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RESUMO

OLIVEIRA, T. F. Caracterizacdo da geopropolis de abelha sem ferrao da Bahia e aplicacio da
quimiometria na avaliacdo de seus constituintes bioativos. Itapetinga-BA: UESB, 81 p. 2022.
Disserta¢do. (Mestrado em Engenharia e Ciéncias de Alimentos, Area de Concentra¢io em Ciéncia

de Alimentos).”

A geopropolis € produzida pelas abelhas sem ferrdo e consiste numa mistura de resinas organicas,
cera, solo e/ou argila. Informagdes sobre a composi¢do quimica e a atividade biologica da geopropolis
sdo de grande importancia para identificar o padrao de qualidade desse produto natural. Esse estudo
teve como objetivo caracterizar a geopropolis de abelha sem ferrdo de cinco diferentes espécies
produzidas em trés regidoes da Bahia, considerando o seu potencial bioativo através de quimiometria.
Foram analisadas 35 amostras de geopropolis de abelha sem ferrdo de diferentes espécies e regioes
do estado da Bahia, coletadas de colmeias e/ou produtores e meses de anos diferentes, sendo de marco
de 2020 a novembro de 2021, garantindo assim a heterogeneidade das amostras. O extrato de
geopropolis foi preparado com o solvente etanol 70%. Determinaram-se os constituintes fendlicos
totais (CFT) e flavonoides totais (FT), atividade antioxidante por DPPH, poder redutor (PR) e
protecdo do sistema B-caroteno/acido linoleico (BCAL), cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) e analise nao convencional de espectroscopia de infravermelho médio (MIR). Os resultados
das respectivas analises foram discriminados por Andlise de Agrupamento (AG), Analise de
Componentes Principais (ACP) e modelos matematicos foram ajustados por Regressao por Minimos
Quadrados Parciais (RMQP) para predizer o potencial antioxidante utilizando dados do MIR. As
analises convencionais indicaram heterogeneidade entre as amostras com teor médio de CFT de 8,98
(mg de 4cido galico. g! de amostra) e FT de 4,10 (mg de catequina. g de amostra). Expressaram
potencial antioxidante de agdo primaria (CEso do DPPH de 2,47 mg. mL™) e de agdo secundéria (CEso
do PR de 0,78 mg. mL™" e % protecio BCAL de 32,18), possibilitando a diferenciagdo qualitativa de
amostras de geopropolis de abelha sem ferrdao com qualidade antioxidante superior ou inferior. Na
cromatografia liquida de alta eficiéncia foi possivel detectar onze constituintes fendlicos individuais,
sendo que a Biochanina A, Formononetina ¢ Daidzeina nunca foram relatados na literatura para a
matriz de geopropolis. As duas analises qualitativas demonstraram a formagao e separagao de grupos
de acordo com a atividade antioxidante e contetido fendlico total, porém a ACP evidenciou ainda mais
a separacdo desses grupos. A andlise quantitativa RMQP demonstrou resultados razoaveis e de
utilidade pratica moderada e demonstraram a possibilidade de calibrar dados para predizer analises
indicadoras de qualidade de geopropolis de abelha sem ferrdo de forma simples e rapida, utilizando
o MIR associado a modelos de calibracdo multivariada, tornando-se tutil devido ser uma analise
rapida, precisa e que ndo demandam reagentes sendo, portanto, uma alternativa de substituicdo de
analises onerosas.

Palavras-chave: Andlise multivariada; Capacidade antioxidade; Meliponineo.

* Orientador: D. Sc. UESB Leandro Soares Santos; Co-orientadores: D?. Sc. UESB Cristiane Martins Veloso; D®.
Sc. UESB Sibelli Passini Barbosa Ferrao.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, T. F. Characterization of stingless bee geopropolis from Bahia and application of
chemometrics in the evaluation of its bioactive constituents. Itapetinga-BA: UESB, 81 p. 2022.

Dissertation. (Master in Engineering and Food Sciences, Concentration in the Food Science area).”

Geopropolis is produced by stingless bees and consists of a mixture of organic resins, wax, soil and/or
clay. Information on the chemical composition and biological activity of geopropolis is of great
importance to identify the quality standard of this natural product. This study aimed to characterize
the stingless bee geopropolis of five different species produced in three regions of Bahia, considering
its bioactive potential through chemometrics. Thirty-five samples of stingless bee geopropolis from
different species and regions of the state of Bahia were analyzed, collected from hives and/or
producers and months of different years, being from March 2020 to November 2021, thus ensuring
the heterogeneity of the samples. The geopropolis extract was prepared with the solvent 70% ethanol.
Total phenolic (CFT) and total flavonoid (FT) constituents, antioxidant activity by DPPH, reducing
power (PR) and protection of the B-carotene/linoleic acid (BCAL) system, high performance liquid
chromatography (HPLC) and unconventional mid-infrared spectroscopy (MIR) analysis were
determined. The results of the respective analyses were discriminated by Cluster Analysis (GA),
Principal Component Analysis (PCA) and mathematical models were fitted by Partial Least Squares
Regression (PMSR) to predict antioxidant potential using MIR data. The conventional analyses
indicated heterogeneity among the samples with mean CFT content of 8.98 (mg gallic acid. g’
sample) and FT of 4.10 (mg catechin. g”! sample). They expressed antioxidant potential of primary
action (DPPH CEso of 2.47 mg. mL™) and secondary action (PR CEsp 0of 0.78 mg. mL™' and % BCAL
protection of 32.18), enabling qualitative differentiation of stingless bee geopropolis samples with
higher or lower antioxidant quality. On high-performance liquid chromatography it was possible to
detect eleven individual phenolic constituents, of which Biochanin A, Formononetin and Daidzein
have never been reported in the literature for the geopropolis matrix. The two qualitative analyses
demonstrated the formation and separation of groups according to antioxidant activity and total
phenolic content, but the PCA further evidenced the separation of these groups. The quantitative
RMQP analysis showed reasonable results of moderate practical utility and demonstrated the
possibility of calibrating data to predict quality indicator analyses of stingless bee geoprops in a
simple and fast way, using MIR associated with multivariate calibration models, making it useful
because it is a fast and accurate analysis that does not require reagents and is therefore an alternative
replacement for costly analyses.

Keywords: Multivariate Analysis; Antioxic capacity; Meliponins.

* Advisor: D. Sc. UESB Leandro Soares Santos; Co-advisors: D* Sc. UESB Cristiane Martins Veloso; D* Sc.
UESB Sibelli Passini Barbosa Ferrao.



| REFERENCIAL TEORICO

1 INTRODUCAO GERAL

Os Meliponineos, também conhecidos como abelhas sem ferrdo, sdo o maior grupo de abelhas
do mundo, com mais de 500 espécies descritas por todo planeta (HRNCIR et al., 2016). Sdo insetos
de grande diversidade e ampla distribuicdo geografica, excelentes agentes polinizadores de muitas
espécies de plantas nativas de diferentes biomas e apresentam produtos e subprodutos muito
valorizados economicamente, tais como o mel, pdlen, propolis e geopropolis, sendo esses os
principais atrativos para a sua cria¢do racional e manejo (ABDULLAH et al., 2019).

A Apis mellifera ¢ responsavel por produzir propolis, enquanto os Meliponineos (abelha sem
ferrdo) € responsavel pela producdo da geopropolis. A abelha sem ferrdo coleta o material resinoso
das plantas e traz para sua colméia, misturando com cera e argila ou terra, resultando um material
resinoso, menos maledvel e que difere das amostras de propolis devido o conteudo mineral e do solo,
sendo esse o principal diferencial da propolis produzida pelas Apis mellifera (FREITAS et al., 2008;
BARTH & LUZ, 2003).

Informagdes sobre a composi¢ao quimica ¢ a atividade bioldgica da geopropolis sdo muito
importantes, pois identificam e reforcam o padrao de qualidade desse produto natural que tem
ganhado destaque em todo o mundo, principalmente devido suas atividades biologicas, incluindo
fungdes anti-inflamatoria (SANTOS et al., 2017; GUZMAN- GUTIERREZ et al., 201 8), antioxidante
(FERREIRA et al., 2018), anticancer (BARTOLOMEU et al., 2016) antimicrobiana e antiviral
(LAVINAS et al., 2019; CARDOZO et al., 2015; MANOLOVA et al., 1985). Bankova (2005) relata
que os compostos fendlicos (flavonoides, acidos aromaticos e seus ésteres) sao os principais
metabolitos secundarios relacionados as atividades bioldgicas da geopropolis.

Mais de cinquenta compostos presentes na geopropolis brasileira ja foram identificados,
reforcando a diversidade em termos de composi¢cao bioativa. A geopropolis € complexa, pois varia
muito de acordo com a flora, clima, estacdo do ano e a regido geografica onde ¢ coletada, sendo
composta por polifendis, flavonoides e ésteres do acido cafeico. A flora do estado da Bahia ¢ rica em
diversidade de espécies de plantas provenientes dos biomas Cerrado, Caatinga e Mata Atlantica,
sendo considerado o estado mais plural da Federagdo, o que contribui para producao de geopropolis
com diferentes composi¢des bioativas e com grande potencial quimico (SFORCIN et al., 2017;
ARAUJO, 2013; IBGE, 2022).

Alguns estudos tém utilizado essas caracteristicas individuais para promover a indicagdo de
qualidade da geopropolis, associando dados de composicao fenolica, potencial antioxidante e técnicas

de espectroscopia através de métodos quimiométricos de classificacdo e quantificacio (TURCO et


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/stingless-bee

al., 2020; LAVINAS et al., 2019). Assim, o presente estudo teve como objetivo caracterizar a
geopropolis de abelha sem ferrdo de diferentes regides da Bahia considerando os seus constituintes

fenodlicos e atividade antioxidante.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1.  Abelha sem Ferrao

As abelhas sem ferrao (Meliponineos) sdo o maior grupo de abelhas do mundo. Mais de 500
espécies foram descritas e estdo espalhadas por todas as areas tropicais e subtropicais do planeta. Tém
uma grande importancia ecoldgica, principalmente como polinizadores na maioria dos ecossistemas
tropicais, sendo comumente encontrada na América do Sul, América Central, sul da América do
Norte, Africa, Sudeste Asiatico e na Oceania do Norte (HRNCIR et al., 2016; MICHENER, 2013).

As abelhas sem ferrdo pertencem a familia Apidae e a subfamilia Meliponinae, e diferem das
abelhas Apis mellifera (popularmente conhecidas como Européias, Italianas ou Africanas) em muitos
aspectos, incluindo tamanho da coldnia, eliminacao de crias, producdo de abelhas rainhas, estratégia
de forrageamento e mecanismos de recrutamento de abelhas (HRNCIR et al., 2016). Essas abelhas
possuem o tamanho individual variando de 2 mm a 14 mm e apresentam um ferrdo atrofiado,
tornando-as incapazes de ferroar, mas desenvolveram outros métodos de defesa, como forte mordida
e glandulas mandibulares capazes de produzir 4cido féormico, potencializando a dor da mordida
(LANDIM, 2009; RODRIGUES, 2005).

De acordo com Pedro, S. R. M. (2014), cerca de 89 espécies sao endémicas no Brasil, o que
corresponde a aproximadamente 20% do total de abelhas neotropicais sem ferrdo. Dentre os géneros
com maior numero de espécies conhecidas estdo: Urucu Nordestina (Melipona scuteilaris),
Mandagaia (Melipona quadrifasciata Lep.), Jatai (Tetragonisca angustula Latreielle), Jandaira
(Melipona subnitida Ducke), Mirim (Plebeia sp), Rajada (Melipona asilvae) e Canudo
(Scaptotrigona sp) e que alcangcam maior destaque nas regides Norte e Nordeste, em virtude da
criagdo racional de varias espécies (ALVES et al., 2007). A Figura 1 ilustra algumas das principais

espécies de abelhas sem ferrdao que sao endémicas no Brasil.


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/stingless-bee
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https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0102695X18305489#bib0180
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/submandibular-gland
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Figura 1 - Abelhas sem ferrao brasileiras. (A) Nannotrigona testaceicornis; (B) Tetragonisca
angustula, (C) Scaptotrigona sp.; (D) Melipona rufiventris; (E) Melipona quadrifasciata. Fonte:
Lavinas et al., 2019.

A abelha Urugu Nordestina - Melipona scutellaris Latreille (Hymenoptera: Apidae,
Meliponini) (Figura 2) ¢ uma importante espécie de abelha nativa brasileira da regido Nordeste do
Brasil (MIOTELO et al., 2021). Essa abelha se destaca dentre as demais, por realizar a polinizagao
por zumbido, que ¢ considerado um mecanismo essencial para plantas com anteras porosas, afetando
assim a producdo e a qualidade de urucum, pimentdo, tomate e outras culturas (CARO et al., 2016;
KLEIN et al., 2020). Nas lavouras, as abelhas sem ferrdo podem polinizar efetivamente morango,
frutas citricas, abacate, péssego, girassol, acai, mas em alguns casos especificos como os citados
acima, a polinizag¢do por zumbido € necessaria, por isso a importancia da Urugu Nordestina dentre as

demais (DE LUCA & VALLEJO-MARIN, 2013; KLEIN et al., 2020).



Figura 2 - Geopropolis da Urugu Nordestina (Melipona scutellaris). Fonte: Miotelo et al. (2021).

Os Meliponineos apresentam produtos e subprodutos muito valorizados economicamente, tais
como mel, polen, propolis e geopropolis, sendo esses os principais atrativos para a sua criagao
racional e manejo (LOPES et al., 2005). Uma caracteristica que diferencia a abelha sem ferrao da
abelha Apis mellifera ¢ o armazenamento do mel. O mel produzido pelas abelhas sem ferrdo ¢
armazendado em favos de cerume, feitos com cera e propolis, enquanto o mel produzido pela Apis
mellifera é armazenado em favos compostos apenas por cera (BALLIVIAN, 2008). Santos et al.
(2021) destacaram o alto potencial bioativo do mel de abelhas sem ferrdo, compilando os estudos
mais recentes sobre o perfil fendlico e seu potencial biologico (atividades antioxidante,
antimicrobiana e anti-inflamatoria).

Lavinas e colaboradores (2019) investigaram a atividade biologica de produtos apicolas
provenientes das abelhas sem ferrdo, especialmente propolis e geopropolis. Os resultados revelaram
propriedades terapéuticas promissoras, com fortes evidéncias de que seus constituintes quimicos
apresentam interessante capacidade antioxidante e efeitos antimicrobianos. Campélo et al. (2015)
avaliaram a atividade antimicrobiana da prdpolis e da cera de trés diferentes espécies de abelhas sem
ferrdo criadas no semiarido brasileiro. A analise do potencial antimicrobiano demonstrou que a
propolis das espécies Cupira, Jati, Canudo e Jandaira apresentaram atividade contra o0s
microrganismos Enterobacter aerogenes, Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

Miorin et al. (2003) compararam a composi¢do quimica e atividade antibacteriana do mel e
da propolis das abelhas sem ferrdo Tetragonisca angustula e Apis mellifera provenientes dos estados
de Parana e Minas Gerais por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Os autores observaram
que, quando comparadas as amostras de mel e propolis, as amostras de propolis da abelha 7. angustula
apresentaram maior atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus e que as composi¢cdes
quimicas do mel e da propolis das duas abelhas eram diferentes, com base na origem geografica de

cada espécie.



Oleos essenciais de amostras de propolis das abelhas sem ferrdo Apis mellifera e Melipona
becheii provenientes do México, foram analisados através dos resultados obtidos por CG/MS,
concluindo que, embora a flora ao redor das duas colméias fossem similares, as amostras tinham
composides diferentes, sendo possivel identificar 99 compostos bioativos na propolis de A. melifera
e 94 na propolis de M. becheii. Observou-se que a propolis produzida pelas duas espécies, mesmo
quando provenientes da mesma regido, frequentemente apresentaram composicdes diferentes (PINO

et al., 2006).

2.2.  Propolis

A propolis € uma mistura muito complexa, composta por material resinoso e balsdmico
coletada pelas abelhas dos ramos, flores, brotos e exsudatos de arvores e também ¢€ possivel encontrar
secrecoes salivares depositadas pelas proprias abelhas. Ela consiste em 50% de resina e balsamo
vegetal, 30% de cera, 10% de 6leos essenciais e aromaticos, 5% de polen e 5% de outras substancias
que incluem compostos organicos e minerais (JIMENEZ et al., 2020).

A palavra propolis ¢ derivada do grego, onde pro significa “em defesa de” e polis “cidade”,
isto ¢, em defesa da cidade ou da colmeia (MENDONCA, 2011). A Instrucao Normativa N° 3, de 19
de janeiro de 2001, ao aprovar os regulamentos técnicos de identidade e qualidade de produtos
apicolas, define propolis como o produto oriundo de substancias resinosas, gomosas € balsamicas,
colhidas pelas abelhas de brotos, flores e exsudados de plantas, nas quais as abelhas acrescentam
secrecoes salivares, cera e polen para elaboragado final do produto (BRASIL, 2001).

A propolis ¢ considerada uma das misturas mais heterogéneas encontradas em fontes naturais.
Mais de 300 constituintes foram identificados e/ou caracterizados em diferentes amostras de propolis,
como os flavonodides, 4cidos aromaticos, acidos graxos, fendis, aminoacidos, dentre outros (RIGHI,
2008). As atividades biologicas da propolis estdo diretamente ligadas a sua composi¢do quimica. No
Brasil, sdo descritas atividades biologicas e composicdo quimica distinta para diferentes amostras de
propolis coletadas em diferentes partes do pais, como da propolis vermelha que foi coletada em
Canavieiras - Bahia (ALDANA-MEIJIA et al., 2021), Maceié — Alagoas (SANTOS et al., 2021) e
Tamandaré¢ - Pernambuco (COSTA et al., 2021), da propolis verde proveniente de Minas Gerais
(HIRATA et al., 2021) e de Salvador — Bahia (SILVEIRA et al., 2021), da propolis marrom coletada
em Borda da Mata - Minas Gerais (LIMA, 2019) e em Marechal Deodoro - Alagoas (ANDRADE et
al., 2017).

A vegetacdo muda de acordo com a localizagdo geografica e, consequentemente, a
composi¢do da propolis também apresenta essas variagdes. Desse modo, enquanto as amostras

provenientes da Europa e China contém em sua composicao acido benzoico e seus ésteres, acidos e



¢ésteres fendlicos substituidos, flavonoides, carboidratos, acidos graxos, terpenos e outros
(MARCUCCI, 1995), na propolis proveniente do Brasil os principais constituintes sdo acidos
fenolicos prenilados, lignanas, terpenos e alcoois terpénicos e pequenas quantidades de flavonoides
(BANKOVA, 2000).

Ainda ndo se sabe quais sdo os fatores que influenciam a preferéncia das abelhas por uma
determinada fonte vegetal, mas ¢ sabido que elas sdo muito seletivas na coleta (SALATINO et al.,
2005). E, de acordo com Bankova (2005) e Silva et al. (2008), dentre as varias fontes vegetais da
propolis brasileira, destaca-se a Baccharis spp., a Baccharis dracunculifolia (alecrim do campo),
Dalbergia ecastophyllum (rabo-de-bugio), Araucdria angustifolia (pinheiro brasileiro) e o

Eucalyptus citriodora (eucalipto).

2.3.  Geoprépolis

A geopropolis € produzida pelas abelhas e consiste numa mistura composta por resinas
organicas, cera, solo e/ou argila, sendo que a presenca de argila ¢ a caracteristica principal que a
diferencia da propolis e, devido a grande quantidade de minerais em sua composicao, podem
apresentar menos maleabilidade quando comparadas a propolis (PEREIRA et al., 2017). A abelha
coleta material resinoso das plantas e traz para sua colméia, misturando com cera e barro ou terra e
formando a geoprépolis, depositando esse produto na colmeia a fim de vedar rachaduras, delimitar
as cavidades e impedir a entrada excessiva de ar (KERR, 1987; BANKOVA et al., 2014).

A geopropolis ¢ caracterizada por apresentar fragmentos rigidos, de tamanhos variados e
granulos de consisténcia heterogénea. Sua coloragdo comumente ¢ marrom escura ¢ depende do
material que a constitui, ou seja, das fontes resiniferas e do solo coletadas pelas abelhas, as quais
diferem de acordo com a regido em que as colonias foram instaladas (CUNHA et al., 2004). Barth
(2006) em um estudo sobre as propriedades fisicas e quimicas da geopropolis, afirma que a coloracao
vermelha acastanhada/marrom escura, consisténcia arenosa € o odor suave sdo justificados pela
presenca de barro/argila em sua composicao.

Sua composicdo quimica ¢ complexa, pois varia muito de acordo com a flora e clima
caracteristicos da regido geogréafica de onde ¢ coletada. E, como as abelhas apresentam hdbitos
alimentares muito abrangentes, consequentemente a geopropolis possui grande variacdo em sua
composi¢dao, mesmo quando provenientes de uma mesma regidao (CARDOZO et al., 2015). A flora
do estado da Bahia ¢ rica em diversidade de espécies de plantas provenientes dos biomas Cerrado,
Caatinga e Mata Atlantica, sendo considerado o estado mais plural da Federagdo, o que contribui para
producdo de geopropolis com diferentes composigdes bioativas e com grande potencial quimico

(SFORCIN et al., 2017; ARAUJO, 2013; IBGE, 2022).



De acordo com Souza (2011) a sazonalidade influencia diretamente na atividade de produgdo
da geopropolis e, em um estudo desenvolvido pelo referido autor, a produgdo da geoprépolis alcangou
valores satisfatorios de producao em todas as estacdes do ano, porém obteve maior produtividade no
inverno. Para Dutra (2006) a geopropolis formada em regides de ecossistemas heterogéneos
favorecem uma associacdo da origem botanica aos fatores climaticos da regido, implicando na
variagdo existente dos constituintes quimicos no produto final. A Figura 3 demonstra o clima
predominante em cada regido do estado da Bahia, evidenciando as diferengas climaticas existentes, o

que pode gerar diferengas na composic¢ao bioativa da geopropolis produzidas nessas diferentes areas.

Tipos clim:iticos de Kboppen

W Af - Tropical equatorial [ fa - Subtropical umido

Bl A - Tropical de mongio [ ¢fb - subtropical ocednice

Bl Awi'As - Tropical de savana [ ©wa — Subtropical umide de inverno seco
Wl Bvvh - Arido quente I <whb - Subtropical de altitude

[ Esh - Semidrido quente

Figura 3 - Mapa de classificacdo climatica das regides do estado da Bahia. Fonte: Alvares, 2013.

2.3.1. Composi¢ao Quimica e atividade biolégica da Geopropolis

Informacgdes sobre a composi¢do quimica e a atividade biologica da geopropolis de abelha
sem ferrdo sdao de grande importincia para identificar o padrao de qualidade desse produto natural.
No Brasil, os pardmetros para as andlises de geopropolis e extratos de geopropolis produzidas por
abelhas sem ferrdo baseiam-se na Instru¢do Normativa 3/2001 do Ministério da Agricultura

(BRASIL, 2001). Em sua composi¢cdo quimica constam muitos produtos naturais bioativos como



polifendis, flavonoides e ésteres do acido cafeico (ARAUJO, 2013). Mais de cinquenta compostos
presentes na geopropolis brasileira ja foram identificados, reforgando a sua alta composicao bioativa
(SFORCIN et al., 2017).

Atividades bioldgicas da geoprdopolis tém sido investigadas em todo o mundo, incluindo anti-
inflamatoria (GUZMAN-GUTIERREZ et al., 2018), antioxidante (FERREIRA et al., 2018),
anticincer (BARTOLOMEU et al., 2016) antimicrobiana (LAVINAS et al., 2019), antinociceptiva
(FRANCHIN et al, 2012), antiviral, antilcerativa e hipotensora (MARCUCCI, 1995). As
propriedades medicinais da propolis de abelha sem ferrdo estdo diretamente associadas a sua
composi¢do quimica. Estudos realizados com a propolis de abelhas sem ferrdo descrevem a presenca
de acidos fendlicos, acidos aromaticos, terpenos e carboidratos (VELIKOVA et al., 2000; MIORIN
et al.,, 2003). As atividades antibacterianas e antifingicas estdo associadas a presenca de acidos
prenilados p-cumaricinos e os diterpenos (BANKOVA, 2005).

Cardozo et al. (2015) avaliaram a composi¢ao quimica e a capacidade antirradicalar de
geopropolis coletadas em meliponarios da regido de Prudentopolis no estado do Parand e
identificaram 12 componentes bioativos em todas as amostras analisadas e apontou que a espécie da
abelha, a regido e a época de coleta influenciaram significativamente nos teores de fenois totais,
flavonoides e na capacidade antirradicalar.

Silva et al. (2016) desenvolveram uma pesquisa sobre a capacidade antioxidante de cinco
amostras de geopropolis provenientes do estado do Rio Grande do Norte, constatando que a
capacidade antioxidante foi superior a 90% em todas as amostras observadas. Outro estudo
desenvolvido no mesmo estado, realizado por Ferreira et al. (2017), destaca as caracteristicas
quimicas da geopropolis, principalmente sobre seu efeito antioxidante devido a presenga de
flavonoides.

Recentemente, Souza et al. (2018) descreveu um trabalho com nove amostras de M. subnitida
(Jandaira), que foram coletadas em meses diferentes dos anos 2010 a 2013, e analisadas por UPLC -
DAD - QTOF - MS / MS. Essa andlise resultou na caracterizagdo de 51 compostos fenolicos, sendo
4 galoil glucosideos, 1 4cido elagico, 11 acil-hexosideos, 23 acil-galoil-hexosideos e 12 flavonoides.
Dutra et al. (2014) avaliaram a geopropolis da espécie Melipona fasciculata recorrente nas regides
norte e nordeste do Brasil e constataram que ela possui alto conteudo fendlico e que ja foram isolados
11 compostos fendlicos, também com alta atividade antioxidante, dentre eles a dilactona do acido
valonéico e o acido elagico.

Souza et al. (2013) realizou um outro estudo com a geoprdpolis de outras espécies brasileiras
do género Melipona e constatou a possibilidade de isolar diversas substancias com varias atividades

biologicas como os flavondides 7-O-metil-naringenina, 7-O-metil-aromadendrina. Santos et al.
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(2017) descreveram a composi¢do quimica relacionada aos flavonodides, terpendides e acidos
fenolicos glicosilados do extrato hidroalcodlico da geopropolis da Melipona orbignyi do estado do
Mato Grosso do Sul que foram analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
detector de arranjo de diodos e espectrometria de massa (HPLC-DAD-MS) encontrando flavonoéides,
aromadendrina e naringenina.

Analises de extratos etanodlicos de geopropolis de abelha em ferrdao por HPLC-DAD--MS
mostraram a eficicia da técnica em identificar diversas substancias. A analise cromatografica de um
extrato etanolico 70% de uma amostra de geoprdopolis coletada no estado do Maranhdo mostrou o
acido elagico como a principal substancia de uma mistura complexa de taninos e outros compostos
fenolicos (DUTRA et al.,, 2014). O extrato de etanolico 70% da geopropolis de Melipona fasciculata
proveniente do Nordeste Brasieliro mostrou constituintes como carboidratos, triterpenos, fendlicos e
alcoois de agticar. Os principais componentes foram o triterpeno lupeol e o acido anacardico fendlico
(6) (ARAUIJO et al., 2015). O extrato etandlico da geopropolis de Melipona scutellaris demonstrou
atividade antinociceptiva para diferentes modelos € sua composi¢cdo quimica demonstrou presenca
significativa de compostos fenolicos (FRANCHIN et al., 2012).

Cordeiro e Menezes (2014) em estudo da capacidade produtiva de geopropolis provenientes
de trés espécies de abelha sem ferrdao, constataram que uma espécie se mostrou mais produtiva dentre
as demais, devido ela ser adaptada as condi¢des climaticas da regido em estudo. Souza et al. (2013)
determinaram a agdo antioxidante da geopropolis de Melipona subnitida, e constataram que a alta
capacidade ¢ resultante da presenga de flavonoides e fenilpropanoides. Dutra et al. (2014) estudaram
a geopropolis de Melipona fasciculata provenientes da Baixada Maranhense e ela apresentou
importante acdo antioxidante, relacionada aos altos niveis de compostos fendlicos, como acidos

fenolicos, galotaninos, elagitaninos e auséncia de alcaloides.

2.4.  Espectroscopia por Infravermelho

A espectroscopia ¢ definida como o estudo da interagdo da radiacdo eletromagnética a fim de
estudar a composigdo, estrutura e propriedades da matéria. E o conjunto de técnicas que analisam as
substincias baseadas na interpretacio de espectros de emissdo e absorcdo de radiagdes
eletromagnéticas produzidas, se baseando nas diferentes frequéncias do espectro eletromagnético
(SIESLER et al., 2008; SUN, 2009).

A maioria dos compostos organicos ou inorginicos que possuam ligagdes 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 (MENDHAM et al., 2002).
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Skoong, Holler & Nieman (2009) destacaram que a regidao do infravermelho do espectro
eletromagnético compreende a radiagio com nimero de onda que varia de 12.800 a 10 cm™ ou com
comprimento de onda de 0,78 a 1.000 pum. Ela ¢ dividida em trés regides: o infravermelho préximo
(NIR - Near Infrared - regido das harmonicas) que compreende a faixa de 0,78 - 2,5 pm (12.800 -
4.000 cm™); o infravermelho médio (MIR - Middle Infrared - regido de vibragdo-rotagio) que varia
de 2,5 — 50 um (4.000 - 200 cm™) e o infravermelho distante (FIR - Far Infrared - regido de rotagio)
que abrange de 50 - 1.000 pm (200 - 10 cm™).

A Espectroscopia por Infravermelho emite energia suficiente para excitar transigoes
vibratorias e rotacionais ¢ a forma de vibracdo de cada molécula esta diretamente relacionada ao
namero de ligagdes e atomos que ela contém. As moléculas s6 conseguem absorver radiagdo
infravermelha quando sofrem uma mudanca no momento dipolo e essa absor¢ao sé acontece se a sua
frequéncia corresponder a frequéncia vibracional das moléculas (CHRISTIAN, DASGUPTA &
SCHUG, 2014).

Turco et al. (2020) utilizaram espectros NIR de extratos etanolicos de geopropolis de abelhas
sem ferrao brasileiras para construir modelos de regressao de minimos quadrados parciais (PLS) com
o objetivo de prever a capacidade antioxidante e Conteudo Flavonoide Total desses extratos. Cai et
al. (2012) utilizaram NIRS para identificacao da origem geografica e determinacdo do conteudo de
flavonoides de propolis de origem chinesa, constatando que ele ¢ uma ferramenta adequada para a
analise rapida da propolis, podendo ser estendido também ao controle de qualidade da matéria-prima
da propolis.

Venegas et al. (2016) estudou um novo método utilizando o NIR para determinagdo de éster
fenetilico de acido cafeico e atividade antioxidante de amostras de propolis, demonstrando que esse
novo método ¢ simples, rapido e barato, tornando-se uma excelente alternativa de uso para parametros
de qualidade de amostras de propolis, contribuindo para solucionar problemas de padronizagdo da
propolis.

Lima et al. (2022) utilizaram espectroscopia NIR e MIR para prever contetidos fenolicos e
antioxidantes simultaneos na propolis vermelha do estado da Bahia, aliados a analise multivariada.
Xu e colaboradores (2013) avaliando a detec¢@o da adulteracio da propolis chinesa por alamo-balata
através da analise FTIR utilizando métodos quimiométricos, observaram que a partir de 2% de
adulterante foi possivel detec¢do pelos métodos utilizados, demonstrando potencial para analise
rapida de adulteracdes na propolis chinesa.

Como mencionado acima, através da Espectroscopia de Infravermelho Médio com
Transformada de Fourier, ¢ possivel identificar grupos funcionais que podem estar associados a

muitos compostos da propolis e geopropolis, como apresentado na Tabela 1.
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Tabela 1 - Compostos bioativos e seus respectivos nimeros de onda na Espectroscopia de

Infravermelho Médio com Transformada de Fourier.

Nimero de onda (cm )

Grupos Funcionais Autores

900 - 650

1467

1300 - 1050

1600 - 1500

1760 - 1690

1670 - 1630

1736

2200 - 2000

2916 - 2849

2971 - 2851

3686 - 3000

3590 - 3200

Ligacdes de C=C de anéis

.. Barbosa, 2007.
aromaticos

Vibragdes de hidrocarbonetos Nascimento et al. (2021)

Grupos de C-O que sao
relacionadas a vibragdes de
aldeidos, cetonas, acidos
carboxilicos e ésteres

Skoog et al. (2017)

Ligagdes de C=C de anéis

ATOMALICOS Skoog et al. (2017)

Grupo C=0 que sao relacionadas a
vibracdes de aldeidos, cetonas, Skoog et al. (2017)
acidos carboxilicos e ésteres

Grupo C=0 relacionadas a
vibracoes de amida alifatica Barbosa, 2007.
saturada.

Alongament‘o de Vl!aragoes das Nascimento et al. (2021)
carbonilas de ésteres

Vibracdes de aminas Workman Junior, 2000.

Alongamento de vibragdes do
grupo C-H caracteristicas de Nascimento et al. (2021)
grupos alifaticos

Ligagao C-H car'a(’:t(‘arlstlcas de Nascimento et al. (2021)

grupos alifaticos

Sobreposicao de grupos

hidroxila OH e NH** de Nascimento et al. (2021)
aminoacidos

Agua, alcoois, fendis e outros
compostos aromaticos contendo Barbosa, 2007.
grupo OH
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2.5. Quimiometria

A quimiometria ¢ considerada a aplicacdo de métodos matematicos, estatisticos e
computacionais para investigar, interpretar, classificar e fazer previsdo de conjuntos de dados de
interesse quimico (SOUZA e POPPI, 2012). Devido isso, varios procedimentos quimiométricos sao
utilizados para diversos fins, como a otimizagao de experimentos, classificagao e calibragao de dados,
analise exploratoria, selecdo de variaveis, dentre outros. Especificamente para a classificacdo e
calibrag¢do, o modelo estatistico multivariado considera a correlagdo entre as amostras, as variaveis €
entre amostras e variaveis analisadas simultaneamente, possibilitando a obtengdo de uma maior
quantidade de informagdo. Ela ¢ frequentemente utilizada com produtos naturais, onde ¢ necessario
extrair informagdo de um grande numero de variaveis. Seus objetivos sdo, principalmente,
correlacionar dados, classificar objetos, simplificar dados complexos e mostrar correlacdo entre as
variaveis (PAULA, 2014; TEOFILO E FERREIRA, 2006).

De acordo Hongyu, Sandanielo & Oliveira Junior (2015), a técnica mais conhecida da Analise
Multivariada ¢ a Anélise de Componentes Principais, que consiste em reduzir a dimensionalidade de
um conjunto de dados, com menor perda possivel de informacgdes, transformando o conjunto de
variaveis originais em outro conjunto de variaveis denominadas de componentes principais. Essa
analise ¢ utilizada para identificar as inter-relacdes entre as amostras e possiveis agrupamentos,
selecionar os dados experimentais adequados para a constru¢do do modelo e identificar e eliminar os
outliers (PEREIRA et al., 2022)

Outra técnica que objetiva a reducdo da dimensionalidade dos dados ¢ a analise de
agrupamento, também conhecida como analise de conglomerados ou cluster: Seu objetivo ¢ dividir
em grupos os elementos de uma amostra ou populacao, de modo que os 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. A partir dessa selecao, obtém-se grupos que exibem
um alto grau de homogeneidade interna e alta heterogeneidade externa (CORRAR, 2007; MINGOTI,
2005).

A andlise de Regressdao por Minimos Quadrados Parciais também ¢ uma técnica muito
utilizada, pois trabalha com o espectro completo, ndo parte da hipotese de que as varidveis sejam ndo
correlacionadas e ndo € necessario que os residuos sigam uma distribui¢do normal, o que favorece a
sua utilizacdo para predicdo com dados de espectroscopia no infravermelho (LIMA, 2022).

Ristivojevi¢ et al. (2014) utilizaram os dados de cromatografia em camada delgada de alta
eficiéncia combinados com métodos quimiométricos, para o reconhecimento de padrdes na
classificacdo de 52 amostras de propolis coletadas na Sérvia e 1 amostra proveniente da Croécia. Para

isso utilizaram trés métodos multivariados: Analise de Componentes Principais, Analise de
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Agrupamento Hierdrquico e Minimos Quadrados Parciais para Analise Discriminante, a fim de
classificar todas as amostras estudadas em dois grupos principais de propolis (laranja e azul),
apoiando a ideia da existéncia de dois tipos de propolis europeia.

A espectroscopia no infravermelho associado a analise multivariada tem sido amplamente
explorada nas analises de autenticidade em alimentos. Turco e colaboradores (2020) utilizaram
espectros NIR de extratos etandlicos de geopropolis de abelhas sem ferrdo brasileiras para construir
modelos de regressao minima quadrada parcial (PLS) para prever a capacidade antioxidante e
Conteudo Flavonoide Total, constatando que todos os modelos PLS foram apropriados para estimar
esses parametros, sendo considerada uma metodologia rapida e de baixo custo.

Nunes e Guerreiro (2012) estudaram a influéncia das diferentes safras sobre a composicao
quimica de oito classes comerciais de propolis verde brasileira in natura. Para isso, utilizaram dados
obtidos por cromatografia gasosa associada a espectrometria de massa com extracao headspace (HS
- GC/ MS) e por espectrometria de massa com ionizagao por eletrospray (ESI - MS), associadas com
a Analise de Componentes Principais. Os dados obtidos por HS-CG/MS e ESI-MS aliados a analise
multivariada se mostraram eficazes para caracterizar substancias volateis e ndo volateis das amostras
e correlaciona-la com as diferentes estagcdes do ano, demonstrando a formagdao de grupos com

diferentes composi¢des quimicas, como apresentado na Figura 4.
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Figura 4 - Graficos de PCA de escores (A) e carregamentos (B) para dados HS-GC/MS de amostras
de propolis verde da primavera (®), verdo (*) e outono (@). Fonte: Nunes e Guerreiro (2012).

Tomazzoli et al. (2015) aplicaram Anélise de Componentes Principais e Andlise de
Agrupamento Hierdrquico ao conjunto de dados obtidos por espectrofotometria de varredura UV-
Visivel, provenientes de setenta e trés extratos hidroalcodlicos de propolis recolhida durante as
estacdes do ano em 2014 (verdo, primavera, outono e inverno) e 2015 (verdo e outono) do Sul do

Brasil. Este estudo objetivou estudar o efeito da sazonalidade sobre a composi¢do quimica dessas
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amostras de propolis determinadas por alteracdes na flora da regido geografica em estudo. Os perfis
de UV-visivel associado a andlise quimiométrica, permitiram identificar um padrdo tipico entre as

amostras de propolis coletadas no verdao, como apresentado na Figura 5.
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Figura S - Grafico de PCA demonstrando a dispersao do perfil espectral UV-Vis de amostras de
propolis coletadas em 2014 (verdo, primavera, outono € inverno) no sul do Brasil . (B)
Amplificacdo das amostras sobrepostas em PCA. Fonte: Tomazzoli et al. (2015).

Calegari e colaboradores (2017), avaliaram o efeito da sazonalidade de propolis do sul do
Parana na atividade antioxidante e perfil de fendlicos totais por analise de componentes principais.
Observaram que ocorreu a separacao de amostras de propolis produzidas nos meses mais quentes
(margo e abril) daquelas produzidas nos meses mais frios (maio e junho), como também uma
correlagdo entre a analise de componentes principais ¢ a atividade antioxidante através do sequestro

de radicais DPPH.
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Il OBJETIVOS GERAIS

1. Objetivo Geral
Caracterizar geopropolis de abelha sem ferrdo de diferentes regides da Bahia considerando os

seus constituintes fenodlicos e atividade antioxidante.

2. Objetivos Especificos
o Determinar o potencial bioativo das amostras de geoprépolis da Bahia de acordo com a
atividade antioxidante;
o Avaliar a composicdo de fenolicos e flavonoides totais de amostras de geopropolis através de

analises convencionais utilizando UV-VIS e cromatografia liquida;

o Obter dados de espectros de amostras de geoprépolis do estado da Bahia utilizando MIR a fim

de identificar compostos que caracterizam as amostras;

o Aplicar técnicas de analise multivariada para classificagdo e agrupamento de amostras de

geoproépolis visando seu potencial antioxidante;

o Aplicar técnica de analise multivariada para predicdo da composicéo bioativa da geopropolis

de abelha sem ferrdo da Bahia.
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Il MATERIAL E METODOS

1 Material

Foram obtidas 35 amostras de geopropolis de abelha sem ferrdo de diferentes espécies e
regides do estado da Bahia, com suas caracteristicas climaticas e de vegetagdo muito particulares.
Essas amostras foram adquiridas nas cidades Aragas, Jussari, Sauipe, Ilhéus, Vitoria da Conquista e
Mucugé, sendo cada uma coletada de uma colmeia e/ou produtores e meses de anos diferentes, sendo
de margo de 2020 a novembro de 2021, garantindo assim a heterogeneidade das amostras, como
apresentado na Tabela 2.

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

de Itapetinga, e armazenadas a -4°C até a realizag@o das andlises.



Tabela 2 - Espécie de abelha, local, coordenada geografica, estagdo, més e ano de coleta das amostras analisadas.

Amostra Espécie de abelha sem ferrao Local de coleta Coordenada Geografica Més/Ano de coleta Estzgnag) do
Bl Melipona scutellaris Aracés 12°12'11.9"S 38°13'06.5"W Julho/2020 Inverno
B2 Melipona scutellaris Sauipe 12°23'30.2"S 37°52'55.1"W Mar¢o/2020 Outono
B3 Melipona scutellaris Sauipe 12°23'30.2"S 37°52'55.1"W Abril/2020 Outono
B4 Melipona scutellaris Aracés 12°12'11.9"S 38°13'06.5"W Julho/2020 Inverno
B5 Melipona scutellaris Jussari 15°11'17.5"S 39°29'31.6"E Julho/2020 Inverno
B6 Melipona scutellaris Aracas 12°12'11.9"S 38°13'06.5"W Julho/2020 Inverno
B7 Melipona scutellaris Sauipe 12°23'30.2"S 37°52'55.1"W Junho/2020 Primavera
B8 Melipona scutellaris Sauipe 12°23'30.2"S 37°52'55.1"W Dezembro/2020 Primavera
B9 Melipona scutellaris Sauipe 12°23'30.2"S 37°52'55.1"W Janeiro/2021 Verao

B10 Melipona scutellaris Sauipe 12°23'30.2"S 37°52'55.1"W Fevereiro/2021 Verao
B11 Melipona scutellaris Sauipe 12°23'30.2"S 37°52'55.1"W Abril/2021 Outono
B12 Melipona scutellaris Sauipe 12°23'30.2"S 37°52'55.1"W Mar¢o/2021 Verao
B13 Melipona scutellaris I1héus 14°47'45.9"S 39°08'57.2"W Maio/2020 Outono
B14 Melipona scutellaris I1héus 14°47'45.9"S 39°08'57.2"W Julho/2020 Inverno
B15 Melipona scutellaris I1héus 14°47'45.9"S 39°08'57.2"W Agosto/2020 Inverno
B16 Melipona scutellaris I1héus 14°47'45.9"S 39°08'57.2"W Fevereiro/2021 Verdo
B17 Melipona scutellaris I1héus 14°47'45.9"S 39°08'57.2"W Mar¢o/2021 Outono
B18 Melipona scutellaris I1héus 14°47'45.9"S 39°08'57.2"W Junho/2021 Inverno
B19 Melipona scutellaris Sauipe 12°23'30.2"S 37°52'55.1"W Maio/2021 Outono
B20 Melipona scutellaris Sauipe 12°23'30.2"S 37°52'55.1"W Junho/2021 Primavera
B21 Melipona scutellaris Sauipe 12°23'30.2"S 37°52'55.1"W Julho/2021 Inverno
B22 Melipona scutellaris Sauipe 12°23'30.2"S 37°52'55.1"W Agosto/2021 Inverno
B23 Melipona scutellaris Sauipe 12°23'30.2"S 37°52'55.1"W Setembro/2021 Inverno
B24 Melipona scutellaris Sauipe 12°23'30.2"S 37°52'55.1"W Outubro/2021 Primavera
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B25
B26
B27
B28
B29
B30
B3l
B32
B33
B34
B35

Melipona scutellaris
Melipona quadrifasciata
Melipona scutellaris
Melipona scutellaris
Melipona scutellaris
Melipona scutellaris
Melipona scutellaris
Melipona quadrifasciata
Plebeia droryana
Tetragonisca angustula
Scaptotrigona postica

Vitdria da Conquista
Vitéria da Conquista
I1héus
I1héus
I1héus
I1héus
Mucugé
Mucugé
Mucugé
Mucugé
Mucugé

14°52'51.3"S 40°50'23.6"W
14°52'51.3"S 40°50'23.6"W
14°47'45.9"S 39°08'57.2"W
14°47'45.9"S 39°08'57.2"W
14°47'45.9"S 39°08'57.2"W
14°47'45.9"S 39°08'57.2"W
13°00'31.2"S 41°22'17.8"W
13°00'31.2"S 41°22'17.8"W
13°00'31.2"S 41°22'17.8"W
13°00'31.2"S 41°22'17.8"W
13°00'31.2"S 41°22'17.8"W

Outubro/2021
Outubro/2021
Agosto/2021
Setembro/2021
Outubro/2021
Novembro/2021
Novembro/2021
Novembro/2021
Novembro/2021
Novembro/2021
Novembro/2021

Primavera
Primavera
Inverno
Primavera
Primavera
Primavera
Primavera
Primavera
Primavera
Primavera
Primavera

Fonte: Autor
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2 Caracterizacao das amostras

2.1. Obtencao do extrato

O extrato etandlico foi preparado de acordo com a metodologia descrita por Batista et al.
(2016) com adaptagdes na quantidade de propolis bruta e etanol. As amostras de geopropolis foram
congeladas a -4 °C, trituradas em multiprocessador e peneiradas até obtengdo de um pd. Apos isso,
15 gramas de amostra foram pesadas em balancga analitica e completadas com etanol: 4gua 70:30 (v.
v'!) até obter o volume de 50 mL. A mistura foi agitada em mesa agitadora Quimis® a 200 rpm, em
temperatura ambiente, durante 15 horas e, passado esse periodo, retirou-se o sobrenadante que foi
centrifugado (Centrifuga Hettich - Universal 320 R) a 3.000 rpm por 5 minutos, obtendo-se o extrato

etandlico de geopropolis.

2.2.  Constituintes Fenolicos Totais — CFT

O contetdo fenodlico total foi determinado pelo método colorimétrico de Folin Ciocalteau,
com algumas adaptac¢des (SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS, 1998). Para isso,
areagao foi preparada com uma aliquota de 0,5 mL de extrato de geopropolis na concentracao de 0,4
mg. mL™, 2,5 mL de solu¢io aquosa de Folin-Ciocalteau a 10% e 2,0 mL de carbonato de sédio a
7,5%. Essa mistura foi introduzida em banho maria a 45 °C, durante 15 minutos. Em seguida, foi
retirada ¢ mantida ao abrigo de luz e temperatura ambiente por 30 minutos. A absorbancia foi
mensurada em um espectrofotometro (Marca Schimadzu Modelo UV-1800) a 750 nm.

Usando uma curva de calibragcdo preparada com uma concentragao conhecida de solugdo
padrio de acido galico (0,01 a 0,1 mg 4cido galico. mL™ de solugfio), o teor de constituintes fendlicos

totais foi expresso como equivalente de 4cido galico (EAG) (mg EAG / g amostra ou extrato).

2.3. Constituintes Flavonoides Totais - FT

Os constituintes flavonoides totais foram quantificados por espectrofotometria UV/VIS
utilizando cloreto de aluminio, de acordo o método proposto por Sakanaka, Tachibana e Okada (2005)
com algumas modificagdes. Para isso, 0,5 mL do extrato de geopropolis na concentragdo de 1 mg.
mL", 2,5 mL de 4gua destilada e 0,15 mL de nitrito de sédio 5% foram adicionados em tubos de
ensaio. Essa mistura foi homogeneizada por agitacdo em vortex e mantida em repouso por 6 minutos
ao abrigo de luz. Posteriormente, adicionou-se 0,3 mL de uma solu¢do metandlica de cloreto de
aluminio 10%, agitada novamente no vortex e mantida em repouso por 5 minutos ao abrigo de luz.

Em seguida, I mL de hidroxido de s6dio 1M e 0,55 mL de dgua destilada foram adicionados, obtendo
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um volume final de 5 mL. A leitura da absorbancia foi mensurada em um espectrofotometro (Marca
Schimadzu Modelo UV-1800) a 510 nm e, para o branco, utilizou-se etanol absoluto 99,5%
substituindo a amostra.

A quantidade de constituintes flavonoides totais foi expressa como equivalente de catequina
(mg de eq. catequina. g de amostra™') usando uma curva de calibragio preparada com solugdes de
concentragdes conhecidas do padrio de catequina (0,02 a 0,51 mg catequina. mL™! de solugiio) nas

mesmas condigdes.

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

A atividade antioxidante in vitro da geopropolis foi determinada pelo método 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil-DPPH que consiste na captura do radical DPPH por antioxidantes levando a redu¢ao do
composto e, consequentemente, diminui¢cdo da absorbancia da solugdao (BRAND-WILLIAMS et al.,
1995). Primeiramente a solucdo etanolica (Etanol absoluto 99,8%) do radical DPPH teve sua
absorbancia inicial ajustada para a faixa de 0,6 a 0,7 em um espectrofotometro (Marca Schimadzu
Modelo UV-1800) a 515 nm.

Posteriormente, uma aliquota de 0,1 mL referente a cada dilui¢ao do extrato (no minimo cinco)
foi transferida para tubos de ensaio e acrescentado 3,9 mL da solugdo etandlica do radical DPPH. Os
tubos foram incubados por 30 minutos no escuro em temperatura ambiente e, posteriormente, a
redu¢do do radical livre DPPH foi medida através da leitura da absorbancia a 515 nm. Em paralelo,
o mesmo procedimento foi realizado substituindo a amostra de geopropolis por etanol, sendo
considerado o branco.

O valor de ECso (concentracdo de extrato necessaria para sequestrar 50% do radical DPPH)
foi calculado através de uma equagao linear, construida com as cinco concentragdes de extratos e suas
respectivas porcentagens de sequestro de radical DPPH. Primeiramente deve-se observar se o valor
da metade da absorbancia da solu¢ao do DPPH estara no meio da curva construida com a absorbancia
das cinco concentracdes de extratos e, sO assim, gerar uma equacdo da reta com esses dados, que

calculara a concentracdo de amostra necessaria para sequestrar 50% do radical DPPH.

2.5. Determinacido da capacidade antioxidante in vitro pelo método da co-oxidagdo do
sistema B-caroteno: acido 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 ug de acido linoleico,
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200 mg de Tween 40, 1 mL de solugio de B-caroteno a 1 mg. mL™ em cloroféormio. Posteriormente,
a mistura foi submetida ao evaporador rotativo a 40 °C por 10 minutos para a completa evaporagao
do cloroférmio. A essa mistura isenta de cloroféormio, adicionou-se aos poucos 500 mL de agua
previamente saturada com oxigénio durante 30 minutos, agitando-se vigorosamente. A mistura
reativa, assim preparada, apresentou absorbancia entre 0,6 ¢ 0,7 em 470 nm, medida em um
espectrofotometro (Marca Schimadzu, Modelo UV-1800). Outra mistura reativa foi preparada de
forma semelhante, com excec¢ao da adi¢cao da solucdo de -caroteno para o branco.

Aliquotas de 5 mL da emulsdo foram transferidos para tubos contendo 0,5 mL dos extratos na
concentragio de 1 mg. mL! diluidos em etanol 70%, realizados em triplicata. Feita a mistura, os tubos
foram agitados e imediatamente lidas as absorbancias a 470 nm. Apos a primeira leitura, os tubos
foram incubados em banho maria a 50 °C para favorecer a reagao de oxidacao, e em intervalos de
quinze minutos até completar 120 minutos, a leitura a 470 nm, foi repetida.

Os resultados foram expressos como porcentagem de inibigdo da oxidacdo. A reducgdo da

absorbancia do sistema sem amostra (Equagdo 3) ¢ considerada como 100% da oxidagao.

Reducéo da absorbancia = (Abs inicial) — (Abs final) Eqg. 1

O decréscimo da leitura da absorbancia das amostras é correlacionado com o sistema e
estabelece a percentagem de oxidacdo (Equacao 2), subtraindo-se a percentagem de oxidacéo de cada

amostra de 100 (Equacéo 3).

% Oxidacgédo = [(Reducdo Abs) — (amostra) x100] / (Reducdo Abs sistema)] Eq. 2

% Protecdo = 100 - (% Oxidacao) Eqg. 3

2.6. Determinacido da capacidade antioxidante in vitro pelo método de reduciao do ferro -
Poder Redutor - PR

Avaliou-se o poder redutor de acordo o procedimento descrito por Oyaizu (1986), com
algumas adaptagdes. Inicialmente 1,25 mL de cada extrato etandlico em cinco concentragdes
diferentes (0,2 a 3,0 mg. mL™) foi adicionado em tubos de ensaio, juntamente com 1,25 mL de solugdo
tampao fosfato 0,2 M (pH 6,6) e 1,25 mL de ferricianeto de potassio a 1% (p.v'!) e a mistura foi
incubada a 50°C por 20 minutos. Posteriormente adicionou-se 1,25 mL de 4cido tricloroacético a 10%
(p.v") e a mistura foi centrifugada (Centrifuga Hettich — Universal 320 R) 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
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mL de 4gua destilada e 0,5 mL de cloreto férrico a 0,1% (p.v''), submeteu-se o sistema a agitacdo e
imediatamente as absorbancias foram lidas a 700 nm em um espectrofotometro (Marca Schimadzu,
Modelo UV-1800).

A concentra¢do do extrato correspondente a 0,500 de absorbancia (CEso) e foi calculada a
partir da representacdo grafica da absorbancia registrada a 700 nm em fun¢do da concentragdo de
cada extrato. Nesse ensaio, o aumento da absorbancia indica um maior poder redutor dos ions férricos

que implica em uma maior capacidade antioxidante (LIMA et al., 2022)

2.7.  Cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa - CLAE

Os extratos etanolicos preparados inicialmente foram diluidos em etanol 70% para a
concentragdo de 2 mg.ml' e filtrados utilizando uma membrana de 0,22 um (Syringe Filter,
PVDFO030N022I, Taiwan) e injetados diretamente no sistema. Os experimentos cromatograficos
foram realizados utilizando o sistema HPLC-SHIMADZU DGU-20A5R composto por uma coluna
de fase reversa C18, com volume de injecao de 20 um. A separagdo cromatografica foi baseada no
método proposto por Park et al. (2002) com algumas modificagdes.

A fase movel utilizada para eluicdo dos compostos foi dgua/acido acético (19:1, v.v')
(solvente A) e metanol (solvente B), com fluxo constante de 1 mL.min"!. As concentragdes variaram
ao longo do tempo, O gradiente iniciou com 30% do solvente B variando até 40% de B em 15 minutos,
50% de B em 30 minutos, aumentando para 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 retomando para 30%
de B em 110 minutos. O tempo total de corrida foi 120 minutos. A coluna foi mantida a temperatura
de 35 °C.

As substancias analisadas foram determinadas pela comparagao com os espectros dos padroes
na regido ultravioleta de 200 a 400 nm obtidos por meio do detector de arranjo de diodos, utilizando
o software LC solution. Foram utilizados padrdes (Sigma Aldrich) de Acido Caféico, Acido Ferulico,
Acido Clorogénico, Acido Galico, Acido Cumiérico, Catequina, Epicatequina, Kaempferol,
Quercetina, Naringenina, Biochanina A, Daidzeina, Formononetina em concentra¢des que variam de

0 a 1 mg/ mL para identificagdo e quantificagdo dos analitos presentes nas amostras.

2.8. Espectroscopia de infravermelho médio — MIR
A analise espectroscopica MIR foi realizada nas amostras da geoprdpolis bruta. 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
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a 600 cm™!, com resolucdo de 4 cm™, 64 scans e leitura por meio do cristal de diamante, onde cerca
de 1 grama do extrato etanolico da geopropolis foi colocado sobre a superficie do diamante para
realizagdo das leituras. Durante a andlise, a temperatura foi mantida em 25 °C, aproximadamente.
Antes da leitura de cada amostra, uma leitura em branco foi realizada sem a amostra na superficie.
Os numeros de onda onde ocorreram as maximas absorbancias das bandas foram utilizados como as

variaveis para realizacdo da analise multivariada.

3 Analises Quimiométricas
O programa estatistico Statystical Analysis System (SAS) ® Studenty foi utilizado para a
analise de Componentes Principais (ACP), Analise de Agrupamento (AG) e Regressao por Minimos
Quadrados Parciais (RMQP) dos dados obtidos.

3.1.  Anailise de Componentes Principais - ACP

A andlise de Componentes Principais (ACP) foi realizada de acordo com Lima (2020), onde
primeiramente organizou-se uma matriz n x p (linhas x colunas), cujas linhas dessa matriz de
dados correspondem a amostras de geopropolis de abelha sem ferrdo, enquanto as colunas
correspondem as variaveis analisadas em cada amostra. Foram utilizadas como varidveis as
propriedades quimicas dos extratos de geopropolis (CFT, FT, DPPH, PR, BCAL ¢ CLAE) ¢ os valores
de nimero e comprimento de onda associado as maximas absorbancias das bandas observadas nos
espectros da geopropolis bruta e do extrato etandlico obtidos por MIR.

A ACP foi utilizada a fim de reduzir as dimensdes das varidveis originais sem perda de
informagao, sendo que seu principal objetivo ¢ reduzir a dimensionalidade do conjunto de dados,
preservando o maximo de informagao. O nimero de componentes principais foi escolhido utilizando
o critério da avaliacdo da variancia cumulativa, onde foram escolhidos os primeiros componentes
apresentados, que acumulam percentual de varidncia superior a 70% e um Eigenvalue (avalia a
contribuicao do fator ao modelo construido pela analise fatorial) maior que um, pois se a explicacao
da variancia pelo fator for alta, significa uma alta explica¢do desse fator ao modelo e, se for baixa,

existe uma baixa explicagdo do fator ao modelo (LOPES, 2022; LIMA,2020).

3.2.  Anailise de Agrupamento - AG

A andlise de Agrupamento (AG) foi desenvolvida de acordo a técnica descrita por Banerjee,
K., Krishnan, P., Das, B. (2020), que consiste na forma¢ao de aglomerados de amostras com maior
homogeneidade entre eles. Para se proceder o agrupamento, adota-se medidas de dissimilaridade,

onde quanto menor for seus valores, maior serd a similaridade entre os elementos que foram
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comparados. O processo foi realizado usando o método de agrupamento Ward. Para a determinagao
do niimero de grupos em cada método utilizou-se como referéncia o valor de R?, onde valores baixos
desse pardmetro indicam perdas de similaridade intragrupos e de Pseudo F. Se o valor de Pseudo F
for alto em relagdo 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 andlise de agrupamento, obtém-se uma matriz inicial de dados,
sendo ela uma matriz simétrica de similaridades m x n (linhas x colunas), onde m representa a
quantidade de amostras de geopropolis de abelha sem ferrdo e n representa as varidveis independentes
que serdo analisadas em cada amostra, como os dados de capacidade antioxidante, CLAE e MIR que
apresenta como variaveis independentes as absorbancias associadas aos modos vibracionais

responsaveis pelas principais bandas dos espectros.

3.3. Regressao por Minimos Quadrados Parciais - RMQP

A andlise de regressdao por minimos quadrados parciais (RMQP) relaciona a matriz X
(composta por variaveis de processo x) com a matriz Y (composta por variaveis de produto y),
permitindo a analise de dados com fortes correlagdes, niveis de ruido ou desequilibrio entre variaveis
e observacdes. Essa andlise gera um conjunto de parametros que fornecem informagdes sobre a
estrutura € o comportamento de X e Y, confirmando sua ampla aplicacdo no processo de selegao de
variaveis (LIMA et al., 2022). As matrizes contendo os dados fornecidos pelos espectros,
denominados X, e o vetor Y contendo o conteudo a ser predito foram empregados para construir o
modelo de regressao. A regressao do RMQP foi realizada apds identificacao e retirada dos outliers.

O algoritmo RMQP foi usado para prever, simultaneamente, cinco variaveis preditivas
(constituintes fendlicos totais; flavondides totais; capacidade antioxidante de DPPH, poder redutor
de ions de ferro e porcentagem de co-prote¢do de oxidag@o do 3 -caroteno/sistema de 4cido linoleico)
a partir dos dados de espectroscopia MIR. O conjunto de dados original foi padronizado e dividido
em dois subconjuntos de dados usando o algoritmo Kennard-Stone ( KENNARD & STONE, 1969):
1) a calibracdo definida com 70% das amostras, a partir da qual foram estabelecidas as funcdes de
regressao; e (ii) o conjunto de validagdo com 30% das amostras restantes, que foram utilizadas para
verificar a capacidade de generaliza¢do das func¢des geradas pela calibragdo. Parra essa separacdo,
utilizou-se o algoritimo de Kennard-Stone, com o auxilio do programa Chemoface - Multivariate
Calibration.

A selecdo do nimero de varidveis latentes nos modelos foi de acordo com o método proposto
pelo proprio software, utilizando o teste de T? para determinar se dois valores de PRESS eram

significativamente diferentes. Nao havendo diferenca significativa, foram escolhidos os modelos com


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814621017507#b0085
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o menor numero de fatores estimados e que fornecem uma boa explicagdo do comportamento da
variavel resposta. Apos a selecdo do nimero de varidveis latentes, o modelo RMQP gerado foi usado

para prever as variaveis preditivas no conjunto de dados de valida¢ao (LIMA et al., 2022).

3.3.1 Pré processamento dos dados espectroscopicos

O conjunto de dados obtidos pela espectroscopia de infravermelho médio (MIR) foi
processado individualmente com cada dado de composi¢do quimica analisado. Os modelos de
predicido do RMQP para cada varidvel foram construidos e os resultados individuais foram
comparados para cada conjunto de dados espectrais. Os dados foram pré-processados no programa
Chemoface versao 1.63 para corrigir qualquer possivel falta de homogeneidade optica devido ao
tamanho das particulas (NUNES et al., 2012). Para a analise de regressao por minimos quadrados
parciais foram utilizados dados espectrais com e sem métodos matematicos de pré-processamento de
dados (Nenhum, Variado Normal Padrao - SNV, Correc¢ao de Espalhamento Multiplicativo - MSC).

Mishra et al. (2021) afirma que as técnicas de pré-processamento de dados sdo importantes
durante a avaliacao dos resultados, porque limpam e homogeneizam os dados antes das analises. Ao
pré-processar os dados espectrais, as estapas de suavizagao, corre¢do de dispersao e normalizagdo ou
diferenciacdo podem estar envolvidas. Nesse estudo foram utilizadas duas técnicas para tratamento
dos dados espectrais, a Correcao de Espalhamento Multiplicativo (MSC), que ameniza os efeitos do
espalhamento de luz e a Variagdes Normais Padrao (SNV), que visa reduzir os desvios nao lineares

da linha de base (DE JESUS et al., 2020; SILVA et al., 2021).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643821020107#bib12
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IV RESULTADOS E DISCUSSAO

1 Constituintes fendlicos e flavonoides totais e capacidade antioxidante
Na Tabela 3 estdo apresentados os teores de constituintes fenolicos totais (CFT), flavonoides
totais (FT) protecdo da co-oxidagdo do sistema [-caroteno/acido linoleico (BCAL), atividade

antioxidante por DPPH e poder redutor (PR) e suas respectivas médias e desvios-padrao.
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Tabela 3 - Teores de constituintes fenodlicos totais, flavonoides totais e potencial antioxidante de geopropolis de abelha sem ferrdo do estado da Bahia.

. Estagao o JCFT FT ~ DPPH(CEw  BCAL(% PR (CEsmg.
AMOSTRA  Localidade do Ano Espécie de abelha (m% acido galico. g (n;g catequina. mg. ML~ do  de protecdo mL™ do
de amostra) g~ de amostra) extrato) do extrato) extrato)
B1 Aracas Inverno Melipona scutellaris 1,0843 1,0849 5,2657 32,4885 0,8899
B2 Sauipe Outono Melipona scutellaris 5,5932 3,7915 0,6285 50,4566 0,9617
B3 Sauipe Outono Melipona scutellaris 5,0418 2,6031 0,6890 49,3644 1,5644
B4 Aracas Inverno Melipona scutellaris 20,2592 13,0203 1,4813 19,2446 0,9720
B5 Jussari Inverno Melipona scutellaris 2,0018 1,1585 1,7913 12,0623 0,8398
B6 Aracas Inverno Melipona scutellaris 1,5664 1,0156 1,3759 18,9338 0,7897
B7 Sauipe Primavera Melipona scutellaris 30,5410 8,8766 0,5221 59,0226 1,4911
BS Sauipe Primavera Melipona scutellaris 14,2651 6,9634 0,6320 34,6154 2,1954
B9 Sauipe Verdo Melipona scutellaris 17,5213 7,4842 0,6308 19,4915 1,4407
B10 Sauipe Verdo Melipona scutellaris 20,4481 8,0974 0,6665 35,4478 1,8310
B11 Sauipe Outono Melipona scutellaris 11,4598 6,5012 0,9200 23,9130 1,2722
B12 Sauipe Verdo Melipona scutellaris 12,3567 8,0577 0,8027 42,6471 1,0850
B13 Ilhéus Outono Melipona scutellaris 1,6242 2,9398 0,6474 15,1007 0,9131
B14 [lhéus Inverno Melipona scutellaris 3,0989 2,3144 0,8923 19,6319 1,0370
B15 [lhéus Inverno Melipona scutellaris 1,4117 1,0699 1,8233 11,4379 1,0143
B16 [lhéus Verdo Melipona scutellaris 6,3782 3,2420 0,8402 27,5000 1,0143
B17 I1héus Outono Melipona scutellaris 0,8848 1,4127 4,6170 24,6114 0,8620
B18 [1héus Inverno Melipona scutellaris 0,3981 1,8401 8,3547 29,8913 0,8641
B19 Sauipe Outono Melipona scutellaris 5,6127 2,5151 0,9921 42,7778 0,2086
B20 Sauipe Primavera Melipona scutellaris 8,7463 4,5094 0,9432 39,9485 0,1836
B21 Sauipe Inverno Melipona scutellaris 8,5312 3,3204 0,8369 23,0000 0,2016
B22 Sauipe Inverno Melipona scutellaris 0,7132 3,6175 12,2521 20,1571 0,8931
B23 Sauipe Inverno Melipona scutellaris 0,4182 2,2779 8,0488 23,6111 0,9796
B24 Sauipe Primavera  Melipona scutellaris 12,9953 8,1941 0,4058 27,6498 0,0405
B25 Vitoria da Primavera  Melipona scutellaris 0,4767 1,7423 6,3048 34,3621 0,7255

Conquista
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B27
B28
B29
B30
B31
B32
B33
B34
B35

Vitdria da
Conquista
I1héus
I1héus
I1héus
I1héus
Mucugé
Mucugé
Mucugé
Mucugé
Mucugé

Primavera

Inverno
Primavera
Primavera
Primavera
Primavera
Primavera
Primavera
Primavera
Primavera

Melipona quadrifasciata

Melipona scutellaris
Melipona scutellaris
Melipona scutellaris
Melipona scutellaris
Melipona scutellaris
Melipona quadrifasciata
Plebeia droryana
Tetragonisca angustula
Scaptotrigona postica

16,3478

12,5062
9,1501
5,7974
0,2203
5,7376
28,7336
37,2948
4,0984
0,8923

3,3936

3,3010
2,6843
3,5149
0,6709
8,7351
2,4642
5,0379
4,4323
1,6257

0,5300

0,5298
1,1084
1,1866
7,3594
0,3192
0,3116
0,3274
1,4501
10,9438

29,8507

32,6667
36,0759
37,3188
35,0000
25,0000
33,8569
51,1450
69,5205
38,5827

29

0,1772

0,2317
0,4716
0,3814
0,2389
0,1085
0,0010
0,0045
0,5872
0,8780

Fonte: Autor
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As amostras de geopropolis de abelha sem ferrdo do estado da Bahia apresentaram teores de
constituintes fendlicos e flavonoides que variaram expressivamente quando comparadas as amostras
individualmente. Os constituites fenolicos totais das amostras do presente estudo apresentou um teor
médio consideravel de 8,98 mg. g de amostra, variando de 0,22 a 37,29 mg. g’'. Dentre as amostras
analisadas individualmente, trés delas apresentaram os maiores teores de constituintes fenolicos (B7,
B9, B10) e foram coletadas na cidade de Sauipe, enquanto as seis amostras que apresentaram os
menores teores de constituintes fendlicos, foram coletadas na cidade de Ilhéus, no outono e inverno
dos anos de 2020 e 2021, corroborando com a literatura, onde espera-se um mento teor de compostos
bioativos nessas respectivas estacoes (CALEGARI, 2017).

O contetido médio de compostos flavonoides das geopropolis analisadas foi de 4,10 mg. g™!
de amostra, variando de 0,67 a 13,02 mg. g!. As amostras que expressaram, individualmente, os
maiores teores de compostos flavonoides, foram produzidas na cidade de Sauipe, na primavera e no
verao de 2020 e 2021, enquanto as amostras com os menores teores de compostos flavonoides foram
coletadas no outono dos anos de 2020 e 2021. Os resultados obtidos nessas analises indicam que ha
uma variagao na composicao quimica do material, sugerindo que fatores como origem geografica e
estacdo do ano, espécies de abelhas e condigdes de armazenamento atuam diretamente na
variabilidade do perfil de composicao e a quantidade de componentes individuais (BEHBAHANI et
al., 2020).

Os compostos fenolicos e flavonoides sao comumente estudados na literatura para extratos de
geopropolis de abelha sem ferrdo. Ferreira et al. (2019) avaliaram o teor de compostos fendlicos de
extratos de geopropolis de Melipona quadrifasciata, Melipona scutellaris e Tetragonisca angustula,
encontrando resultados de 37,76, 13,08 e 13,01 ng. g, respectivamente. Turco e colaboradores
(2020) avaliaram os teores de flavonoides de extratos etandlicos de geopropolis produzidas pelas
abelhas Melipona quadrifasciata, Tetragonisca angustula, Melipona scutellaris e Melipona
fasciculata, obtendo os teores maximos de 26,30, 10,65, 1,84 e 13,0 mg.g"!, respectivamente. Silva
et al. (2016) avaliaram a composi¢do quimica e potencial terapéutico do extrato hidroalcoolico de
geopropolis produzidas por abelhas sem ferrdo Plebeia aff- flavocincta no semiarido do Rio Grande
do Norte e encontraram valores para CFT de 5,67 a 9,40 mg/100g de amostra e de FT 10,05 a 22,00
mg/100g de amostra. Lima (2015) analisou geopropolis produzidas pelas espécies de abelhas sem
ferrdo Manduri que apresentou elevado nivel de CFT (29 mg/100g de amostra), Mandacaia e Jatai
que apresentaram baixos niveis desses compostos (1,1 € 0,2% mg/100g de amostra, respectivamente)
e também analisou os niveis de FT, constatando que a geopropolis produzida da Manduri também foi

a que apresentou maiores niveis (0,7 mg/100g de amostra) seguido por Mandacaia (0,2% mg/100g
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de amotra), enquanto a geopropolis produzida pela Jatai ndo apresentou niveis de FT detectados pela
metodologia utilizada pelo autor.

Nesse estudo, o valor médio de concentragdo dos extratos necessarios para inibir 50% dos
radicais DPPH (CEso) foi de 2,47 CEso mg. mL™!, variando de 0,3116 a 12,2521 CEso mg. mL™!. Tendo
em vista que essa analise mede o quanto de um radical livre pode ser inibido por um determinado
composto (AMAROWICZ & PEGG, 2019), esses resultados demonstram alta a moderada atividade
antioxidante primaria das amostras de geopropolis, uma vez que foram necessarias baixas
concentragdes de extrato para para inibir 50% dos radicais DPPH, porém ainda maiores do que os
reportados por Batista (2016) e Silva (2013), com valores variando de 0,0042 a 0,500 CEsomg. mL""!
em extratos hidroalcoolicos de geopropolis. Silva et al. (2020) avaliaram o extrato etandlico de
geopropolis da abelha Mandagaia (Melipona Mandagaia) do estado da Bahia coletada nos anos de
2012 e 2013 e encontraram resultados de DPPH também inferiores a esse estudo, variando de 0,0098
a0,05785 CEsomg. mL™!. Santos et al. (2017) analisaram geopropolis de Melipona mondury da cidade
Nova Ibi4, estado da Bahia, e encontraram valores de 0,0023 a 0,0202 CEso mg. mL"!. Os valores
encontrados nos resultados dos extratos de geopropolis de diferentes espécies de abelhas sem ferrao
e de diferentes regides do Brasil confirmam o potencial de atividade antioxidante e que um fator
determinante desses resultados ¢ a espécie da abelha, o periodo de coleta, a origem geografica do
material coletado, que influenciam diretamente na variabilidade da composi¢ao quimica.

As analises antioxidantes de poder redutor e percentual de protecdo do sistema f-
caroteno/acido linoleico sao duas maneiras diferentes de acao antioxidante secundaria. Para a analise
de poder redutor foi requerida uma concentragio média de 0,78 mg. mL™', variando de 0,001 a 2,20
mg. mL" de extrato para a reducdo de 50% dos ions ferro presentes, demonstrando que grande parte
das amostras de geopropolis da Bahia analisadas apresentaram boa propriedade redutora do ferro,
uma vez que se espera uma menor concentracao de extrato necessaria para a redugao do ferro, pois
essa andlise mede a capacidade de uma amostra reduzir o Fe*" para Fe?, produzindo uma cor azul
intensa, atribuivel a presenca de redutores (antioxidantes) que promovem a conversdao do complexo
férrico ao complexo ferroso (DUTRA et al,, 2014).

O potencial de protecdo do B-caroteno das amostras analisadas variou de 11,44% a 69,52%,
apresentando, em média, 32% de protecdo da oxidacdo das moléculas de P-caroteno presentes e
inibindo moderadamente as condi¢des favoraveis a oxidacdo que sdo inseridas durante a analise, uma
vez que esse método avalia a capacidade de uma determinada substancia prevenir a oxidagao do f3-
caroteno, protegendo-o dos radicais livres gerados durante a peroxidagdo do 4cido linoleico. Esses

dados foram inferiores aos encontrados por Souza (2012), Silva (2015), Brodkiewicz et al. (2018) e
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Souza (2013), os quais obtiveram percentuais de prote¢do do sistema variando de 35,74% a 87,09%
para amostras de extratos hidroalcodlicos de geoprdpolis de abelha sem ferrdo.

Os resultados dessas analises demonstraram que as amostras de geopropolis coletadas nas
estagdes do ano que predominam temperaturas mais baixas (outono € inverno) apresentaram menores
teores de constituintes fendlicos e flavonoides totais e menores atividades antioxidantes primarias e
secundarias. Isso se explica porque a mudanga na temperatura média de acordo cada estagcdo do ano,
influencia diretamente na atividade das abelhas, ou seja, quanto menor a temperatura, menor sera a
atividade das abelhas e, um outro fator importante, ¢ que nessas estagdes ha uma menor
disponibilidade de material para coleta, afetanto diretamente na qualidade do produto, e como
resultado, diferentes atividades biologicas foram observadas (CALEGARI, 2017). De acordo com
Jiang et al. (2016) a atividade das abelhas torna-se mais energética quando a temperatura ultrapassa
25°C e a umidade relativa esta entre 60% e 70%.

Trés métodos de analise distintos foram usados para determinar as propriedades antioxidantes
da geopropolis de abelha sem ferrdo, o que permitiu obter informagdes sobre a atividade desses
extratos durante as diferentes etapas das reagdes de oxidagdao. Os dados obtidos das andlises deste
estudo mostram que had heterogeneidade entre as amostras, apresentando diferentes teores de
constituintes fenolicos e flavonoides, além de variabilidade na capacidade antioxidante das amostras,
embora demonstrem alto potencial antioxidante por a¢ao primaria e por agao secundaria pelo poder
redutor do ferro e baixo potencial secundéario pela protecdo da co-oxidagdo do sistema [-

caroteno/acido linoleico.

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

A cromatografia liquida de alta eficiéncia foi realizada com o intuito de verificar a
composi¢ao dos constituintes fendlicos individuais nas amostras de geopropolis de abelhas sem ferrdo
da Bahia, onde comparou-se os extratos etanolicos dessas amostras com padrdes analiticos das
substancias puras. As equacoes da reta, linearidade (R), faixa de concentragao ¢ comprimento de onda
de cada padrdo analisado estdo descritos na Tabela 4. Os resultados de quantificagdo dos constituintes

fendlicos por CLAE foram expressos em mg.100 g de amostra de geopropolis.
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Tabela 4 - Equagdes da reta, linearidade, faixa de concentragdo e comprimento de onda dos padrdes

analisados.
~ Equacio da Faixa de~ Comprimento Tempo~de
Padroes R concentragcao retencao
reta 1 de onda (nm) .

, (pg.mL™) (min)
Acido Caféico | y=3E-05x 0,9995 1-200 270 6,0
Acido Fertlico | y = 5E-06x 0,9938 2-200 310 10,8

Acido
y = 1E-05x 0,9992 2-200 310 4,1
Clorogénico
Acido Gilico | y = 7E-06x 0,989 0,2 -200 270 3,1
Acido y=7E-06x | 0,9979 0,2 - 200 310 10,0
Cumarico
Catequina y = 5E-05x 0,9905 2-200 270 3.5

Kaempferol | y=2E-05x 0,9976 2-200 270 35,7

Quercetina |y =4E-06x 0,9914 10 - 200 270 27,5
Naringenina |y =4E-05x 0,9904 10 - 500 310 28,2
Biochanina A |y = 5E-05x 0,9907 10 - 500 310 51,3

Daidzeina y = 3E-05x 0,9936 10 - 500 310 23,7

Formononetina |y = 8E-05x 0,9417 50 -500 310 41,8

Fonte: Autor.

Na Tabela 5 estdo apresentados os resultados da analise de CLAE para as amostras de

geopropolis de abelha sem ferrdo da Bahia para cada padrao de constituinte fenolico individual

analisado, além da média e desvios-padrao para cada constituinte.
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Tabela 5 - Compostos fenolicos individuais (mg/100g) das amostras de geopropolis de abelha sem ferrdo do estado da Bahia quantificados por CLAE.

Concentragédo (mg/100g de amostra)

Amostra é‘g;idcg CA;‘Iecii(?o Cloégglggaico Cfnﬁlé?rci)co F’g‘f&ﬂzo Catequina Quercetina Kaempferol Naringenina Bloctznlna Formononetina Daidzeina
Bl 2,1003 nd nd nd nd 18,4409 nd nd nd nd nd nd
B2 116,2707 nd 1,4035 nd 0,1377 192,5191 nd 9,7104 16,5643 35,5797 nd nd
B3 101,2468 nd 5,9087 nd nd 175,9107 6,6825 nd nd 20,5153 21,0228 nd
B4 738,9625 nd 213,7349 4,1621 nd nd nd nd 27,5865 49,3277 nd 10,9884
B5 9,1984 nd 10,4620 nd 10,9201 96,8328 nd nd nd nd nd nd
B6 11,3483 nd 3,1738 nd nd nd nd nd nd nd nd nd
B7 1916,4348 nd 344,9957 nd 922,4788 11394,4704 88,0590 2032,1843 1012,2111  159,6259 801,9555 382,6021
B8 4,2758 nd 1,0840 nd nd nd nd nd nd nd nd nd
B9 2,2331 nd 1,4671 nd nd 12,9241 nd nd nd nd nd nd
B10 6,0000 nd 0,5053 nd nd 16,5828 nd nd nd nd nd nd
B11l 5,0563 nd 1,3201 nd nd 15,3825 nd nd nd nd nd nd
B12 16,5986 nd 2,1821 nd 2,7431 60,4173 nd nd nd nd nd nd
B13 0,5764 nd 0,2539 nd nd 2,5892 nd nd nd nd nd nd
B14 2,2501 nd 0,3172 nd nd 9,5691 nd nd nd nd nd nd
B15 1,2810 nd 0,6918 nd 6,8316 4,7113 nd nd nd nd nd nd
B16 2,7724 nd 0,1986 nd nd 9,6696 nd nd nd nd nd nd
B17 0,3411 nd 0,0883 nd nd 0,8261 nd nd nd nd nd nd
B18 0,2511 nd 0,0718 nd nd 0,7375 nd nd nd nd nd nd
B19 2,8779 nd nd nd nd 16,5032 nd 16,9534 nd nd nd nd
B20 2,1627 nd 0,9709 nd nd nd nd nd nd nd nd nd
B21 7,9764 nd 2,0617 nd nd nd nd nd nd nd nd nd
B22 0,3961 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
B23 0,2769 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
B24 15,8064 nd 2,1020 nd nd 69,0004 nd nd nd nd nd nd

B25 0,0759 nd 0,2365 nd 0,0610 2,2604 nd nd nd nd nd nd



B26 38,0865
B27 32,0441
B28 1,4597
B29 2,0599
B30 0,2979
B3l 40,8667

B32 153,0400
B33 233,4420
B34 5,2234
B35 1,5518

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

5,6638
4,7485
4,6525
0,6828
0,1294
1,5295
18,1178
28,5418
nd
nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd
138,7170
121,8650

0,6341
nd

3,8286
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

128,2079
232,4809
9,2325
11,4767
0,2376
89,0451
746,4288
897,7963
21,1740
8,9605

nd
nd
nd
nd
nd
nd
26,5131
43,9946
nd
nd

16,6035
0,7907
nd
nd
0,3126
nd
nd
232,1696
nd
nd

1,3659
nd
nd
nd
nd
nd
616,2455
169,1304
nd
nd

nd
30,1291
64,1532
44,2330

nd

nd
129,2962

nd

nd

nd

17,1735
195,1947
nd
nd
nd
nd
1841,9906
1367,1792
231,2181
nd

35

0,7052
nd
nd
nd
nd
nd
203,6104
111,1706
nd
nd

nd: ndo detectado
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A Geoprépolis € uma mistura complexa de substancias quimicas e a analise da composicao
fenolica desse estudo revelou um total de onze compostos fendlicos nas amostras analisadas (Tabela
5), principalmente acidos fenolicos e flavonoides, dentre os doze compostos investigados. De forma
geral, entre os padrdes analisados que predominaram em uma maior quantidade de amostras, a
concentracdo de acidos fenolicos foi maior em relagdo a concentracdo dos constituintes flavonoides,
corroborando com as andlises individuais desses compostos, apresentadas na Tabela 4, onde o teor de
constituintes fendlicos foi maior. Considerando os compostos identificados, mas ndo relatados na
literatura para a matriz de geopropolis até¢ 0 momento da realizagdo deste estudo, tem-se: Biochanina
A, Formononetina e Daidzeina que foram identificadas em algumas amostras de geopropolis da Bahia
analisadas no presente estudo.

Compostos como acido galico, adcido p-cumadrico, acido cafeico, kaempferol, naringenina,
catequina e quercetina foram identificados na matriz de geopropolis de diferentes espécies e relatados
na literatura anteriormente (BATISTA et al., 2016; CARDOZO et al., 2015; DUTRA et al., 2014).
Batista et al. (2021) avaliaram a composi¢do quimica de extratos hidroetandlicos de geopropolis
produzida pela abelha Melipona subnitida do estado do Rio Grande do Norte, onde detectaram vinte
e nove compostos fenodlicos diferentes e, dentre eles, a quercetina, o kaempferol e a naringenina foram
identificados. Dutra et al. (2019) ao analisar extratos de geopropolis produzida por Melipona
fasciculata identificaram e quantificaram altas concentracdes de acido galico e elagico, corroborando
com Abreu (2016) que identificou trinta compostos das classes dos acidos fenolicos e flavonoides em
geopropolis produzidas pela mesma espécie de abelhas, predominando o 4cido galico e quercetina
em todos os extratos testados.

Bonamigo et al. (2017) determinaram os constituintes quimicos de extratos etanolicos de
propolis obtidos da abelha sem ferrdo Melipona quadrifasciata anthidioides e identificaram dez
compostos, dentre eles o dcido cafeico, quercetina e dcido cumarico. Santos et al. (2017) investigaram
a composicdo quimica da geopropolis de Melipona quadrifasciata anthidioidese e identificaram a
presenga do flavondide naringenina no extrato hidroetanolico. Santos et al. (2017) determinar a
composi¢dao quimica da geopropolis de Melipona orbignyi e identificaram quatro compostos, dentre
eles a naringenina.

Apenas o acido galico foi detectado em todas as amostras de geopropolis, pois € o constituinte
basico dos taninos hidrolisaveis, do qual sdo liberados por hidrolise acida, sendo ele o principal
composto relatado na geopropolis do género Melipona no Brasil e, portanto, considerado o
biomarcador da geoprépolis de abelha sem ferrdo (DUTRA et al., 2019). A presenca desse composto
também ¢ justificada por ele ser um fenol de ocorréncia natural nas plantas, consistindo em uma

estrutura fenolica trihidroxilada que possui varias atividades farmacoldgicas (SARJIT et al., 2015).


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/phenolic-acids
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996919305691?casa_token=OkCOBfwmj1EAAAAA:lF0NVjTNrIOajlatslPEURBcooVdsJyaMy4GOcU8AsMd0ZJXki0vjBVBYvPbOQ4J5c2hGjQTFMo#bb0020
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996919305691?casa_token=OkCOBfwmj1EAAAAA:lF0NVjTNrIOajlatslPEURBcooVdsJyaMy4GOcU8AsMd0ZJXki0vjBVBYvPbOQ4J5c2hGjQTFMo#bb0060
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996919305691?casa_token=OkCOBfwmj1EAAAAA:lF0NVjTNrIOajlatslPEURBcooVdsJyaMy4GOcU8AsMd0ZJXki0vjBVBYvPbOQ4J5c2hGjQTFMo#bb0080
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O 4cido gélico e seus derivados foram identificados em geopropolis de abelhas sem ferrdo nos estados
brasileiros da Bahia (COSTA et al., 2017), Maranhdao (DUTRA et al., 2014; DUTRA et al., 2019;
Batista et al., 2016), Pernambuco, Parana, Sao Paulo (VELIKOVA et al., 2000), Piaui (BANKOVA
et al., 1998) e Tocantins (ARAUJO et al., 2016).

O 4cido clorogénico e a catequina foram compostos identificados em grande parte das
amostras. Analisando individualmente as amostras, € possivel constatar que o acido clorogénico nao
foi encontrado nas amostras produzidas por Scaptotrigona postiga e Tetragonisca angustula provenientes
da mesma cidade, meliponario e coletadas no mesmo dia/estacao do ano, indicando, portanto, que as
abelhas produtoras de geopropolis apresentam caracteristicas individuais distintas para o
recolhimento da matéria prima para a fabricagdo da geoprdpolis e, consequentemente, apresentam
composi¢dao quimica diferenciada (FERREIRA, 2018). Peter et al. (2017) analisaram a geopropolis
da abelha Tetragonisca angustula e detectaram compostos como acido galico, cafeico, kaempferol e
quercetina. Ferreira (2018) estudou geopropolis de diferentes espécies de abelhas sem ferrdo:
Melipona mondury, Melipona quadrifasciata, Melipona scutellaris, Melipona seminigra e
Tetragonisca angustula e detectou a presenca acido clorogénico, cafeico, cumarico, ferulico,
quercetina e naringenina. A catequina foi um padrao testado nesses dois estudos, mas nao foi
detectada.

O acido ferulico foi identificado em sete amostras analisadas, sendo elas produzidas pela
mesma espécie de abelha (Melipona scutellaris) e, dentre elas, trés sdo provenientes deSauipe/BA
(B2, B7, B12) que foram coletadas na mesma estagao de anos distintos. Esses resultados evidenciam
que as variagdes qualitativas e quantitativas nos compostos fendlicos sao influenciadas,
principalmente, pela espécie de abelha que produz a geopropolis, espécies de plantas visitadas pelas
abelhas, regido geografica e fatores climaticos (GOMEZ-CARAVACA et al., 2006). Bonamigo et al.
(2017) avaliaram a composicdo quimica do extrato hidroetandlico de georpropolis da abelha sem
ferrdo Melipona quadrifasciata (Mandacaia) e detectaram a presenca do acido feralico (6,1 mg/g).

A andlise por CLAE ¢ essencial para a andlise de produtos que contenham misturas complexas
em sua composicao, permitindo a identificagdo e quantificagdo de compostos biologicamente ativos
(SAWAYA et al., 2011; RIGHI et al., 2013). Os resultados deste estudo demonstraram grande
variabilidade entre as amostras em relagdo aos padrdes analiticos analisados, sendo que esse
comportamento ¢ considerado resultado da variabilidade da composi¢do em fungdo de varios fatores
naturais e antropicos, como clima, flora, sazonalidade, horario de coleta, método de coleta,
armazenamento, dentre outros (ANDRADE et al., 2017, MACHADO et al., 2016). E, embora algumas
amostras ndo apresentem todos os constituintes fenolicos e flavonoides analisados, elas sdo

compostas por um nimero elevado de constituintes de interesse quanto a bioatividade, demonstrando


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996919305691?casa_token=OkCOBfwmj1EAAAAA:lF0NVjTNrIOajlatslPEURBcooVdsJyaMy4GOcU8AsMd0ZJXki0vjBVBYvPbOQ4J5c2hGjQTFMo#bb0020
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uma alta complexidade quimica das amostras e que essa matriz pode ser potencialmente utilizada

como fonte natural de compostos bioativos.

3 Espectroscopia de Infravermelho Médio — MIR
Os espectros de absorbancias do MIR das amostras brutas da geopropolis de abelha sem ferrao
da Bahia estdo apresentados na Figura 6. O espectro de cada amostra consiste em 14.000 pontos na
regidio de 4000 a 600 cm ~!'. Algumas amostras de geopropolis demonstraram alteragdes nas
intensidades dos espectros. Essa variagdo foi observada principalmente em quatro regides: 2916,

2849, 1736 e 1467 cm™ que estdo destacadas na Figura 7.

Absorbancia

0,1 - T T T T T T T T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Comprimento de onda (cm'1)

Figura 6 - Espectros de absorbancias no MIR das amostras de geopropolis de abelha sem
ferrdo do estado da Bahia.
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Figura 7 - Principais bandas que apresentaram altera¢des nas intensidades dos espectros

Os perfis espectrais de infravermelho médio foram semelhantes para todas as amostras de
geopropolis, independente da espécie de abelha, regido e época de coleta. No entanto, foram
observadas diferengas de intensidade em algumas bandas de absor¢ao maximas, indicando variacao
de concentragdo nos compostos responsaveis pela absor¢do no MIR (Figura 7). Uma pequena
variagdo de comportamento pode ser identificada na regidio entre 2000 e 2200 cm™!, onde se observa
a formag¢do de pequenas bandas de absorbancias que sdo referentes a vibragdes de aminas
(WORKMAN JUNIOR, 2000). Na regido entre 3590 a 3200 cm™! também ocorreu formacao de banda
que tem sido associada a vibragdes do grupo OH que ¢ associada a agua, alcoois, fenois e compostos
fenolicos como a epicatequina, catequina, quercetina, tendo como caracteristica espectral a formagao
de uma banda larga (BARBOSA, 2007).

E possivel observar significativas varia¢des nas bandas referentes aos comprimentos de onda
de 2916, 2849 cm™ que sdo atribuidas aos grupos funcionais da cera de abelha (alongamento de
vibragdes de grupos CH), 1736 cm™! (alongamento de vibracdes das carbonilas de ésteres) e 1467 cm’
! (vibragdes de hidrocarbonetos) (BARBOSA, 2007; SKOONG; HOLLER; NIEMMAN, 2009;
MAZUR et al., 2019), como apresentados na Figura 8. Essas variacdes sdo explicadas devido o teor
de cera presente na geopropolis ser muito varidvel de acordo, principalmente, com o clima da regido
em que foi produzida, pois o clima chuvoso favorece a coleta do material resinoso das plantas
(BARTH & LUZ, 2003), o que pode ser observado nas amostras que apresentaram os maiores picos,
pois foram coletadas na mesma cidade (Mucuge), dia e meliponario, onde predominava um maior
indice pluviométrico.

As bandas que compreendem os comprimentos de onda de 1760 a 1690 cm™ corresponde ao

grupo C=0 que sdo relacionadas a vibragdes de aldeidos, cetonas, acidos carboxilicos e ésteres e
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ainda esses mesmos compostos absorvem energia vibracional de 1300 a 1050 cm™ devido aos grupos
de C-O. As bandas observadas entre 1300 a 1050 cm! sio caracteristicas dos alcool e éster, derivam da
vibracdo de deformacao axial de O—H e de COO ou C—O-C que estdo associadas aos compostos fenolicos
e flavonoides, incluindo os taninos (BARBOSA, 2007; SKOONG, HOLLER, NIEMMAN, 2009).

A regido de 1600 a 1500 cm™ absorve energia das ligacdes de C=C de anéis aromaticos que
também sdo responsaveis por vibragdes fortes de 900 a 600 cm™!, variando as bandas de acordo com
a quantidade e a conformacao das substituicdes dos benzenos. A presenga dessas bandas de absorbancia
¢ associada, principalmente, a ligacdes presentes nos compostos antioxidantes, como insaturagdes e
presenca de anéis aromaticos em 4cidos fenolicos e flavonoides (BARBOSA, 2007; COMERT;
GOKMEN, 2018; SKOOG et al., 2017).

Diante do exposto, constata-se que ¢ possivel identificar a qualidade da geopropolis de abelha
sem ferrdo através do MIR, levando em consideracao sua composicao antioxidante e contetido de
flavonoide e fendlicos totais, uma vez que essa analise possibilitou a identificacdo de varios grupos

funcionais que sao caracteristicos desses compostos bioativos da geopropolis de abelha sem ferrao.

4 Analises Quimiométricas
A fim de classificar as amostras de geopropolis da Bahia de acordo com o potencial

antioxidante, realizaram-se analises estatisticas multivariadas.

4.1. Analise de Componentes Principais

Dois componentes principais (CP1 e CP2) explicaram 95,39% da variancia total no conjunto
de dados de compostos fenolicos, flavonoides e atividade antioxidante. A variavel correspondente a
analise de poder redutor foi descartada porque apresentou baixa correlagdo com os componentes
principais que explicaram a maior quantidade de variancia e também porque apresentou correlagao
semelhante com mais de um componete principal. A Figura 8 apresenta o grafico de dispersao dos
Componentes Principais (CP) das amostras de geopropolis de abelha sem ferrdao de diferentes regides
do estado da Bahia de acordo com os dados da capacidade antioxidante e constituintes fenolicos.

A CP 1 explica 67,60% da variabilidade dos dados, correlacionando-se positivamente com os
fendlicos totais, flavonoides, beta coroteno e negativamente com o CEso da redugao do DPPH (Figura
8A). Portanto, quanto maior o valor de uma amostra para CP1, maior serd seu conteudo de
constituintes fen6licos e menor serd o seu valor para o CEso da reducdao do DPPH, o que ¢ desejado
para a maior qualidade das amostras. A CP2 explica 27,79% da variabilidade dos dados,

correlacionando-se negativamente com percentual de proteg@o do sistema B-caroteno/acido linoleico,



41

indicando que quanto menor o valor de CP2, maior a prote¢do da amostra com o sistema -

caroteno/acido linoleico.
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Figura 8 - Dispersdao dos Componentes Principais 1 e 2 das variaveis (A) e das amostras (B) de
geopropolis de abelha sem ferrao do estado da Bahia de acordo com os dados de atividade
antioxidante e constituintes fenolicos.

De acordo com a Figura 8B as amostras que apresentam maior teor de fenolicos e flavonoides
totais € maior potencial antioxidante sdo as que apontam valores de escores positivos para CP1 e
negativos para CP2 e estas estao localizadas no quadrante inferior direito, em destaque. As amostras
B2, B3, B12, B19, B20, B28, B29, B34, B35 que estdo localizadas nesse quadrante e, levando em
consideracdo as andlises realizadas, elas sdo as que apresentaram altos teores de constituintes
fenolicos, moderados de flavonoides e alta capacidade antioxidante primaria e secundaria. Essas
amostras foram coletadas em estagdes e anos diferentes e a maioria delas foram produzidas na cidade
Sauipe, porém todas essas amostras foram produzidas pela mesma espécie de abelha, a Melipona
scutellaris.

As amostras localizadas no quadrante superior direito apresentam alto teor de constituintes
fenolicos, flavonoides totais e baixo CEso de DPPH, porém desempenharam baixa protecdo do
sistema B-caroteno/acido linoleico. Analisando as amostras localizadas no quadrante superior
esquerdo, constata-se que elas apresentam menor atividade antioxidante dentre as demais, devido
apresentarem baixo teor de constituintes fendlicos e flavonoides, alto CEso de reducdo do DPPH e
baixo percentual de protecdo do sistema [B-caroteno/dcido linoleico. Todas essas amostras foram

coletadas em diferentes periodos nas cidades de Ilhéus e Mucugé, ambas localizadas no litoral baiano,



42

com o bioma predominante Mata Atlantica e a vegetacdo de floresta tropical umida, evidenciando a
influéncia do clima e a vegetagdo na composicao da geopropolis, uma vez que a temperatura pode
influenciar na produ¢do dos metabodlitos secundarios das plantas em fungdo de variaveis ambientais,
como ataque de microrganismos, temperatura ¢ Radiagdo Uv. Resinas, botdes florais e exsudatos
resinosos sdo fontes para a producdo de geopropolis e uma variagdo na composicao quimica desses
materiais impacta significativamente na composi¢cao da geopropolis (CALEGARI et al., 2017)

As amostras situadas no quadrante inferior esquerdo, embora possuam maior CEso de DPPH,
menor teor de constituintes fendlicos e flavonoides totais entre as amostras, apresentam alto
percentual de protecdo do sistema [-caroteno/dcido linoleico. Grande parte dessas amostras
apresentaram baixo teor de fendlicos e flavonoides totais, indicando que o menor teor de constituintes
fenolicos ndo influencia no potencial de protecdo da co-oxidacdo do sistema B-caroteno/acido
linoleico e na estabiliza¢do de radicais livres oxidantes (DPPH), sendo que o mais importante ¢ a
composi¢cdo de fendlicos nessa matriz, ou seja, o tipo de compostos presentes. Essa constatacao ¢
importante devido ser um indicativo de bioatividade da geopropolis de abelha sem ferrdo,
principalmente por agdo antioxidante (AMAROWICZ & PEGG, 2019).

Na Figura 9 esta apresentado o grafico de dispersao dos componentes principais (CPs) das
amostras de geopropolis de abelha sem ferrao de diferentes regides do estado da Bahia de acordo com
todos os compostos quantificados por CLAE. Os dois CPs explicaram 100% da variancia total no
conjunto de dados. A CP1 foi responsavel por 99,99% da variabilidade dos dados e se correlaciona
positivamente com os teores de todos os compostos analisados, exceto com o acido feralico (Figura
9A). Ja a CP2 representou 0,01% da variabilidade dos dados e se correlaciona positivamente com

todos os compostos analisados, exceto com o acido cumarico.
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Figura 9 - Dispersdao dos Componentes Principais 1 e 2 das variaveis (A) e das amostras (B) de
geopropolis de abelha sem ferrao do estado da Bahia de acordo com os dados quantificados por
CLAE.

Os grupos formados pela dispersdao das amostras estao apresentados na Figura 9B. As amostras
B32 e B33 estdo separadas das demais porque apresentaram as maiores concentragdes de todos os
compostos analisados, enquanto o acido ferulico ndo foi detectado e ¢ uma varidvel correlacionada
negativamente com CP1, por isso essas amostras apresentaram alta correlacdo com a CP1. Essas duas
amostras também se destacaram na espectroscopia de infravermelho, onde apresentaram uma grande
varia¢ao espectral quando comparadas com as demais. Em relagdo a atividade antioxidante, elas
apresentaram a maior atividade antioxidante primaria e secundaria e maior teor de constituintes
fenolicos.

Considerando apenas os trés compostos quantificados por CLAE que se destacaram por
estarem presentes em quase todas as amostras, dcido gélico, cafeico e catequina, considerados os
principais biomarcadores desde estudo, realizou-se uma outra analise de componentes principais.
Inicialmente a amostra B7 foi detectada como um outliers, porque apresentou-se muito diferente das
demais, sendo removida e uma nova analise foi realizada. O gréfico de dispersdo dos componentes
principais (CPs) das amostras de geopropolis de diferentes regides do estado da Bahia de acordo com
os compostos acido galico, cafeico e catequina quantificados por CLAE, estao apresentados na Figura
10. Os dois CPs explicaram 99,91% da variancia total no conjunto de dados. A CP1 foi responsavel
por 71,74% da variabilidade dos dados e se correlaciona positivamente com os trés compostos
analisados. Ja a CP2 representou 28,21% da variabilidade dos dados e se correlaciona positivamente

com os compostos acido galico e clorogénico e negativamente com a catequina (Figura 10A).



Component Pattern A)

1.0 - Clorogerico
) e}

08 - Galico

0.6

0.4 -

0.2 -

0.0

Catequing_

Component 2 (28.21%)

T T T T T T T T T T T
-1.0 08 06 04 02 00 02 04 06 08 1D

Component 1 (71.74%)

Prinz

600 +

-300 +

-300 +

-s00

-800

R17RAARSAPASAPA A
B386...B Bz
5186163512831 B27 . B3z

4
3

Prini

B)

s00

44

Figura 10 - Dispersao dos Componentes Principais 1 e 2 das variaveis (A) e das amostras (B) de
geopropolis do estado da Bahia de acordo com os compostos acido gélico, clorogénico e catequina

quantificados por CLAE.

Os grupos formados pela dispersao das amostras estdo apresentados na Figura 10B. A amostra

B4 se separou das demais, porque apresentou altos teores de acido gélico e clorogénico e auséncia da

catequina. As amostras B32 e B33 continuaram separadas das demais, porque apresentaram altas

concentragdes dos trés compostos analisados e, assim como mencionado acima, essas amostras se

destacam por apresentarem alto teor de fenolicos totais e alta atividade antioxidante primaria e

secundaria.

A Figura 11 representa o grafico de dispersao dos CPs das amostras de geopropolis de abelha

sem ferrao de diferentes regides do estado da Bahia de acordo com os dados do MIR da amostra bruta.

Para a analise de Componentes Principais com dados do MIR das amostras brutas de geopropolis de

abelha sem ferrao foram selecionadas as principais bandas do espectro, 15 no total. Todas essas

bandas apresentaram alta correlacdo com CP1, que explicou 58,22% da variabilidade dos dados e ¢

um descritor geral dos dados.
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Figura 11 - Dispersdo dos Componentes Principais 1 e 2 das varidveis (A) e das amostras de
geopropolis de abelha sem ferrao do estado da Bahia de acordo com os dados quantificados por
MIR para as amostras brutas (B).

Analisando os resultados gerados com os dados do MIR das amostras brutas, a CP1 foi
responsavel por explicar 58,22% da variagdo dos dados, sendo um descritor de todas as varidveis
(Figura 11A), indicando que quanto maior for o escore para CP1 de uma amostra, maior sera a
concentracdo dos grupos funcionais de aminas, dgua, alcoois, fendis, compostos aromaticos contendo
grupo OH, grupos funcionais atribuidos a cera de abelha, hidrocarbonetos, aldeidos, cetonas, acidos
carboxilicos, ésteres, anéis aromaticos e benzenos.

A CP2 ¢ responsavel pela explicacdo de 36,21% da variagdo dos dados, estando negativamente
relacionada com as bandas 915,742; 1008,453; 1011,714; 2092,800; 3621,152; 3687,524; 3701,034

cm’!

, as quais sdo associadas a bandas de maximas absorbancias de grupos funcionais de aldeidos,
cetonas, acidos carboxilicos, ésteres, anéis aromaticos e outros compostos contendo grupo OH,
portanto as amostras com valores negativos para CP2 tendem a apresentar maior quantidade de
compostos que possuam esses grupos funcionais, como 4agua, dlcoois, fendis e compostos fenodlicos
como a epicatequina, catequina, quercetina que estdo presentes na matriz de geopropolis.
Explorando a Figura 11B, que apresenta a dispersdo das amostras, ¢ possivel verificar a
separagdo de algumas delas e, analisando as caracteristicas individuais nas analises realizadas, ¢é

possivel constatar que essas amostras foram as que apresentaram em sua composi¢dos os trés

compostos majoritarios identificados por CLAE, o dcido gélico, cafeico e catequina.
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4.2.  Analise de Agrupamento

A Figura 12 apresenta o dendograma de agrupamento das amostras brutas de geopropolis de
abelha sem ferrdo de diferentes regides do estado da Bahia de acordo com os dados de capacidade
antioxidante (Constituintes fenolicos totais, flavonoides totais, DPPH, poder redutor e sistema [3-

caroteno/acido linoleico).
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Figura 12 - Dendograma de agrupamento das amostras de geopropolis de abelha sem ferrdo do
estado da Bahia de acordo com os dados de capacidade antioxidante.

Analisando o dendograma de agrupamento que utiliza os dados de capacidade antioxidante,
pode-se observar a formagao de trés grupos de amostras de acordo com os valores de R?, Pseudo F e
CCC. De acordo com os valores médios das varidveis originais, observa-se que o primeiro grupo
comecando pelo lado esquerdo do dendograma é composto pelas amostras que apresentaram os
menores teores de constituintes fendlicos e flavonoides totais, além de possuirem menor capacidade
antioxidante primaria e secundaria. Essas amostras foram coletadas em diferentes periodos nas
cidades de Ilhéus, Mucugé e Sauipe, ambas localizadas no litoral baiano, evidenciando a influéncia
do clima e vegetacdo na composi¢ao da geopropolis, pois pode gerar variagdo na composi¢ao quimica
dos vegetais, bem como na atividade das abelhas.

O segundo grupo ¢ composto por amostras com altos teores de fenolicos totais e moderados
de flavonoides, porém com alta capacidade antioxidante primdria e secundaria. O terceiro grupo ¢
composto por amostras com moderados teores de constituintes fendlicos e os mais altos de

constituintes flavonoides, porém com moderados teores de capacidade antioxidante primaria e
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secundaria. A maioria dessas amostras foram coletadas nas estagdes primavera e verdo, onde as
abelhas desempenham maior atividade, uma vez que a temperatura média de acordo cada estacdo do
ano, influencia diretamente na atividade das abelhas, ou seja, quanto maior a temperatura, maior sera
a atividade das abelhas, sendo que sua atividade se torna mais energética quando a temperatura
ultrapassa 25°C e a umidade relativa estd entre 60% e 70% (CALEGARI, 2017; JIANG et al., 2016).

Na Figura 13 estd apresentado o dendograma de agrupamento das amostras brutas de
geopropolis de abelha sem ferrdo do estado da Bahia de acordo com os dados quantificados por

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.
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Figura 13 - Dendograma de agrupamento das amostras de geopropolis de abelha sem ferrdo do
estado da Bahia de acordo com os dados de CLAE.

Analisando o dendograma de agrupamento com os dados de andlise cromatografica sobre
composi¢dao dos fendlicos individuais pode-se observar a formacao de 3 grupos, de acordo com os
valores de R? e Pseudo F.

O primeiro grupo comecando pelo lado direito ¢ formado por uma tnica amostra (B7), que se
destacou por apresentar as maiores concentracdes de dez compostos analisados. O segundo grupo ¢
composto também por duas amostras que se destacaram dentre as demais (B32 e B33), pois
apresentaram altas concentracdes de dez compostos que foram analisados. O terceiro grupo ¢
composto pelas demais amostras analisadas que, embora ndo tenham apresentado as maiores
concentragdes de nenhum padrdo especifico, se destacaram com valores altos para a maioria dos

constituintes fenodlicos individuais testados.
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Desse modo, a partir dos dados de agrupamento e considerando as concentragdes e quantidade
de compostos individuas detectados, ¢ possivel indicar que as amostras presentes nos dois primeiros
grupos sdo aquelas que apresentam melhor e maior composicao de fenolicos individuais e as amostras
presentes no terceiro grupo como as de qualidade média a inferior. No entanto, essa constatagcdo pode
ser variavel, uma vez que se pode levar em consideragdo apenas um composto especifico, por
exemplo. Esses dados ndo corroboram com o agrupamento gerado para dados de capacidade
antioxidante (Figura 12), indicando a presenca de outros constituintes fenolicos ndo quantificados e
que desempenhem papel significativo nessa atividade.

Na Figura 14 observa-se o dendograma de agrupamento das amostras brutas de geopropolis
de abelha sem ferrdao do estado da Bahia de acordo com os dados observados por MIR com a formagao

de dois grupos.
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Figura 14 - Dendograma de agrupamento das amostras brutas de geopropolis de abelha sem ferrdo
do estado da Bahia de acordo com os dados observados por MIR.

O primeiro grupo do lado direito corresponde as amostras que apresentaram 0s maiores
valores de absorbancias nos comprimentos de onda 1375,570; 1430,312; 1619,228; 1670,475;
2858,947; 2926,268 cm os quais podem ser associados aos compostos com grupos funcionais
atribruidos ao alongamento de vibragcdes de grupos CH caracteristicas de grupos alifaticos,
alongamento de e vibragdes de hidrocarbonetos e ligacdes de C=C de anéis aromaticos e ligacdes

C=0 que sao caracteristica de amidas alifaticas saturadas.
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O segundo grupo se destacou por apresentar maiores absorbancias nos comprimentos de onda
associados a vibragdes que absorvem energia das ligagdes de C=C de anéis aromaticos que também
s30 responsaveis por vibragdes fortes de 900 a 600 cm™! e de 1600-1500 cm™'. Também apresentaram
maiores absorbancias nos comprimentos de onda 3700 - 2000 cm’! que estdo associados a
sobreposi¢io de grupos hidroxila OH e NH?* de aminoicidos (BARBOSA, 2007; SKOONG;
HOLLER; NIEMMAN, 2009; MAZUR et al., 2019).

Analisando as caracteristicas individuais das respectivas amostras que compde cada grupo,
constata-se que as amostras do primeiro grupo apresentaram em sua composicao os trés compostos
majoritarios identificados por CLAE, o acido galico, cafeico e catequina, nas maiores concentragdes
identificadas. Constata-se, portanto, que o resultado da anélise de agrupamento a partir dados do MIR
estd mais correlacionado com os dados de constituintes fenolicos individuais obtidos por
cromatografia liquida.

Os resultados apresentados acima apontam que a analise de agrupamento ¢ uma alternativa de
método triagem de capacidade antioxidante da geopropolis, possibilitando uma conclusao
classificatoria a respeito da qualidade geral, o que muitas vezes nao ¢ possivel quando se avaliam
individualmente os resultados analiticos. De modo geral, as analises acima mostraram-se eficientes
na separacdo e classificacdo das amostras de geopropolis de acordo a capacidade antioxidante e
constituintes fenolicos, possibilitando observar a dispersdo e heterogeneidade entre as amostras,
demonstrando diferentes perfis de composi¢ao e bioatividade. Diante disso, constata-se que essa
analise ¢ importante, pois possibilita a realizacao de analises complexas que nao sdo possiveis através

de analises univariadas.

4.3. Regressao por Minimos Quadrados Parciais

A andlise foi realizada com o objetivo de verificar a possibilidade de determinar a atividade
antioxidante da geopropolis de abelha sem ferrdo da Bahia utilizando dados de espectroscopia no
infravermelho médio. Essa andlise ¢ considerada full-spectrum, pois a calibragdo multivariada ¢
realizada utilizando a informacdo do espectro inteiro para construir o modelo da regressao, e no parte
da hipotese de que as variaveis ndo sdo correlacionadas e nem requer que os residuos sigam uma
distribuicdo normal e, deviso isso, ¢ frequentemente utilizada para predicio com dados de
espectroscopia no infravermelho. Para isso foram ajustados modelos com e sem métodos matematicos
de pré-processamento de dados (Nenhum, SNV, MSC). Na Tabela 6 estdo apresentados os parametros

de ajuste dos modelos otimizados com seus respectivos métodos de tratamento de dados.
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Tabela 6 - Pardmetros de ajustes dos modelos preditivos de RMQP.

Treinamento Validacéo
Numero de Pre R RMSE RPD RER R RMSE RPD RER
Fatores Processamento
CFT 7 MSC 095 324 316 11,45 090 2,65 2,33 7,55
FT 8 SNV 097 075 418 16,46 082 146 1,40 484
DPPH 6 Nenhum 0,92 1,31 266 9,12 005 4,30 064 1,80
BCAL 7 Nenhum 0,92 524 258 10,96 069 806 144 4,84
PR 3 Nenhum 0,75 0,38 153 5,79 065 031 1,36 5,25

Quanto menor o numero de variaveis latentes significativo, maior a facilidade do modelo em
prever os valores com baixo erro associado e, consequentemente, mais simples se torna o modelo.
Alguns parametros sao analisados para avaliar a qualidade do ajuste e a aplicabilidade dos modelos.
Valores de R proximos a 1 e valores RMSE baixos indicam o bom desempenho do modelo para prever
os parametros de atividade antioxidante.

Outro parametro de ajuste muito relevante para a andlise ¢ a relagdo entre desempenho e
desvio (RPD), onde modelos com RPD > 2 podem ser considerados excelentes; modelos razoaveis
quando 1,4 < RPD < 2; e modelos nao confiaveis quando RPD < 1,4 (CHANG et al., 2001). A razao
entre a amplitude de concentracdo de um analito ¢ o erro quadratico médio (RER) também ¢ um
parametro relevante, onde um modelo com valores de RER < 3 apresenta baixa capacidade preditiva,
modelos com RER entre 3 e 10 tém utilidade pratica moderada e valores de RER > 10 indicam boa
utilidade do modelo (LIMA et al., 2022).

Considerando os parametros de ajuste RPD e RER, os modelos escolhidos para a predigao de
todas as analises podem ser considerados razoaveis e de utilidade pratica moderada, com excecao do
modelo ajustado para predizer o teor de constituintes fenolicos que, segundo o RPD, pode ser
considerado excelente. E necessario ainda analisar quais variaveis ou regides espectrais sdo mais
importantes para avaliar a relevancia do modelo em termos de grupos funcionais associados, o que

pode ser observados graficamente na Figura 15 para os constituintes fenolicos totais.
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Figura 15 - Coeficientes de regressdao em fungdo do comprimento de onda do modelo RMQP
construido para predizer os constituintes fendlicos totais em amostras geopropolis de abelha sem
ferrao do estado da Bahia.

As principais bandas associadas a predicao de maiores valores de constituintes fendlicos totais
estdo na regido espectral de 600 a 1700 cm™ que merece destaque, portanto amostras que apresentem
maior intensidade dessas bandas, consequentemente, apresentardo maior qualidade. Essas bandas sao
associadas, principalmente, a ligacdes de C=C de anéis aromaticos (BARBOSA, 2007).

Os coeficientes de regressao para a predicao dos flavonoides totais com dados de MIR das

amostras estdo apresentados na Figura 16.
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Figura 16 - Coeficientes de regressao em fun¢do do comprimento de onda do modelo RMQP
construido para predizer os constituintes flavonoides totais em amostras geopropolis de abelha sem
ferrdo do estado da Bahia.
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E possivel observar que as principais bandas associadas a predigio de maiores valores de
constituintes flavonoides totais sdo 2900, 1670 cm™! e a regido de 2000 a 2300 cm™ que merece
destaque na predi¢do. Essas bandas sdo associadas a vibragdo de aminas, hidroxilas e carboxilas de
fenois, acidos carboxilicos e outros compostos aromaticos, respectivamente (WORKMAN JUNIOR,
2000). A regido de de 2600 a 1700 cm™! também merece destaque, pois de acordo com Barbosa (2007)
e Skoong, Holler & Niemman (2009), nessa regido ocorrem vibragdes de hidroxilas e carbonilas
associadas a acidos carboxilicos, aldeidos, cetonas e ésteres, que sdo grupos funcionais relacionados
a presenga de flavonoides, indicando que o modelo foi bem ajustado.

Os coeficientes de regressao para a predigao do CEso do DPPH com dados de MIR das amostras

de geopropolis de abelha sem ferrdo da Bahia estdo apresentados na Figura 17.
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Figura 17 - Coeficientes de regressao em fungao do comprimento de onda do modelo RMQP
construido para predizer o CEso do DPPH de totais em amostras geopropolis de abelha sem ferrao
do estado da Bahia.

E possivel observar uma regido espectral de maior importancia na predi¢do, com coeficientes
negativos, entre 1700 e 600 cm™ e ¢ associada a absorbancias de vibragdes de ligagdes de C=C de
anéis aromaticos. Para coeficientes com valores positivos, que podem ser relacionados a valores de
CEso do DPPH maiores, tem-se a banda 2850 cm™ que est4 associada a presenca de cera e resina nas
amostras (SKOOG et al., 2017; BARBOSA, 2007).

Os coeficientes de regressdo para a predicdo do percentual de prote¢do do sistema [-
caroteno/acido linoleico com dados de MIR das amostras de geopropolis de abelha sem ferrdo da

Bahia estdo apresentados na Figura 18.
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Figura 18 - Coeficientes de regressao em fungdo do comprimento de onda do modelo RMQP
construido para predizer o percentual de protecdo do sistema B-caroteno/acido linoleico em
amostras geopropolis de abelha sem ferrdo do estado da Bahia.

Nesta figura € possivel identificar uma regido espectral que apresentou o0s principais
coeficientes de regressao na predicdo da protegdo do sistema [3-caroteno/acido linoleico, sendo ela foi
semelhante a identificada para a predigdo do CEso do DPPH, porém apresentou maiores coeficientes
positivos nas bandas de 2950 a 2850 cm™, as quais representam vibragdes de grupos CH associados
a presenca de cera e resina (SKOOG et al., 2017; BARBOSA, 2007).

Os coeficientes de regressao para a predicdo do percentual de protecao do sistema [-
caroteno/acido linoleico com dados de MIR das amostras de geopropolis de abelha sem ferrao da

Bahia estdo apresentados na Figura 19.
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Figura 19 - Coeficientes de regressdao em fungdo do comprimento de onda do modelo RMQP
construido para predizer o CEso do poder redutor em amostras geoprépolis de abelha sem ferrao do
estado da Bahia.

Analisando esses coeficientes para para a predicao do percentual de prote¢dao do sistema -
caroteno/acido linoleico, observa-se uma regido espectral de maior importancia na predicdo, com
coeficientes negativos, estando entre 600 e 1600 cm™!' e é associada a absorbancias das vibragdes de
ligacdes de C=C de anéis aromaticos. Para coeficientes com valores positivos, que podem ser
relacionados a valores do percentual de protecao do sistema B-caroteno/acido linoleico, tem-se as
bandas em 2950, 2850 e 1770 cm™ que sdo associadas a presenga de cera e resina nas amostras
(SKOOG et al., 2017; BARBOSA, 2007).

A partir das consideracdes acima, feitas individualmente para cada analise estudada, é possivel
selecionar quais sao os picos com maior representatividade e que, consequentemente, contribuem
para indicagdo da qualidade da geopropolis. Levando em consideracdo que uma geopropolis de
qualidade deve apresentar altos teores de fenolicos e flavonoides totais e alta atividade antioxidante
primdria e secunddria, as regides espectrais com maior importancia para detec¢do dessa qualidade sdo
a presenca de coeficientes positivos e/ou negativos na regido espectral de 600 a 1700 cm™ que sdo
associados a ligagdes de C=C de anéis aromaticos; regido de 2000 a 2300 cm™ que sdo associadas a
vibracdo de aminas, hidroxilas e carboxilas de fenois, acidos carboxilicos e outros compostos
aroméaticos; maiores coeficientes positivos nas bandas de 2950 a 2850 cm?, as quais representam
vibragdes de grupos CH.

Os resultados dessa analise demonstraram a possibilidade de calibrar dados para predizer
analises indicadoras de qualidade de geopropolis de abelha sem ferrdo de forma simples e rapida
utilizando a técnica de espectroscopia de infravermelho médio associada a modelos de calibracdo
multivariada, tornando-se ttil devido ser uma analise rapida, precisa e que ndo demandam reagentes.

E, uma vez o modelo ja calibrado, ¢é possivel realizar a estimativa dos dados de capacidade
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antioxidante dessas amostras sem que seja necessaria a realizagao das analises quimicas. Desse modo,
modelos quimiométricos podem ser usados com sucesso para avaliar a qualidade de amostras de

geopropolis de abelha sem ferro.



56

V CONCLUSOES

A geopropolis de abelha sem ferrdo do estado da Bahia demonstrou concentracdes
significativas de constituintes fenolicos e flavonoides totais, alto potencial antioxidante de acdo
primaria e moderada por agdo secunddria, evidenciando que ha variabilidade entre as amostras
analisadas, sendo explicada pela influéncia da origem, época de coleta e espécie de abelha produtora.
A andlise de espectroscopia no infravermelho médio permitiu avaliar os grupos funcionais das
amostras, indicando presenga de compostos aromaticos e insaturados, caracteristicos dos compostos
antioxidantes.

Dentre as analises qualitativas, as duas admitidas neste estudo demonstraram a formacao e
separagao de grupos de amostras de acordo a atividade antioxidante e contetdo fendlico total, porém
a Analise de Componentes Principais evidenciou ainda mais esses grupos. A andlise quantitativa de
Regressao por Minimos Quadrados Parciais demonstrou resultados razoaveis e de utilidade pratica
moderada, bem como a possibilidade de calibrar dados para predizer analises indicadoras de
qualidade de geopropolis de abelha sem ferrao de forma simples e rapida, utilizando a espectroscopia
de infravermelho médio associado a modelos de calibragao multivariada.

Os resultados deste estudo demonstram que a geopropolis pode ser potencialmente utilizada
como fonte natural de compostos bioativos e antioxidantes e que a espécie de abelha, o local e a época
de coleta, bem como a interagdo entre esses fatores influenciam na concentragdo desses compostos.
Diante disso, acredita-se que os resultados obtidos contribuem significativamente para a
caracterizacao da geopropolis das abelhas sem ferrdo proveniente do estado da Bahia. Este estudo
também indica a possibilidade de uso das tecnologias de espectroscopia no infravermelho médio
associada a quimiometria para predizer a qualidade antioxidante de amostras de geopropolis de abelha
sem ferrdo, tornando-se Util devido ser uma andlise rapida, confidvel e que ndo demanda reagentes e

trabalho arduo sendo, portanto, uma alternativa de substituicdo de analises onerosas.
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