadas a fendis e
acidos carboxilicos. Esses grupos funcionais sao frequentemente associados a compostos com
atividade antioxidante. Na Figura 18 temos a representacdo grafica da correlacdo canénica

obtida com dados do NIR e dados de capacidade antioxidante.
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Figura 18 - Correlagdo canonica entre dados obtidos por NIR e capacidade antioxidante de
amostras de prépolis do estado da Bahia.

A partir da Figura 18 verifica-se que as amostras com maior indice candnico
antioxidante apresentam maior capacidade antioxidante. Verifica-se ainda a formacéo de trés
grupos de amostras. Com base nesses grupos formados e analisando o comportamento dessas
amostras quanto a capacidade antioxidante, é possivel realizar a classificacdo desses grupos
quanto essa caracteristica, onde: amostras de qualidade antioxidante excelente sdo as que
apresentam valores no indice do NIR acima de 0,40; amostras que apresentam valores no indice
do NIR menores que 0,40 e maiores que -1,00 podem ser consideradas de qualidade
antioxidante boa a moderada e; as amostras que apresentam valores no indice do NIR menores
que -1,00 podem ser consideradas de qualidade antioxidante inferior. Em razéo do que foi
observado, é possivel indicar a utilizacdo do indice gerado com absorbancias do NIR como
meio de classificar amostras de prépolis vermelha de acordo com a capacidade antioxidante.

Nas Equaces 25 e 26 temos os coeficientes de correlagdo candnica obtidos com dados
do MIR das amostras brutas e dados de capacidade antioxidante.

Yontioxidante = 0,0096 X CFT 40,0200 x FT + 1,4342 x DPPH — 3,1795 X PR —
0,0011 x BCAL Equacéo 25

Yvira = —64,7474 x A1 — 135,2813 x A2 + 105,4085 X A3 + 26,3007 X A4 —
8,4955 X A5 — 27,6000 X A6 — 59,6595 X A7 + 96,9316 X A8 —9,1255 X A9 +
40,9688 x A10 — 13,1401 x A11 + 54,9397 x A12 — 43,2935 X A13 + 35,6623 X
A14 4+ 52,7711 X A15 — 6,7424 X A16 + 44,6816 X A17 — 47,4906 x A18 —

93,2979 X A19 + 11,7901 x A20 + 20,3648 x A21
Equacéo 26
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Onde: Al, corresponde a absorbancia no nimero de onda de 3332,51 cm™; A2 ao
nimero de onda 2916,95 cm™*; A3 ao nimero de onda 2849,16; A4 ao nimero de onda 2102,58
cm™; A5 a0 nimero de onda 1737,56 cm™; A6 ao niimero de onda 1614,57 cm™; A7 ao nimero
de onda1509,51 cm™; A8 ao nimero de onda 1460,36 cm™; A9 ao nimero de onda 1379,76
cm™; A10 ao nGmero de onda 1287,28 cm™; A11 ao nimero de onda 1243,96 cm™; A12 ao
nimero de onda 1219,03 cm*; A13 ao nimero de onda 1200,63 cm™*; A14 ao ndmero de onda
1157,77 cm™; A15 ao nimero de onda 1114,44 cm™; A16 ao nimero de onda 1027,32 cm™;
A17 ao nimero de onda 960,00 cm™; A18 ao nimero de onda 886,39 cm™; A19 ao niimero de
onda 836,31 cm™*; A20 ao nimero de onda 768,99 cm™*; A21 ao ndmero de onda 719,37 cm™.

Nas Equaces 27 e 28 temos o0s coeficientes de correlagcdo candnica obtidos com dados
do FTIR dos extratos secos e dados de capacidade antioxidante.

Yantioxidante = —0,0029 X CFT + 0,0236 X FT — 1,9559 x DPPH + 2,6261 x PR —
0,0032 x BCAL Equagéo 27

Yuire = 34,0010 X A1 + 25,5574 X A2 + 17,6502 X A3 — 99,2580 x A4 —
0,1713 x A5+ 123,6219 x A6 — 39,5331 x A7 — 39,6839 X A8 + 29,0127 x A9 +
178,9950 x A10 — 148,3203 x A11 + 13,6393 x A12 — 120,9136 x A13 +
25,6671 x A14 — 40,7935 x A15 + 28,6259 x A16 — 26,8140 x A17 + 30,7121 X

A18 + 249,1661 X A19 — 197,9886 x A20 + 82,9916 X A21 — 79,8489 x A22
Equacéo 28

Onde: Al, corresponde a absorbancia no nimero de onda de 3330,42 cm™; A2 ao
nimero de onda 2972,16 cm™*; A3 ao niimero de onda 2916,95; A4 ao nlimero de onda 2854,99
cm®; A5 ao ndmero de onda 2095,36 cm™; A6 ao niimero de onda 1724,28 cm™; A7 ao niimero
de onda 1620,16 cm™; A8 ao nimero de onda 1595,47 cm™; A9 ao nimero de onda 1509,28
cm™; A10 ao nGmero de onda 1440,79 cm™; A1l ao nimero de onda 1379,06 cm™; A12 ao
nimero de onda 1286,82 cm™; A13 ao nimero de onda 1200,63 cm™; A14 ao nimero de onda
1157,07 cm; A15 ao nimero de onda 1113,74 cm™; A16 ao nimero de onda 1033,38 cm™;
A17 ao nimero de onda 947,42 cm; A18 ao niimero de onda 885,69 cm™; A19 ao niimero de
onda 836,31 cm™; A20 ao niimero de onda 793,21 cm™; A21 ao nimero de onda 724,73 cm™;
A22 ao nimero de onda 694,21 cm™.,

Com a analise, obteve-se apenas um par de correlages candnicas significativo a nivel
de 1% de significancia, com uma correlagdo de 0,95 entre os indices dos dados do MIR das
amostras e 0,98 entre os indices dos dados do MIR dos extratos secos, indicando que a
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composi¢do de grupos funcionais expressa pelas maximas absorbancias obtidas no MIR da
prépolis bruta influenciam nas suas respectivas capacidades antioxidantes. Para ambas as
analises, valores mais elevados dos indices indicam amostras de maior qualidade antioxidante.

O indice canbnico de capacidade antioxidante apresentou correlacdo positiva para as
variaveis CFT, FT e BCAL e correlagGes negativas para DPPH e PR, tanto para o indice
correlacionado com dados do MIR das amostras como para o indice correlacionado com dados
do MIR dos extratos secos. Para o indice do MIR das amostras brutas, os coeficientes com
maiores correlag0es positivas foram: A10, A9 e A18, os quais estdo associados,
respectivamente, a vibragdes de C-H de alcanos, vibra¢bes de C=0 de aldeidos, cetonas, &cidos
carboxilicos e ésteres e vibracdes de anéis aromaticos. Comportamento contrario foi observado
para as variaveis Al, A2, A3 e A21, associadas, respectivamente, a vibra¢es do grupo C-H e
carbonilas de ésteres ligados a presenca de cera e a vibragdes associadas a anéis aromaticos
(SKOONG; HOLLER; NIEMMAN, 2009; MAZUR et al., 2019). Para o indice gerado com
dados do MIR dos extratos, os coeficientes de maior correlacdo positiva foram: A6, Alle Al2,
0S quais estdo associados, respectivamente, a vibracbes de C=0, C-H e C-O de aldeidos,
cetonas, acidos carboxilicos e ésteres e vibracfes de CH3 referentes a alcanos (SKOONG,;
HOLLER; NIEMMAN, 2009).

As bandas dos indices do MIR das amostras brutas e dos extratos secos que
apresentaram maior correlacdo positiva foram as mesmas que apresentaram maior correlacdo
com o indice de capacidade antioxidante, estando, portanto, diretamente relacionadas com uma
maior qualidade antioxidante das amostras. Na Figura 19 esta apresentada a representacdo
gréafica da correlagdo candnica obtida com dados do MIR e dados de capacidade antioxidante.
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Figura 19 - Correlagéo candnica entre dados obtidos por MIR das amostras brutas (A) e
extrato seco (B) e capacidade antioxidante de amostras de propolis do estado da Bahia.
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A partir da Figura 19A pode-se observar a separacdo de duas classes de amostras atraves
da formacdo de grupos, onde as amostras que apresentam maior valor do indice do MIR das
amostras brutas (acima de 0,4) apresentam excelente capacidade antioxidante enquanto
amostras que apresentam um menor valor no indice gerado com dados de MIR (abaixo de 0,4)
podem ser classificadas como de qualidade antioxidante inferior. J& de acordo com a Figura
19B, para dados do MIR dos extratos podemos observar a formacéo de trés grupos de amostras,
possibilitando a separacéo de trés classes de amostras de propolis vermelha, onde o primeiro
grupo correspondeu as amostras com excelente capacidade antioxidante e compreende as
amostras que apresentaram valores no indice do MIR maiores que 1. O segundo grupo, cujo 0s
valores do indice do MIR foram menores que 1 e maiores que -0,5, composto pelas amostras
com boa e/ou moderada qualidade antioxidante, ja o terceiro grupo engloba as amostras com
menor qualidade antioxidante e apresenta valores do indice de MIR menores que -0,5.

Os dados de correlagdes canonicas apontam a possibilidade de se classificar amostras
de propolis vermelha quanto a qualidade antioxidante de forma eficiente por meio de métodos
alternativos, em especial utilizando espectroscopia no infravermelho, analises ndo destrutivas e
gue demonstraram boa capacidade classificatoria. Essa andlise tem o diferencial de gerar
indices capazes de classificar amostras por meio numérico, 0 que pode ser mais preciso em
relacdo as analises de AG e ACP.

As andlises multivariadas qualitativas da propolis vermelha do estado da Bahia
demonstram que o conjunto de amostras apresenta variacdo de composi¢do quimica, mostrada
tanto pelas andlises de composicdo fendlica, atividade antioxidante quanto pelas analises
espectroscopicas por meio da dispersdo indicando um perfil quimico diversificado. Esses dados
mostram também que embora possa haver diferencas entre fatores climaticos, florais, sazonais,
de horéario e método de coleta e armazenamento das amostras, o produto gerado no estado da
Bahia apresenta alto potencial antioxidante. Demonstram ainda como a espectroscopia no
infravermelho proximo e médio pode ser utilizada de forma eficiente como método indicativo

de qualidade da propolis vermelha.

5.4. Regressédo Linear Multipla

A analise de RLM foi realizada com o intuito de avaliar o poder preditivo dos dados
obtidos por CLAE, NIR e MIR das amostras e dos extratos secos para a determinacgdo do
potencial antioxidante da propolis vermelha da Bahia. Na Tabela 6 estdo apresentados os dados
de ajustes dos modelos preditivos por RLM.

Para a predigéo do teor de constituintes fenolicos e flavonoides totais, os modelos que

apresentaram melhor ajuste para dados da validagéo foram os obtidos com dados de MIR das
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amostras brutas. J& para a predi¢éo dos valores de CEso do DPPH e do poder redutor, os modelos
melhor ajustados foram obtidos por NIR, enquanto que para a predi¢do dos valores de protecéao
do sistema [-caroteno/acido linoleico, 0 modelo com melhores parametros de ajuste para
validacdo foi obtido por dados de MIR dos extratos.

Um dos parametros importantes para medir e avaliar esses ajustes €, segundo Williams
& Sobering (1993), a relacdo entre o desempenho e o desvio (RPD), uma medida da capacidade
de um modelo predizer um constituinte. Chang et al. (2001) utilizaram RPD para avaliar a
capacidade de predicéo dos espectros NIR e criaram um padrdo de classificagdo onde: modelos
com RPD > 2 podem ser considerados como excelentes; modelos razoéveis quando 1,4 < RPD
< 2; e modelos ndo confiaveis quando RPD < 1.4. Ja de acordo com Williams & Sobering
(1993), outro parametro de ajuste importante é o valor de RER, o qual é obtido calculando a
divisdo da amplitude de concentracdo de um analito pelo erro quadratico médio, onde um
modelo com valores de intervalo de erros (RER) <3 tem pequena capacidade preditiva, modelos
com RER entre 3 e 10 tém utilidade pratica moderada, e valores de RER> 10 indicam boa
utilidade pratica.

Quanto aos parametros abordados acima, os modelos ajustados para predicdo dos
constituintes fendlicos e flavonoides totais, podem ser considerados razoaveis e de utilidade
pratica moderada. J& os modelos ajustados para predizer o CEso do DPPH e do poder redutor e
os ajustados para predizer o percentual de protecdo do sistema B-caroteno/acido linoleico,
podem ser considerados como ndo confidveis e com pequena capacidade preditiva, o que indica

que o modelo deve ser utilizado com cautela.



Tabela 6 — Pardmetros de ajuste dos modelos preditivos de RLM.
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Fendlicos totais

Treinamento Validacao
Dados utilizados Método NUmero de variaveis R RMSE RPD RER R RMSE RPD RER
NIR Backward 9 0,9190 7,9792 2,0509 10,1181 0,4636 23,2487 0,9211 2,9825
FTIR amostra Stepwise 6 0,8616 9,1977 1,7460 7,5388 0,8401 10,0719 1,8373 5,2707
FTIR extrato Forward 12 0,8973 7,1920 1,7126 8,1345 0,4784 40,5971 0,6169 1,7080
Flavonoides totais
Treinamento Validacao
Dados utilizados Método NuUmero de variaveis R RMSE RPD RER R RMSE RPD RER
NIR Stepwise 4 0,8485 23,0223 1,7441 6,0851 0,8514 21,9620 1,4824 4,2887
FTIR amostra Forward 7 0,9317 16,3405 2,3696 8,4347 0,8649 22,9617 1,8793 5,1364
FTIR extrato Backward 12 0,9843 9,9131 4,1452 13,0128 0,13892 72,3845 0,3947 1,2458
CEso de DPPH
Treinamento Validagdo
Dados utilizados Método NuUmero de variaveis R RMSE RPD RER R RMSE RPD RER
CLAE Backward 3 0,8149 0,1464 1,6368 6,0204 0,7312 0,1965 0,8997 3,1762
NIR Stepwise 4 0,8099 0,1282 1,5737 0,4910 0,8012 0,2196 0,9942 2,9375
FTIR amostra Stepwise 2 0,8581 0,0967 1,8747 7,3615 0,2324 0,3530 0,7076 2,2353
FTIR extrato Forward 5 0,9159 0,0803 2,2581 8,8471 0,3759 0,2423 0,9196 2,6930
CEso de Poder Redutor - PR
Treinamento Validacao
Dados utilizados Método NuUmero de variaveis R RMSE RPD RER R RMSE RPD RER
CLAE Backward 3 0,6340 0,0715 1,2268 4,6668 0,4884 0,1569 0,2523 0,7436
NIR Backward 7 0,8818 0,0390 1,8125 7,0449 0,5125 0,0938 0,5724 1,6787
FTIR amostra Stepwise 3 0,6032 0,0551 1,1847 5,5550 0,4578 0,0789 1,0949 3,8223
FTIR extrato Stepwise 3 0,7441 0,0528 1,4173 6,0144 0,5330 0,1407 0,5385 1,8123
Percentual de protecdo do sistema B-caroteno/acido linoleico
Treinamento Validacao
Dados utilizados Método NuUmero de variaveis R RMSE RPD RER R RMSE RPD RER
CLAE Stepwise 3 0,7824 5,5130 1,5232 5,1970 0,5097 45,6249 0,1610 0,4375
NIR Backward 5 0,8762 4,9331 1,8650 6,6647 0,5128 13,3922 0,6707 2,0265
FTIR amostra Forward 3 0,5012 7,4512 1,0942 3,8766 0,6957 7,9195 1,3788 3,9306
FTIR extrato Backward 10 0,9192 4,1757 2,0361 7,0442 0,6331 9,4438 0,9070 2,7213
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Os coeficientes de regresséo para predi¢do do teor de constituintes fendlicos totais estdo
apresentados graficamente na Figura 20 onde pode-se ver as bandas consideradas significativas

pelo modelo obtidas pela analise de MIR das amostras brutas.
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Figura 20 - Coeficientes de regressao em funcdo do numero de onda do modelo RLM
construido para predizer os constituintes fenolicos totais em amostras de propolis vermelha do
estado da Bahia.

As variaveis com maiores coeficientes de regressdo positivos estdo associadas aos
nimeros de onda de 1509 e 960 cm™, o contrario foi observado para a absorcdo das bandas
associadas aos nimeros de onda 1614 e 768 cm™. Ao analisar os grupos funcionais que
apresentam vibracfes nesses intervalos de frequéncia observa-se que todas as varidveis
selecionadas pelo modelo estdo relacionadas a vibracdes de anéis aromaticos (BARBOSA,
2007; SKOONG; HOLLER; NIEMMAN, 2009), logo o modelo conseguiu identificar e
selecionar variaveis importantes para a predicdo dos constituintes fenolicos e fez um balanco
entre essas variaveis para calibrar esses valores.

Na Figura 21 temos a representacdo grafica dos coeficientes de regressdo com as bandas
consideradas significativas pelo modelo para a predicdo do teor de constituintes flavonoides
totais obtida pela anélise de MIR das amostras brutas. Analisando esta Figura, podemos
observar que todos os coeficientes apresentam importancia semelhante para predicdo do
modelo, com valores elevados nos coeficientes negativos e positivos, logo, modelo também
realizou um balanco desses valores para realizar uma predigéo eficiente. Esse balanco entre
coeficientes negativos e positivos fica evidente ao analisar os grupos funcionais associados as
bandas consideradas significativas pelo modelo de predicdo, onde temos bandas positivas e

negativas associadas a presenca de cera (2916, 2849 e 1379 cm™) além de bandas positivas e
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negativas associadas a presenca de fendis e anéis aromaticos (1287, 1027, 960 e 768 cm™)
(BARBOSA, 2007; SKOONG; HOLLER; NIEMMAN, 2009; MAZUR et al., 2019).
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Figura 21 - Coeficientes de regressao em funcdo do numero de onda do modelo RLM
construido para predizer os constituintes flavonoides totais em amostras de prépolis vermelha
do estado da Bahia.

Na Figura 22 estdo apresentados os coeficientes de regressdo com as bandas

consideradas significativas pelo modelo para a predi¢cdo do CEso de DPPH.
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Figura 22 - Coeficientes de regressao em fungdo do comprimento de onda do modelo RLM
construido para predizer o CEso do DPPH em amostras de propolis vermelha do estado da
Bahia.

As trés primeiras variaveis do modelo (1216, 2354 e 2444 nm) sdo associadas a
multiplas ligagcoes de sistemas aroméaticos (WORKMAN JUNIOR, 2000), j& a quarta variavel

(2490 nm) pode ser associada a vibragbes de CH, possivelmente oriundas da cera e/ou resina.
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Observando o comportamento dessas varidveis quanto aos coeficientes do modelo de predicéo,
pode-se indicar que as variaveis utilizadas para gerar o modelo ndo foram capazes de detectar
e explicar a variacdo entre os grupos funcionais presentes que podem ser responsaveis pela
maior capacidade antioxidante medida pelo CEso do DPPH. Isso gerou um modelo com
parametros de ajuste que indicam uso limitado do modelo e sugerem que 0 RLM pode ndo ser
a analise multivariada mais indicada para predicdo desses valores.

Na Figura 23 estdo apresentados os coeficientes de regressdo com as bandas

consideradas significativas pelo modelo para a predigédo do CEsp do poder redutor.
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Figura 23 - Coeficientes de regressao em funcdo do comprimento de onda do modelo RLM
construido para predizer o CEsg do PR em amostras de préopolis vermelha do estado da Bahia.

O comportamento da predicdo do DPPH se repetiu para PR, onde algumas variaveis
associadas a fendis (1216 e 1397 nm) apresentaram coeficientes de regressdo positivos,
enguanto variaveis associadas a hidrocarbonetos ligadas a presenca e cera e resina (1736 e 2315
nm) apresentaram coeficientes de regressdo negativos, o que ndo é desejavel ja que se espera
que quanto maior o contedo fendlico em uma amostra maior sua atividade antioxidante e
menor seria 0 Cso do PR. Entdo, assim como para DPPH, a RLM com dados do NIR pode ndo
ser a analise multivariada mais indicada para realizar a predicdo desses valores.

Os coeficientes de regressao significativos para a predi¢éo do percentual de protecéo do
sistema B-caroteno/acido linoleico podem ser observados na Figura 24. O modelo gerado para
predicdo do percentual de protecdo do sistema B-caroteno/acido linoleico das amostras de
propolis vermelha apresenta coeficientes de regressdo provenientes de bandas de absorcao de
vibracOes associadas a grupos funcionais de interesse na predicdo, onde todas as variaveis
consideradas significativas pelo modelo absorvem vibracGes de aneis aromaticos, aldeidos,

cetonas e &cidos carboxilicos, tendo, portanto o modelo realizado um balango dessas variaveis
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(positivas e negativas) para predizer de forma satisfatoria os valores, embora deva-se ter

cuidado ao se utilizar o modelo por ser considerado ainda de pouca aplicacdo pratica.
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Figura 24 - Coeficientes de regressao em funcdo do numero de onda do modelo RLM
construido para predizer o percentual de prote¢do do sistema [3-caroteno/acido linoleico em
amostras de prépolis vermelha do estado da Bahia.

Os modelos ajustados para os constituintes fendlicos e flavonoides totais foram
satisfatorios, no entanto os modelos ajustados para predizer o CEso do DPPH e do PR e 0
percentual de protegdo do sistema [-caroteno/acido linoleico devem ser utilizados de forma
cautelosa, podendo realizar predicdo de valores que ndo correspondem a realidade.

Alguns dados ndo foram satisfatoriamente ajustados para a predicdo por RLM, a qual
utiliza apenas as bandas de maximas absorbancias do espectro para realizar o ajuste. Porém,
pode acontecer das variacdes mais significativas ndo estarem presentes nessas regides, e isso
pode limitar essa analise. Para verificar a possibilidade de calibracdo em toda a amplitude do
espectro pode-se realizar a calibracéo por regressao por minimos quadrados parciais.

5.5.  Regressdo por minimos quadrados parciais

A regressdo por minimos quadrados parciais (RMQP) é uma andlise full-spectrum
(utiliza todos os dados de absorbancias para a calibracéo), ndo parte do pressuposto de que as
variaveis sdo ndo correlacionadas e nem requer que os residuos sigam uma distribui¢do normal
e, por esta razdo, é frequentemente utilizada para predicdo com dados de espectroscopia no
infravermelho. A andlise foi realizada com o intuito de avaliar o poder preditivo dos dados
obtidos por NIR e MIR das amostras brutas e dos extratos secos para a determinagdo da
capacidade antioxidante da prépolis vermelha da Bahia. Na Tabela 7 estdo apresentados os

dados de ajustes dos modelos preditivos por RMQP.



Tabela 7 — Parametros de ajustes dos modelos preditivos de RMQP.
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Fendlicos Totais

Treinamento Validacdo
Dados utilizados Namero de fatores R RMSE RPD RER R RMSE RPD RER
NIR 4 0,7226 11,1115 1,4741 6,2403 0,9468 7,0473 3,1059 9,8391
FTIR amostra 4 0,8437 8,4710 1,8958 8,1855 0,7527 11,7359 1,5768 45234
FTIR extrato 3 0,7371 8,1789 1,5060 8,4778 0,2145 25,3560 0,9588 2,7346
Flavonoides totais
Treinamento Validacdo
Dados utilizados Namero de fatores R RMSE RPD RER R RMSE RPD RER
NIR 6 0,4601 40,8465 1,0420 1,6976 0,5696 35,1840 0,9253 2,6770
FTIR amostra 9 0,9953 3,6792 10,5241 18,8463 0,7333 30,4407 1,4176 3,8745
FTIR extrato 3 0,8897 18,4310 2,2295 3,7621 0,0316 35,9476 0,7947 2,5086
CEso de DPPH
Treinamento Validacdo
Dados utilizados Namero de fatores R RMSE RPD RER R RMSE RPD RER
NIR 6 0,7593 0,1383 1,5650 5,5869 0,6515 0,1898 1,1501 3,3981
FTIR amostra 2 0,6538 0,1346 1,3457 5,2842 0,8790 0,1432 1,7437 5,5084
FTIR extrato 9 0,9908 0,0241 7,5164 29,4492 0,2924 0,2242 0,9953 2,9112
CEso de Poder Redutor - PR
Treinamento Validacdo
Dados utilizados Namero de fatores R RMSE RPD RER R RMSE RPD RER
NIR 20 0,9999 0,0006 119,5443 495,3781 0,2707 0,1097 0,4893 1,4350
FTIR amostra 3 0,6864 0,0466 1,3994 6,5617 0,7294 0,0589 1,4663 5,1187
FTIR extrato 8 0,9646 0,0206 3,6373 15,4351 0,2961 0,0803 0,9434 3,1752
Percentual de protecdo do sistema p-caroteno/acido linoleico
Treinamento Validacdo
Dados utilizados Namero de fatores R RMSE RPD RER R RMSE RPD RER
NIR 20 0,9999 0,1095 80,9796 300,2800 0,2742 28,2590 0,3114 0,9604
FTIR amostra 2 0,4811 7,0270 1,1602 4,1106 0,7873 7,2434 1,5075 4,2974
FTIR extrato 20 1,0000 0,0026 3489,9611 11439,7137 0,0985 15,3295 0,5473 1,5084
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Pdde-se observar que os modelos que utilizaram um numero elevado de fatores para
realizar o treinamento do modelo obtiveram parametros excelentes de ajuste, porém esse ajuste
ndo foi confirmado ao submeter as amostras de validacdo ao modelo, onde se observou, de
forma geral, falta de ajuste. Esse comportamento e devido ao nimero excessivo de fatores, que
possivelmente levou a incorporacdo de ruidos dos dados nos modelos, impedindo o
estabelecimento da relagdo funcional entre variavel resposta e variavel independente.

A predicdo dos dados de constituintes fendlicos totais foi melhor ajustada utilizando
dados do NIR, ja todas as demais predi¢cdes foram melhor ajustadas com dados do MIR das
amostras brutas. Em relacdo aos parametros de ajuste RPD e RER, os modelos escolhidos para
a predicdo de todas as analises podem ser considerados razoaveis e de utilidade pratica
moderada, com excecao do modelo ajustado para predizer o teor de constituintes fendlicos, que
segundo o0 RPD pode ser considerado excelente. Com base nesses parametros, seria preferivel
a utilizacdo dos modelos preditos por RMQP em vez dos modelos preditos por RLM, porém, é
necessario analisar ainda quais variaveis ou regides espectrais mais importantes para a predicao
desses constituintes e avaliar a sua relevancia em termos de grupos funcionais associados. Esses

dados podem ser observados graficamente na Figura 25 para os constituintes fenolicos totais.
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Figura 25 - Coeficientes de regressao em funcdo do comprimento de onda do modelo RMQP
construido para predizer os constituintes fendlicos totais em amostras de prépolis vermelha do
estado da Bahia.

As principais bandas associadas a predi¢cdo de maiores valores de constituintes fenolicos
totais (Figura 25) sdo 1440, 1670 e a regido de 2000 a 2300 nm. Essas bandas s&o associadas
principalmente a vibragdo de hidroxilas e carboxilas de fendis, acidos carboxilicos e outros
compostos aromaticos, respectivamente (WORKMAN JUNIOR, 2000).
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Os coeficientes de regresséo para a predicdo dos flavonoides totais com dados de MIR

das amostras estao apresentados na Figura 26.
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Figura 26 - Coeficientes de regressao em funcdo do numero de onda do modelo RMQP
construido para predizer os constituintes flavonoides totais em amostras de prdpolis vermelha
do estado da Bahia.

De acordo com os coeficientes de regressdo mostrados na Figura 26, podemos observar
gue ha uma regido espectral que merece destaque na importancia da predi¢cdo do contetdo de
flavonoides totais. Essa regido compreende os niimeros de onda de 2600 a 1700 cm™. O modelo
provavelmente encontrou diferencgas nas absorbancias entre amostras que nao foi percebido na
observacdo grafica dos espectros, pois nessa regido nao foram identificadas bandas
significativas. Entretanto, de acordo com Barbosa (2007) e Skoong, Holler & Niemman (2009),
nessa regido temos vibracGes de hidroxilas e carbonilas associadas a acidos carboxilicos,
aldeidos, cetonas e ésteres, que sdo grupos funcionais relacionados a presenca de flavonoides,
0 que indica que o modelo foi bem ajustado.

Os coeficientes de regressao para a predi¢do do CEso do DPPH com dados de MIR das
amostras estdo apresentados na Figura 27. Analisando esses coeficientes, observa-se uma regido
espectral de maior importancia na predicdo, com coeficientes negativos. Essa regido esta entre
2225 e 1800 cm! e é associada a absorbancias de vibragdes de alquinos. Para coeficientes com
valores positivos, que podem ser relacionados a valores de CEsg do DPPH maiores, temos as

bandas em 2850 e 1770 cm™ que séo associadas a presenca de cera e resina nas amostras.
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Figura 27 - Coeficientes de regressao em funcdo do nimero de onda do modelo RMQP
construido para predizer o CEso do DPPH em amostras de propolis vermelha do estado da
Bahia.

O comportamento dos coeficientes de regressao no espectro para a predi¢do do CEsg de
poder redutor estda mostrado na Figura 28, onde podemos observar regido espectral que
apresentou os principais coeficientes de regressdo é a mesma identificada para a predi¢éo do
CEso do DPPH, porém com coeficientes positivos associados a presenca de cera apenas na

regido de 2850 cm™.
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Figura 28 - Coeficientes de regressdo em fungcdo do comprimento de onda do modelo RMQP
construido para predizer o CEso do PR em amostras de propolis vermelha do estado da Bahia.

Os coeficientes de regressao para a predicdo do percentual de protecdo do sistema -
caroteno/acido linoleico com dados de MIR das amostras estdo apresentados na Figura 29.
Pode-se identificar nesta figura uma regido espectral de maior importancia na predicdo da

protecdo do sistema B-caroteno/acido linoleico. Essa regido esta entre 2300 e 1700 cm™ e é
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associada a absorbancias de vibragdes de alquinos, aldeidos, cetonas, ésteres e acidos
carboxilicos. Além de duas bandas importantes em 2940 e 2865 cm™, as quais representam

vibrac6es de grupos CH associados a presenca de cera e resina.
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Figura 29 - Coeficientes de regressao em funcdo do numero de onda do modelo RMQP
construido para predizer o percentual de protegdo do sistema [3-caroteno/acido linoleico em
amostras de prépolis vermelha do estado da Bahia.

As calibracgdes realizadas utilizando todo o espectro (RMQP) demonstraram melhores
parametros de ajuste e maior precisdo nas predi¢cGes em relacdo a RLM. Um destaque deve ser
dado as predi¢cdes com dados de MIR das amostras de prépolis vermelha bruta (tanto para RLM
como para RMQP), os quais geraram os melhores modelos para a maioria dos parametros e,
consequentemente, ajustaram melhor as varidveis de acordo com os grupos funcionais de
interesse, mostrando maior sensibilidade. Esse comportamento pode ser devido a maior
heterogeneidade e complexidade dos constituintes quimicos das amostras em relacdo aos
extratos, que pode ter refletido em pontos de diferenciacdo no espectro maiores entre elas. Esse
dado é vantajoso visto que ndo se faz necessario a producdo e secagem do extrato para se
realizar a predicao.

Os resultados de andlise multivariada quantitativa mostraram a possibilidade de calibrar
dados para predizer capacidade antioxidante de amostras de propolis vermelha com uso da
espectroscopia de infravermelho de forma confidvel, o que é util por se tratar de analises
rapidas, precisas e que ndo demandam reagentes. E, uma vez o modelo ja calibrado torna-se
possivel realizar a estimativa dos dados de capacidade antioxidante dessas amostras sem que

seja necessaria a realizacao das analises.
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V.  CONCLUSOES

A propolis vermelha do estado da Bahia apresenta alta capacidade antioxidante primaria
e secundaria e alta concentracdo de fenolicos e flavonoides individuais e totais, demonstrando
que, embora possa existir diferencas de composi¢éo e bioatividade entre amostras de propolis
de diferentes origens, as condi¢des encontradas no ecossistema de mangue da Bahia sdo
favoraveis a producéo desse tipo de propolis.

As andlises de espectroscopia no infravermelho (NIR e MIR) permitiram avaliar a
composi¢do quimica geral das amostras de acordo com os grupos funcionais, indicando alto
teor de compostos aromaticos e insaturagdes, caracteristicos dos compostos antioxidantes. A
analise de correlacdes canodnicas foi a analise qualitativa que mostrou de forma mais clara a
formacdo e separacdo de grupos de amostras. Quanto a analise quantitativa, a regressdo por
minimos quadrados parciais (RMQP) forneceu parametros de maior confiabilidade para os
modelos em relacdo a regressdo linear multipla, sendo possivel obté-los com boa capacidade
preditiva para as analises de capacidade antioxidante realizadas, com destaque para os modelos
ajustados com dados de MIR das amostras brutas.

Os resultados desta pesquisa indicam a possibilidade de uso das tecnologias de
espectroscopia no infravermelho associada a quimiometria como forma de predizer a qualidade
antioxidante de amostras de prdpolis vermelha de forma confiavel sem a necessidade de
realizacdo de analises que demandam tempo, reagentes e trabalho, com rapidez e seguranca.
Além disso, os modelos calibrados tornam possivel realizacdo de estimativa dos dados de
capacidade antioxidante de novas amostras de prépolis vermelha da Bahia sem que seja
necessaria a realizacdo das analises de bancada.
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