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RESUMO

A meliponicultura é a atividade de criacdo racional de abelhas sem
ferrdo (“stingless bees” do inglés) para a obtencdo de produtos como o
mel, cera, prépolis e geopréopolis. A geoprépolis utilizada pelas abelhas
como matéria prima para a construgdo de estruturas internas e externas
da colénia é composta de extratos vegetais, enzimas digestivas e
majoritariamente por solo, o que lhe atribui concentracdes elevadas de
compostos minerais. Sua composicdo é influenciada pela espécie de
abelha produtora, clima, flora local e caracteristicas do solo da regido.
Estudos tem destacado a presenca de alguns compostos fenélicos em sua
composicdo, no entanto poucos relacionam sua composicdo a
capacidade antioxidante e redutora. Considerando estudar e elucidar os
componentes quimicos da geopropolis, assim como a capacidade
antioxidante e redutora de extratos, incluindo compostos nédo relatados
até o momento na literatura, buscando compreender essa complexa
matéria prima o estudo avaliou inicialmente as concentracBes de
umidade e cinzas totais, assim como a solubilidade e estabilidade das
amostras em alcool etilico e metilico ao longo do tempo, avaliando
compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante. Em um segundo
momento identificar o perfil majoritario de compostos fendlicos, e
avaliar o perfil majoritario de minerais e potencial antimicrobiano em
geopropolis das abelhas Melipona mondury, Melipona quadrifasciata,
Melipona scutellaris, Melipona seminigrae Tetragoniscaangustula. As
extracGes foram realizadas durante 10, 20 e 30 dias, sendo observado o
melhor rendimento de extracdo em metanol, com aproximadamente 35
% m/m, a concentracdo de umidade das amostras variou entre 2,60 +
0,02 a 8,80 £ 0,19 % m/m, resultados semelhantes aos ja descritos em
literatura. O contelido de cinzas das geoprdpolis analisadas apresentou
valores superiores a 51,97 + 0,56 % m/m, com exce¢do da amostra
produzida pela abelha TAI com 2,23 £ 0,01 % m/m. O tempo de
extracdo contribuiu para um aumento das concentracfes de fenolicos
totais e atividade antioxidante paraa maioria das amostras, assim como
a efetividade do metanol como solvente extrator. Foram identificados 28
compostos fenolicos distintos nas amostras quando analisadas por LC-
ESI-MS/MS, sendo: 13 acidos fendlicos, 10 flavonoides, quatro aldeidos
fendlicos e uma cumarina, dentre esses compostos, 18 deles nédo
constam relatados em literatura até o presente estudo. O perfil mineral
analisado por ICP-MS permitiu identificar e quantificar 16 elementos
distintos, entre eles alguns minerais essenciais assim como Cu, Fe, K,
Mg, Na, e Zn e metais potencialmente toxicos como As, Cd, Pbe Cr. Os



dados da composicdo mineral quando avaliados por quimiometria
indicam a separacdo de grupos por caracteristicas geogréficas
semelhantes. O potencial antimicrobiano das amostras se revelou
distinto onde somente a geoprdpolis de M. quadrifasciata dentre as
amostras avaliadas que apresentou potencial antimicrobiano para
Staphylococcus aureus. Considerando os resultados, é possivel concluir
que as abelhas produzem a geopropolis com caracteristicas individuais,
variando conforme flora, clima e local de coleta.

Palavras-chave: Abelhas sem ferrdo. Geopropolis. Compostos
bioativos. Minerais. Potencial antimicrobiano.






ABSTRACT

Stingless beekeeping is the rational creation of stingless bees to produce
honey, wax, propolis and geopropolis. The activity was describe in
literature being used in a primitive way by Brazilian indigenous. Among
the different products produced by stingless bees, geopropolis is made
with a mix of vegetal extracts, digestive enzymes and mostly by soil,
which gives high concentration of minerals, being rigid fragments, used
as raw material to construct internal and external colony structures.
Used in folk medicine as antiseptic, antioxidant and antimicrobial agent.
The composition is diversified, depending on bee specie, climate
changes, local flora and soil type. It is comproved the presence of
phenolic compounds in their composition, however, few studies related
chemical composition to antioxidant capacity. Considering study the
geopropolis chemical components, antioxidant and reducing activity,
produced in Santa Catarina State, this study seeks to understand the
complexity of geopropolis and your composition, with humidity and
total ash rates and also the stability and solubility of geopropolis extracts
along time of storage evaluated through total phenolic composition and
antioxidant activity, as much as, identification of polyphenolic
compounds and minerals and evaluation of antimicrobial potential.
Geopropolis samples of Melipona mondury, Melipona quadrifasciata,
Melipona scutellaris, Melipona seminigrae Tetragonisca Angustula bee
specie were extracted in methanol and ethanol during 10, 20 and 30
days, and reached superior yields of extraction in methanol, about 35 %
and the moist showed a variation between 2.60 £ 0.02t0 8.80+ 0.19 %,
near to literature results. To the ashes evaluation, only the sample of
Tetragonisca Angustula presented low concentration of 2.23 %, all other
samples remained with more than 51 % of total ashes characteristic fact
due to sample matriz. According to the extraction time, phenolic
compounds and antioxidant activity for the most samples increase, as
well using methanol as extractor solvent when compared to other with
different polarity. MSI sample has the highest phenolic compounds. The
biggest antioxidant activity was achieve on 20 days of extraction of
MQS sample. In this regard, 28 phenolic compounds were identified by
LC-ESI-MS/MS in geopropolis samples, being: 13 phenolic acids, 10
flavonols, 4 phenolic aldehyde and 1 coumarin, among these, 18 were
not mentioned in literature until this study. The mineral composition
analyzed by ICP-MS was able to identified and quantified 16
compounds, among them essential minerals as Ca, Cu, Fe, K, Mg, Na,
and Zn also potentially toxic metals as arsenic, cadmium, lead and



chromium, the mineral composition data were evaluated using
chemometric approach and it was possible to observe the formation of
groups with similar geographical characteristics. The antimicrobial
potential evaluation reveal that different bees produces geopropolis with
individual characteristics, being M. Quadrifasciata geopropolis samples
to present antimicrobial potential to Staphylococcus aureus. To
conclude, stingless bees produces geopropolis with individual
characteristics, varying according to flora, climate and geographical
localization.

Keywords: Stingless bees. Geopropolis. Bioactive compounds.
Minerals. Antimicrobial potential.
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INTRODUCAO

Provenientes do continente europeu, as abelhas Apis melliferas
tiveram sua introducdo no Brasil na regido sudeste, passando por
cruzamentos com espécies africanas dando origem a abelhas resistentes
e com maior produtividade, denominadas abelhas africanizadas,
presentes atualmente em grande extensdo do territério nacional,
colocando o Brasil como produtor de destaque no mercado externo
(MARTINEZ; SOARES, 2012; OLIVEIRA; CUNHA, 2005).

Abelhas sem ferrdo ou do inglés “Stingless bees”, sdo abelhas
sociais conhecidas pela auséncia do ferrdo, compostas principalmente
por trés tribos: meliponini, trigonnini e lastrimelittini (BILUCA, 2014).
Nativas do territorio brasileiro, e por muito tempo, manejadas de
maneira rudimentar por povos indigenas, a criacdo e manejo das
colbnias é denominada meliponicultura a qual vem sendo introduzida
como atividade econdmica em diversas regides do Brasil (NOGUEIRA-
NETO, 1997; VIT; PEDRO; ROUBIK, 2013).

Mundialmente as abelhas sem ferrédo totalizam mais de 500 espécies
distribuidas principalmente nas regides tropicais e subtropicais do
planeta, no Brasil j& foram catalogadas mais de 200 espécies (CAMPOS
et al., 2014; CHUTTONG et al.,, 2016; OLIVEIRA et al.,, 2013;
RAMON-SIERRA; RUIZ-RUIZ; DE LA LUZ ORTIZ-VAZQUEZ,
2015; VIT; PEDRO; ROUBIK, 2013). Popularmente esses insetos sdo
conhecidos por sua capacidade polinizadora, producdo de mel,
geopropolis, cera e pélen, caracterizando a meliponicultura (OLIVEIRA
etal., 2013).

Os produtos fabricados pelas abelhas sdo conhecidos
principalmente por sua dogura e pelas propriedades medicinais (acéo
bactericida, atividade antioxidante, propriedade antiviral, entre outros)
(RAO et al., 2016), sendo consumidos “in natura” e aplicados na
indGstria  de  alimentos  (GUTIERREZ-CORTES; SUAREZ
MAHECHA, 2014; SPINELLI etal., 2015), de cosméticos (LUSTOSA
et al., 2008), bebidas (GOMES et al., 2013), gerando um crescente
interesse comercial.

Diferentemente da prépolis produzido a partir de saliva, secre¢des
enzimaticas e resinas vegetais de plantas (ARAUJO, 2013), as abelhas
sem ferrdo produzem a geoprépolis utilizando solo como matéria prima
principal, resultando em um fragmento de coloracdo marrom escuro
denominado geopropolis, ligeiramente mais rigido que a propolis
(CUNHA et al., 2009; FREITAS; VIT; BARTH, 2013), aplicado na
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colmeia como matéria prima para construgdo de estruturas internas e
externas (VILLAS-BOAS, 2012).

N&o existem dados estatisticos sobre a producdo da geopropolis,
tampouco legislacdo para a comercializacdo desse produto, e devido a
grande deficiéncia de informacdes cientificas sobre o assunto o estudo
proposto, objetivou avaliar a composi¢do majoritaria de compostos
fendlicos e elementos minerais de amostras de geoprépolis assim como
a atividade antioxidante e antimicrobiana de extratos organicos em
amostras produzidas por diferentes espécies de abelha sem ferrdo,
alocados em regibes distintas do Estado de Santa Catarina.



CAPITULO1

REVISAO BIBLIOGRAFICA
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1 ABELHAS

Pertencentes a Classe Insecta, Ordem Hymenoptera, e
Superfamilia Apoidea, cerca de 20 mil espécies de abelhas ja foram
descritas mundialmente. Aproximadamente 3 % deste total encontram-
se no territorio brasileiro, onde apenas 2 % sdo produtoras de mel, sendo
as do género Apis mellifera e Meliponinae as que recebem destaque
(CAMPOSetal., 2014; CHUTTONGetal., 2016; RAMON-SIERRA,;
RUIZ-RUIZ; DE LA LUZ ORTIZ-VAZQUEZ, 2015; VILLAS-BOAS,
2012; WITTER; NUNES-SILVA, 2014).

No Brasil ambas as espécies sdo encontradas. As abelhas Apis
mellifera foram introduzidas na regido sudeste no século X1X, sendo de
origem europeia, apresentavam baixa produtividade e resisténcia. Em
1956, 33 rainhas africanas Apis mellifera scutellata que apresentavam
alta producdo, resisténcia e familiaridade com o clima tropical como
caracteristicas, foram introduzidas no pais, surgindo entdo o processo de
africanizacdo das abelhas Apis mellifera nacionalmente. A partir de
entdo, sendo animais resistentes a diversas pragas e com alto
rendimento, a producdo apicola levou o Brasil a ocupar posicdo de
destaqgue no mercado externo (MARTINEZ; SOARES, 2012;
OLIVEIRA; CUNHA, 2005).

As Meliponinae sdo conhecidas como “Stingless bees” do inglés,
ou popularmente chamadas de abelhas sem ferrdo, sdo abelhas sociais
gue apresentam atrofia do ferrdo, ndo funcionando como mecanismo de
defesa, perdendo assim sua capacidade de ferroar. Esse grupo é
composto por 3 tribos: Meliponini, Trigonini e Lastrimelittini (BILUCA,
2014; DE LIMA, 2015; OLIVEIRA et al., 2013). Essas abelhas podem
ser encontradas em regifes tropicais e subtropicais do planeta,
distribuindo-se, portanto, na maior parte do territorio Latino-americano,
além da Australia, Indonésia, Malasia, india, Africa e Tailandia
(CHUTTONG et al., 2016; RAMON-SIERRA; RUIZ-RUIZ; DE LA
LUZ ORTIZ-VAZQUEZ, 2015; VIT; PEDRO; ROUBIK, 2013) sendo
mais de 500 espécies e 32 géneros ja descritos (CHUTTONG et al.,
2016) e nacionalmente sdo mais de 200 espécies conhecidas
principalmente nas regiGes norte e nordeste (CAMPOS etal., 2014).

Ao contrario das Apis melliferas, as abelhas sem ferrdo séo
nativas do territdrio nacional fazendo parte dos costumes socioculturais,
alimentares, medicinais, ritualisticos e comerciais de muitos povos,
como por exemplo os Kayapd da bacia amazbnica brasileira
(NOGUEIRA-NETO, 1997; VIT; PEDRO; ROUBIK, 2013).
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A criacdo das colénias e 0 manejo das colmeias de abelhas
originaram a apicultura e a meliponicultura, atividades que tém
proporcionado ao homem a extracdo, utilizacdo, comercializacdo e
consumo de diversos produtos como mel, polen, geleia real, prdpolis,
entre outros. Além disso as abelhas desempenham importante papel na
natureza, contribuindo para a polinizagdo e manutencdo da
biodiversidade; entretanto, esses animais vém sofrendo reducdo ao
longo dos anos, consequéncia de fatores climéticos, parasitas, e
principalmente pelo uso intensivo de pesticidas (CHAIMANEE et al.,
2016; TOMEetal., 2015).

Nos Ultimos anos, o0 constante interesse pelo consumo de
produtos oriundos de abelhas tem alavancado o mercado interno e
externo. Comercialmente foram exportados mais de 8 milhdes de kg de
mel no primeiro quadrimestre de 2016, totalizando mais de US$ 28
milhdes de doélares, em 2015 aproximadamente 22 milhdes de kg
movimentaram cerca de US$ 81 milhdes de dolares (CUBA, 2016).

2 MELIPONICULTURA

A meliponicultura é definida como o0 manejo e criacdo racional de
abelhas sem ferrdo, praticada desde antes da colonizacdo e atualmente é
considerada atividade crescente no Brasil. Caracterizada como criacao
ecologicamente correta, requer baixo investimento inicial, e apresenta
boas perspectivas econdmicas, com geracdo de renda sustentavel
(WITTER; NUNES-SILVA, 2014).

H& muito tempo a atividade j& era realizada de maneira
rudimentar por comunidades indigenas no Brasil, onde ja criavam e
exploravam os produtos das abelhas sem ferrdo (ou também conhecida
como abelhas indigenas), essa heranga indigena se traduz em alguns dos
nomes populares das espécies conforme representado na Tabela 1.
Atualmente a criacdo desses animais possui legislacdo especifica para
seu trato, preconizado pela Resolucdo CONAMA n° 346 de agosto de
2004 a qual orienta a protecdo e utilizacdo desses animais (BRASIL,
2004).
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Tabela 1- Algumas espécies de abelhas sem ferrdo

Nome Popular

Nome Cientifico

Jupard, jandaira, jandaira-Preta

Tilba, Urucu-Cinzenta

Urugu, Urucu-Boca-de-Renda,
Jandaira-Amarela

Canudo

Monduri, Rajada

Mandacaia

Urucu, Urucu-Nordestina, Urugu-
Verdadeira

Jandaira, Urucgu

Urugu, Jandaira

Urucu-Amarela

Jatai

Guarupu, Guaraipo

Monduri

Melipona compressipes

Melipona fasciculata
Melipona seminigra
Scaptotrigona sp.
Melipona Asilvai

Melipona mandacaia
Melipona quadrifasciata

Melipona scutellaris
Melipona subnitida

Melipona compressipes

Melipona rufiventris

Tetragoniscaangustula

Meliponabicolor

Melipona mondury

Fonte: Adaptado de Villas-Boas (2012)

Com organizacdo social estruturada, as abelhas sem ferrdo
dividem-se em operarias, machos (zangdes) e rainhas; organizacao
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para que em seu curto periodo de vida (aproximadamente 55 dias)
possam fabricar diferentes produtos (OLIVEIRA et al., 2013;
VILLAS-BOAS, 2012).

Maiores que as operarias, as rainhas geralmente nascem em
células reais (células de cria maiores) ou casulos reais (jungdo de
duas células de cria tradicionais), ou ainda as que apresentarem
potencial genético podem ser determinadas pela alimentacdo (sendo
de mesmo tamanho inicialmente e nascendo de células de cria
tradicionais) sdo responsaveis pelo gerenciamento da colmeia através
de um sistema de feromonios para comunicacao e tambéma postura
de ovos, geralmente nas colbnias ha as chamadas rainhas virgens,
gue sdo poedeiras em potencial, aptas para substituir a rainha se
necessario (OLIVEIRA et al., 2013; VILLAS-BOAS, 2012).

Os machos podem realizar alguns pequenos trabalhos dentro
da colmeia (manipulacdo de cera e néctar), mas sdo inicialmente
exclusivos para o acasalamento no voo nupcial, e na escassez de
alimentos, os machos sdo expulsos ou mortos pelas operarias apds a
fecundacdo. As operarias por sua vez se apresentam em maior
abundancia dentro da colmeia, chegando aos 80 % da populacdo
totale representam toda a forca de trabalho. S&o caracterizadas por
apresentarem a corbicula em sua estrutura corporal que é especifica
para o transporte e manejo de pélen e outros materiais; realizam as
seguintes funces: cuidado com as crias, cuidado com a higiene,
cuidado e manejo dos alimentos, construgdo da estrutura fisica da
colmeia, limpeza da colmeia, defesa da rainha e do ninho, entre
outras (BILUCA, 2014; OLIVEIRA et al., 2013; VILLAS-BOAS,
2012).

Para a construcdo dos ninhos as operarias utilizam diferentes
materiais como barro, propolis, cera, geopropolis e cerume. Seus
ninhos naturais, sdo basicamente aéreos expostos ou NAo expostos
sendo confeccionados no interior de arvores vivas ou mortas, em
cavidades no solo, em cavidades artificiais que ocorrem nas cidades
(prédios, muros, calgadas), e tem como principal caracteristica as
entradas dos ninhos que variam conforme a espécie da abelha,
diferenciando uma das outras. Feito um ninho, o processo de
multiplicacdo natural das coldnias é denominado nidificacdo. O local
para a construcdo do novo ninho é procurado com antecedéncia a
mudanca, quando encontrado, o material primario para a formacéo
das colbnias (cera e resina) é carregado pelas operarias ao hovo local.
Assim um enxame pode ser formado quando ha presenca de pelo
menos uma rainha virgem acompanhando o resto da colénia para o
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novo local que varia entre 200 a 400 m de distancia da colénia mée,
tornando o processo de dispersdo desses insetos lento (OLIVEIRA et
al., 2013; VILLAS-BOAS, 2012).

Devido as proporcbes continentais, diferentes espécies
geralmente atuam em determinadas regides do Brasil (Tabela 2),
porém, com o advento da globalizacdo comercial, é possivel
encontrar em meliponérios espécies de todas as regides do pais.

Tabela 2 - Distribuicdo geografica por regides das espécies de abelha sem
ferrdo

Regio Norte Sul Centro-Oeste
Melipona Mellpon_ablcolor;
compressipes; Melipona
Melipona fasciculata; quadrifasciata; Melipona
. L Tetragonisca combressipes:
° Melipona seminigra; angustula: Melipona Pressipes,
2 Scaptotrigonasp. ; Melipona
= monaury rufiventris;
8 Nordeste Sudeste Melipona
%), Melipona Asilvai; seminigra,
S elp . Melipona Scaptotrigona
S Meliponafasciculata; o )
> ; . quadrifasciata; sp.;
Melipona mandacaia; i N .
Melipona I\/ge |p<;nta_sem|n|gra, Tetragotnllsca
ST captotrigonasp.; angustula
Me?iua:)dnrz:\f:cslftl;t;rig Tetragonisca
b ’ angustula

Melipona subnitida

Fonte: Adaptado de Villas-Boas (2012)

3 PRODUTOS DAS ABELHAS SEM FERRAO

O mel é o produto mais conhecido e consumido de maneira geral,
é produzido a partir de néctar, exsudatos e outras substancias das plantas
que sdo coletadas e processadas pelas abelhas utilizando enzimas
digestivas. Apresentando algumas diferencas em relacdo ao mel de Apis,
as abelhas sem ferrdo produzem mel em menor quantidade e com maior
concentracdo de agua (25 % a 35 %), consequentemente menores teores
de acucares, elevando assim a possibilidade de ataque de micro-
organismos e fermentacdo do produto. Mesmo sendo muito consumidos
e procurados, os méis de abelhas sem ferrdo, até o momento nao
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possuem regulamentacdo e padrdo de identidade e qualidade definidos
por nenhum 6rgdo regulador no Brasil (BILUCA, 2014; OLIVEIRA et
al., 2013; VILLAS-BOAS, 2012).

E sugerido que o mel de abelhas sem ferrdo atue como fonte
natural de compostos que apresentam acdo antioxidante, considerando
gue em sua composi¢do quimica sdo encontrados compostos tais como
acido salicilico, acido p-cumarico, naringina, taxifolina, entre outros
minoritarios, assim como a presenga de macro minerais, tais como
célcio (Ca), magnésio (Mg), potéssio (K) e sodio (Na) (BILUCA et al.,
2017).

Outras propriedades do mel de abelha sem ferrdo incluem sua
atividade antimicrobiana, evidenciada em estudos frente a cepas de
Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Candida albicans, Enterococcus faecali e Escherichia coli (DEMERA,;
ANGERT, 2004; MIORIN etal., 2003; SGARIGLIA et al., 2010).

O polen é o produto derivado de uma combinacéo de p6len floral
com néctar ou mel, enzimas digestivas, cera e secre¢do das abelhas, a
mistura é transportada em blocos presos as patas dos insetos e recolhido
para dentro da colénia onde serve como principal alimento empregado
pelas abelhas para o desenvolvimento das crias, abelhas recém-nascidas
e rainha, contendo em sua composicdo proteinas, aminoacidos
essenciais, lipideos, vitaminas (B, C, D, E e H), sais minerais e também
compostos bioativos como os polifendis, diante disso, esse produto tem
ganhado atengdo como alimento funcional por consequéncia da
composi¢do rica em compostos benéficos a salde (ARES et al., 2018;
OLIVEIRAetal., 2013; PINHEIRO et al., 2007; SOUZA et al., 2004).

Outro produto fabricado pelas abelhas sem ferrdo é a geoprdpolis,
que apresenta diferencas em relacdo a popularmente conhecida prépolis
de Apis mellifera. Este produto e suas diferencas em relagédo a propolis
serdo abordados no item 4.

4 PROPOLIS E GEOPROPOLIS

4.1 APROPOLIS

A propolis é o produto fabricado por abelhas operérias, a partir de
secrecBes enzimaticas e de resinas vegetais provenientes de diferentes
partes das plantas, assim como a etimologia da palavra pro= defesa e
polis = cidade, é utilizada para o reparo e protecdo das colmeias
(ARAUJO, 2013), sendo aplicado na medicina tradicional e em rituais
por egipcios, gregos e romanos desde 300 anos a.C (GHISALBERT],
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1979; LUSTOSA et al., 2008). Conhecido por suas propriedades
medicinais e bioldgicas foi rapidamente incorporado a medicina popular
para o tratamento de gripe, tosse, dor muscular e micoses (AGUERO et
al., 2014), possui ainda acdo anti-inflamatéria (NAITO et al., 2007),
antiviral (SCHNITZLER et al.,, 2010), antibacteriano (ODA et al.,
2016), anticarcinogénica (CHAN; CHEUNG; SZE, 2013), entre outras.

O primeiro estudo cientifico foi indexado em 1908 na Chemical
Abstracts tratando a respeito das propriedades quimicas e composigédo
da propolis, em 1968 o resumo da primeira patente utilizando a prépolis
para a producdo de lo¢bes de banho também foi relatada na mesma
revista (PEREIRA; SEIXAS; AQUINO NETO, 2002) a partir de entdo
por suas caracteristicas benéficas a salde vem sendo agregada na
alimentagdo (GUTIERREZ-CORTES; SUAREZ MAHECHA, 2014;
SPINELLI et al, 2015), em bebidas (GOMES et al., 2013),
suplementos, cosméticos (LUSTOSA et al., 2008), e ainda como aditivo
de conservacao (LUIS-VILLAROYAetal., 2015).

Sua composi¢do quimica depende de fatores como: origem das
abelhas, clima, disposicdo geogréafica, condices ambientais e ecologia
da flora escolhida para a coleta do material. Sabe-se que mais de 300
compostos podem ser encontrados na propolis, como aminoacidos,
compostos inorganicos (como cobre, manganés, ferro, célcio, aluminio,
vanadio, silicio, niquel, zinco e cromo) (MARCUCCI, 1996), &cidos
graxos, vitaminas (A, Bl, B2, B6, C, E) (PEREIRA; SEIXAS;
AQUINO NETO, 2002) e compostos como os compostos fenolicos (em
maior quantidade em rela¢do ao mel) constituindo mais de 50 % do peso
total (KASOTE et al., 2014) destacando-se os acidos galico, cafeico e
siringico (FRANCHIN et al.,, 2012; KUSTIAWAN et al., 2014,
OELLIG, 2016; SILVA et al., 2013).

As informac0es dispostas na Tabela 3 ilustram alguns autores e
seus estudos com prépolis provenientes de diferentes regides
geograficas.
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Tabela 3 - Alguns estudos realizados com prépolis por diferentes autores.

Origem
Autor(es) da Periddico  Andlises realizadas/Analitos
propolis
. Italia,
Burattl,_ Alemanha, Atividade antioxidante;
Benedettie H . Talanta fendlicos totai
Cosio (2007) ungria e compostos fendlicos totais
China
Célcio, aluminio, manganés,
Chinae magnésio, potassio, ferro,
G(zggle;)al. Estgdos Chlgr?ﬁgtry sc’)dio_, zinco, (_:humbo,'
Unidos estroncio, cadmio, arsénio,
cobre, cromo e niquel
Bario, cobre, célcio, cadmio,
. Food cromo, chumbo, cobalto,
K?ngf;)a . (g?:;ﬁ) Analytical ferro, potéssio,_magnésio,
Methods manganés, sodio, niquel e
zinco
Colorimetria (L*, a*, b*);
composicdo fendlica total; teor
Mendongaet  Sergipe .FOOd de flavo_ngides }ot_al;
al. (2015) (Brasil) Science and composicao quimica
Technology (flavondides e acidos
fenolicos; atividade
antimicrobiana
Teor de flavonoides;
Mello, Petrus S0 Paulo Journal of composicdo fendlica total;
e Hubinger (Brasil) Food composigdo quimica
(2010) Engineering (flavonoides e acidos
fendlicos)
Mouhoubi-  Adekar, Composicéo fenolica total;
Tafinine, Bejaia, Industrial teor de flavonoides; teor de

Ouchemoukh Oued ghir, Cropsand carotenoides; teor de 4cido
e Tamendjari  Elkseur Products ascoérbico; determinacédo de
(2016) (Argélia) poder redutor

Fonte: préprio autor


http://www.sciencedirect.com/science/journal/00399140
http://www.sciencedirect.com/science/journal/03088146
http://www.sciencedirect.com/science/journal/03088146
http://link.springer.com/journal/12161
http://link.springer.com/journal/12161
http://link.springer.com/journal/12161
http://www.sciencedirect.com/science/journal/02608774
http://www.sciencedirect.com/science/journal/02608774
http://www.sciencedirect.com/science/journal/02608774
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09266690
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09266690
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09266690
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Diferentes tipos de prépolis tém sido relatados, considerando
origem geografica, fonte boténica e composicdo quimica, sendo mais
comuns amostras de regifes de clima temperado, tropical, mediterraneo
e pacifico. A prépolis brasileira é caracteristica de regibes tropicais,
classificada em 12 grupos de acordo com sua composi¢do fisico-
guimica, sendo os de coloracdo verde derivado da Baccharis
dracunculifolia e marrom derivado de espécies de Copaifera, sendo as
amostras mais comuns e por esse motivo as mais estudadas e utilizadas
em alimentos e bebidas. Outra prépolis muito conhecida é a vermelha
proveniente de plantas de Dalbergia ecastophylum (DA SILVA
FROZZAetal., 2013; KASOTE et al., 2014).

Estima-se que o consumo mundial de prépolis seja de 700 a 800
toneladas anuais, segundo Lustosa et al. (2008), ndo existem dados
concretos sobre o volume de producgéo no pais, mas acredita-se que seja
algo em torno de 150 toneladas anuais, tornando o Brasil o segundo
maior produtor de prépolis mundial, logo atras da China (LUST OSA et
al., 2008). O recente interesse mundial por alimentos funcionais
propiciou a adicdo de doses de prépolis a diferentes produtos
alimenticios, contudo o forte sabor, amargor e adstringéncia
caracteristicos do alto teor de compostos fendlicos fazem com que a
utilizacdo da prépolis como suplemento nutricional seja realizada com
cautela, de maneira a amenizar esses efeitos sensoriais indesejaveis
(OSESet al., 2016).

4.2 A GEOPROPOLIS DE ABELHAS SEM FERRAQO

A geopropolis é resultado da mescla de resinas vegetais,
secrecfes de glandulas das abelhas e majoritariamente de solo,
produzida por abelhas sem ferrdo (meliponineos), gerando um produto
fragmentado, com propriedades adesivas, de cor marrom escura e sabor
amargo. Devido a presenca de compostos minerais em sua composicao,
mostra-se ligeiramente mais rigido que a propolis (CUNHA et al.,
2009; FREITAS; VIT; BARTH, 2013; SILVA et al., 2013).

E utilizada pelas abelhas como matéria prima para a construcéo
de diferentes estruturas na col6nia, como caminhos internos, tubos de
entrada e batumes (estruturas de separacédo das coldnias), para vedagéo e
protecdo de seus ninhos (OLIVEIRA et al., 2013; VILLAS-BOAS,
2012).

A Figura 1 traz a imagem de uma amostra de geoprépolis da
abelha Melipona quadrifasciata.
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Figura 1 - Geoprépolis de Melipona quadrifasciata (fragmento).
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Fonte: préprio autor

No Brasil a geoprépolis vem sendo utilizada por tribos indigenas
como matéria prima para a fabricacao de ferramentas e como dadiva em
sepultamentos (DE LIMA, 2015). Atualmente é popularmente utilizada
por seus beneficios medicinais, atuando como antisséptico, antioxidante
(SAWAYA, 2009), agente antimicrobiano (DA CUNHA et al., 2013),
no tratamento de doencas respiratorias, dermatoldgicas e auxiliando no
sistema imunoldgico (SILVA et al., 2013). E também utilizada por
meliponicultores para a producdo de extrato alcodlico, com objetivo de
servir como isca paraa atracao de novas colénias de abelhas (VILLAS-
BOAS, 2012).

A vasta composi¢cdo quimica da geopropolis, resultado da
disposicdo geografica das colbnias, flora local e espécie de abelha,
conferem ao produto a presenca de variados compostos polifendlicos,
assim como &cido galico, di e tri terpenos, identificados por Velikova et
al. (2000) em 21 amostras de geoprdpolis de 12 espécies de abelhas por
GC-MS, conferindo ao produto alta atividade antioxidante, o que
explica seu uso na medicina popular. Também identificados por Batista
et al. (2016): acidos graxos, acidos organicos, aclcares, alcoois e
esteroides (BARTOLOMEU et al., 2016; FRANCHIN et al., 2012;
SILVA etal., 2013).

Diante da composicdo quimica complexa, a geoprépolis de
abelhas nativas vém sendo estudada, e apresenta potencialidades de uso
na area farmacéutica e clinica. Ja foram realizados estudos avaliando a
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toxicidade de cumarinas isoladas de geopropolis da espécie M.
scutellaris (DACUNHAZ et al., 2016), verificado o efeito de geopropolis
de abelha M. fasciculata frente ao micro-organismo Pythium insidiosum
resultando em um efeito fungistatico (ARAUJO; BOSCO; SFORCIN,
2016), realizado estudo in vivo utilizando geoprépolis de abelha M.
compressipes fasciculata no trato de micro-organismos alojados na
cavidade oral de pacientes, indicando ser uma alternativa na prevengao
de céries (DUAILIBE; GONCALVES; AHID, 2007). Também como,
Bartolomeu et al. (2016) reportam que a utilizacdo da geoprépolis de M.
fasciculata Smith em associacdo com agentes quimioterapicos induz
uma potencialidade do tratamento de cancer na laringe. Esses exemplos
traduzem a grande importéncia do estudo dessa matriz.

A Tabela 4 relata alguns autores e seus estudos com geoprépolis
proveniente de diferentes regides geograficas.

Tabela 4 - Alguns estudos realizados com geopraépolis por diferentes
autores

Autor Orlge'm d? Periodico  Andlises realizadas em geopropolis
geoprdpolis
Umidade; minerais totais; teor de cera;
Aragjo et Novo Acord_o € Acta pH; atividade antioxidante;
Santa Maria . - . " ) .

al. (2016) (TO) Amazonica composicdo fenolica total; perfil

polifendlico (HPLC)*

Arauio et Palmeirandia ‘Ii/(l)glréncillgi Atividade antimodulatéria; atidade

al (21015) (MA) Pathophvsiol antibacteriana; atividade anti-tumoral;

: Ogyy perfil polifendlico (GC-MS)*

Batista et Palmeirandia e Acta Atividade antioxidante; composi¢do

al. (2016) Fernando Amazonica fenodlica total; perfil polifendlico (GC-

: Falcdo (MA) MS)*

Cardozo Lo Revista Composicao fendlica total;
etal. Prud(e;nFt{(;polls Virtual de flavondides; atividade antioxidante;
(2015) Quimica perfil polifendlico (UPLC-MS)*

Fernando Journal of Composicao fendlica total; atividade
allju(tzrgﬁ‘[) FI?/II(;aa?i rﬁ‘go Agr::;:llilélézal antioxidante; perfil polifendlico
. - - - *
Grajau (MA) Chemistry (HPLC-DAD-ESI-MS/MS)

Silva et al Composicao fendlica total; atividade

(2014) ’ Paraiba Sociobiology antioxidante; Perfil polifendlico
(HPLC)*

*: Composicdo polifendlico das amostras disponivel em: APENDICE A -
Compostos identificados em Geoprépolis.
Fonte: préprio autor
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A deficiéncia de informagdes sobre a geoprdpolis pode ser
observada em relacdo a estudos com a matriz, representados na Figura 2,
considerando o nimero de publicacdes entre os anos de 1998 a 2016 que
contemplam a geopropolis. Ao longo de mais de uma década, a partir
dos anos de 1998 até 2012, é possivel destacar que 0 nimero maximo de
trabalhos relacionando a matriz geoprépolis foram de 2, somente no ano
de 2016 houve um aumento do nimero de trabalhos que pesquisaram a
geoprdpolis alcancando um méximo de 11 trabalhos no ano. Sendo que
a maioria dos trabalhos relatados s&o de origem brasileira.

Além disso, o produto ndo conta com uma legislacéo especifica, é
comercializado com base na Instrucdo Normativa 3/2001 do Ministério
da Agricultura, destinado a produtos provenientes de abelhas
africanizadas, dificultando o mercado e comercializacio (ARAUJO,
2013).

Em razdo desses fatores, ndo existem dados estatisticos de
producdo, comercializacdo e geracdo de renda sobre o produto, assim
como ndo foram encontrados dados que indiquem a aplicacdo da
geoprépolis em alimentos.
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Figura 2 - Estudos publicados com geoprépolis (1998-2017) .

1998 2000 2002 2004 2006 2008 2010 2012 2014 2018 2018

Termo de pesquisa utilizado: “geopropolis”. Fonte: SCOPUS (2017)

Estudos considerando a composicdo quimica desse produto
apresentam extrema relevancia, uma vez que seu uso é cada vez mais
difundido em muitas regifes do Brasil além de sua exploracdo ser
considerada fonte de renda sustentdvel, e contribuindo para a
preservacdo da biodiversidade.

4.3ESTUDOS RECENTES EM PROPOLISE GEOPROPOLIS

Nos Ultimos anos tem crescido o interesse pela propolis e
geoprdpolis de regides tropicais e especialmente do Brasil, pela
identificacdo de diversos novos compostos dos quais muitos apresentam
atividade bioldgica. Além das andlises fisico quimicas (umidade, cinzas,
pH, lipideos, cera) relatadas por alguns autores (ACEVES; ORTEGA,
BARRAGAN, 2015; ARAUJO et al., 2016), analises de compostos
bioativos (composicdo fendlica e atividade antioxidante) utilizando
diferentes solventes extratores como 4agua, etanol, metanol sdo
comumente empregadas para a determinagdo do perfil quimico dessas
matrizes (BURATTI; BENEDETTI; COSIO, 2007; MOUHOUBI-
TAFININE; OUCHEMOUKH; TAMENDJARI, 2016; PARK et al.,
1998; SILVA et al., 2012, 2013).
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4.3.1 Composigdo fenodlicae atividade antioxidante

Os compostos fendlicos sdo as substancias naturais mais
estudadas atualmente, sendo produzidos pelas plantas como mecanismo
de defesa contra ataques em seu tecido vegetal ou em situacdes de
estresse (condigBes climaticas, luz, alteracfes de pH). Esses compostos
sdo considerados metabdlitos secundarios, uma vez que ndo Sao
produzidos diretamente com a finalidade de crescimento e
desenvolvimento vegetal, sendo assim, ndo sdo encontrados em toda a
extensdo e nem em todos os estddios de desenvolvimento da planta
(DIAS et al., 2016; WANG et al., 2016).

Possuindo vasta diversidade quimica e estrutural, sdo
caracterizados pela presenca de um grupo hidroxilico (-OH) ligado a um
anel benzénico ou mesmo a anéis aromaticos (BELWAL et al., 2016;
ZUORRO; MAFFEI; LAVECCHIA, 2016). Agindo como redutores,
sdo conhecidos pela atividade preventiva contra espécies reativas de
oxigénio e radicais livres que causam danos oxidativos em moléculas de
DNA, proteinas e membranas lipidicas, apresentando também acéo anti-
inflamatéria e acldo anticarcinogénica (MARTINS; BARROS;
FERREIRA, 2016; WANG; HE; CHEN, 2014).

Atualmente tem se evidenciado a atuacdo dos radicais livres
espalhados pelo organismo entre doencas degenerativas relativas ao
envelhecimento, assim como cancer, doencas cardiovasculares, catarata,
deficiéncia no sistema imunoldgico e disfungdes neuroldgicas (ATOUI,
2005).

N&o sendo sintetizado pelo organismo humano, os compostos
fendlicos sdo adquiridos pela alimentacdo, estando largamente
distribuidos em alimentos de origem vegetal, como frutas, vegetais e
seus derivados (vinhos, cervejas, chas, sucos) e partindo do principio
que as abelhas utilizam o néctar das plantas para a fabricacdo de seus
produtos, sabe-se que ocorre a transferéncias dessas substancias
(BILUCA, 2014; MUNEKAT Aetal., 2016).

Os compostos fendlicos nas Ultimas décadas tem despertado a
atencdo no meio cientifico, tanto nas areas da nutricdo como na ciéncia
dos alimentos (ZUORRO; MAFFEI; LAVECCHIA, 2016).

De acordo com a literatura, técnicas invitroeinvivo vem sendo
utilizadas para a avaliagio da composicdo fendlica e atividade
antioxidante em prépolis e geoprépolis. Para a quantificacdo de
compostos fendlicos totais a técnica de Folin-Ciocalteu é comumente
empregada, na presenca de compostos fendlicos em meio alcalino ocorre
a reacdo com o reagente de Folin-Ciocalteu, que consiste na mistura dos
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acidos fosfotungstico e fosfomolibdico, gerando 6xido de tungsténio e
Oxido de molibdénio formando um complexo de coloragdo azul passivel
de quantificacdo por espectrometria molecular na regido do visivel (760
nm) (BILUCA, 2014).

A avaliacdo da capacidade antioxidante é realizada comumente
com 0 método de sequestro de radicais livres, onde o reagente de DPPH
(2,2-difenil-1-picril-hidrazil) é composto por agentes oxidantes
originalmente de coloracdo purpura, que em contato com compostos
antioxidantes  (que apresentam tendéncia a doar elétrons
desemparelhados)  sofrem  reducdo  tornando a  solucdo
proporcionalmente  amarela, passivel de quantificacdo por
espectrometria visivel (515 nm) (BILUCA, 2014).

Silva et. al (2013) realizaram a determinacdo de compostos
fendlicos e atividade antioxidante em amostras de geopropolis
provenientes de duas espécies de abelhas do género Melipona. A
determinacdo de fendlicos totais foi realizada a partir do método de
Folin-Ciocalteau, através de curva padrao de acido gélico variando de
411,4+4,7 a 5199,4+0,5 pug EAG gl no extrato metandlico de
geopropolis, a atividade antioxidante (capacidade redutora) foi
determinada por dois métodos, 0 FRAP e DPPH, com valores maximos
de 106,6£0,5 mmol Fe (II) mg?! e 493,3+1,9 ug mL1 no extrato
metanolico de geoprépolis respectivamente.

Por ser um produto de composicdo complexa, técnicas de
separacdo como a cromatografia liquida e gasosa sdo empregadas para a
identificacdo e quantificacdo dos diferentes compostos presentes em
prépolis e geoprépolis.

As determinacdes do perfil de compostos fendlicos presentes em
matrizes complexas sdo atualmente realizadas por técnicas analiticas
sensiveis, assim como a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC
do inglés). A amostra é condicionada através de uma fase mével liquida
em alta pressdo a atravessar uma fase estacionaria empacotada em uma
coluna cromatografica (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

Os compostos que compdem a amostra interagem em diferentes
graus com a fase estacionaria, sendo separados e detectados em
diferentes tempos de retencdo. A quantificacdo dos analitos de interesse
ocorre mediante a comparagdo com uma curva de padrdes (SKOOG;
HOLLER; NIEMAN, 2002).

A cromatografia liquida pode fazer uso de detectores sofisticados
e sensiveis para a identificacdo e quantificacdo de espécies quimicas,
assim como os espectrébmetros de massas. O detector de massas é
responsavel por separar individualmente e com maior precisdo os ions
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de interesse baseados na relagéo entre sua massa molecular e sua carga.
Através do analisador quadripolar, uma fonte de corrente continua é
aplicada logo ap6s formagdo dos ions pela atomizacdo da amostra, 0s
fons que ndo sdo de interesse serdo redirecionados e neutralizados, ja 0s
fons de interesse serdo preservados, direcionados, amplificados e
detectados pelo transdutor de ions (SKOOG; HOLLER; NIEMAN,
2002).

A velocidade de andlise, sensibilidade do equipamento,
simplicidade de operacgéo, custo relativamente baixo e ampla aplicacéo,
fazem com que a utilizacdo da técnica de cromatografia liquida aliada a
detector de massas seja uma ferramenta essencial no desenvolvimento
de muitas pesquisas (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

Em estudo proposto por Park et al. (1998) o qual utiliza a
extracdo aquosa e etandlica da prépolis, os flavonoides foram
determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase
reversa, identificando oito flavonoides: quercitina, kanferol,
isosakuranetina, pinocembrina, sakuranetina, acacetina e kanferide. A
mesma metodologia de andlise foi aplicada por Mello, Petrus e
Hubinger (2010) para a determinacédo de diferentes acidos fendlicos no
extrato concentrado de propolis, identificando &cido cafeico, acido
cumarico e &cido ferdlico.

4.3.2 Extracdo de componentes bioativos

Os procedimentos de extracdo e solventes empregados para a
extracdo e analise de componentes bioativos sdo de extrema
importancia, uma vez que influenciam diretamente na eficiéncia do
processo, definem caracteristicas e precisdo na quantificacdo dos
constituintes da matriz.

Muitos autores aplicam sistemas de extracdo utilizando
diferentes solventes em diferentes proporgdes, considerando a afinidade
dos mesmos com 0s componentes que se deseja extrair. A Tabela 5
indica alguns dos solventes extratores aplicados em préopolis de Apis
mellifera. Agrande maioria dos trabalhos utilizando extrato de prépolis
produzem seus extratos com alcool, possivelmente para reproduzir os
produtos comerciais que ndo apresentam toxicidade.
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Tabela 5 - Principais solventes extratores ja aplicados em amostras de prdpolis

Solventes extratores Autor
Etanol 100 % Buratti, Benedetti e Cosio (2007)
Etanol 80 % Mello, Petrus e Hubinger (2010)
Etanol 70 % Mendongaetal. (2015)
Agua

Mouhoubi-Tafinine, Ouchemoukh

0, 0,
Etanol 50 %, 85 % e Tamendijari (2016)

Metanol 50 %

Fonte: proprio autor

Silva et al. (2012) utilizam trés procedimentos de extracdo:
extracdo aquosa, extragdo metanoica e extracdo hidroalcodlica,
comparando esses procedimentos a partir da analise de fenolicos totais
(método Folin-Ciocalteu) e flavonoides totais (método cloreto de
aluminio) em amostras de propolis, a extracdo aquosa nao foi eficiente,
em contrapartida a hidroalcodlica obteve os melhores resultados; a
extracdo alcoodlica foi utilizada como condi¢do para as andlises de
absortividade molecular, atividade anti-inflamatéria e atividade
antimicrobiana.

Em geopropolis, Aradjo et al. (2016) utilizaram etanol 80 % v/v
para obter os extratos, Dutraet al. (2014) utilizaram o mesmo solvente,
porém em concentracdo de 70 % v/v, mesmas propor¢oes utilizadas por
Batista et al. (2016).

4.3.3 Minerais

Os compostos minerais séo caracterizados como micronutrientes,
adquiridos através da alimentacdo e com papel fundamental no corpo
humano, participando de reacdes bioldgicas diversas, porém alguns
minerais podem atuar como agentes toxicos (GONG et al., 2012).

A contaminagdo por metais toxicos em amostras de geoprépolis
pode indicar o impacto da agdo humana na regido de coleta do solo pelas
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abelhas, uma vez esse tipo de contaminacdo deriva de fontes
antropogénicas. A contaminacdo por metais com potencial toxico
mesmo que em concentracfes baixas pode ser prejudicial a saude,
causando problemas neuroldgicos, fisiologicos e comportamentais, e em
concentragBes elevadas podem causar a morte. Além de serem
causadores de danos ao meio ambiente, devido ao seu poder poluente e
toxicidade podem se, bioacumular em cadeias alimentares, ameacando a
salide humana e todo o ecossistema natural (EL NEMR et al., 2016;
SALES et al., 2006; ZHANG et al., 2016).

No entanto, a caréncia de minerais no organismo humano
também ¢ responsavel pelo desencadeamento de doencas, como
exemplo a anemia ferropriva, ocasionada pela deficiéncia de ferro no
organismo, sendo considerada o maior problema de salde por
deficiéncia de um micronutriente no Brasil e representando cerca de 50
% dos casos de anemia mundialmente (COZZOLINO, 2007; HEMPEL,
BOLLARD, 2016).

O excesso de alguns microelementos tal como o sodio é
associado diretamente a doencas cardiovasculares, como a hipertenséo, e
tem recomendacdo de limite de consumo pelo Ministério da Salude de
2000 mg de so6dio para uma dieta de 2000 kcal/dia, em contrapartida o
potassio, atua como antagonista aos efeitos nocivos causados pelo sédio,
apesar de seu excesso poder ocasionar estagios de diabete Mellitus,
afetar figado e sistema renal (MIZEHOUN-ADISSODA et al., 2017;
BRASIL, 2006; TANASE et al., 2011; VELAGAPUDI et al., 2017).

A identificacdo e quantificacdo dos elementos minerais pode ser
realizada por diferentes técnicas analiticas as quais sdo empregadas para
a avaliacdo da composicdo mineral como a espectrofotometria Uv-Vis,
espectrometria de absorcdo atbmica (AAS) espectrometria de emissao
Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES), a espectrometria
de emissao 6ptica com plasma indutivamente acoplado a espectrémetro
de massas (ICP-MS) sdo técnicas analiticas utilizadas para determinacédo
multielementar (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

A avaliacdo por ICP-MS consiste na atomizacao e ionizacdo da
amostra através de uma tocha de plasma de argdnio capaz de gerar
temperaturas superiores a 10.000 K, seguida pela passagem para o
espectrdmetro de massas com analisador quadripolar que é responsavel
pela separacdo dos ions de interesse com base na sua relagdo
massa/carga, sendo entéo detectados em um transdutor. Apresentacomo
principais caracteristicas a alta estabilidade, baixo ruido e baixa
interferéncia externa, além de contar com precisdo, exatiddo e alta
seletividade conferindo respostas com baixos limites de detec¢do, aliada
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a deteccdo rapida e alta seletividade (SKOOG; HOLLER; NIEMAN,
2002).

Entre a complexa composicdo da prépolis, 0s minerais
apresentam-se em quantidades consideraveis (KORN et al., 2013).
Diferentes autores relatam a determinacdo de compostos minerais em
propolis (GONG etal., 2012; KORN et al., 2013; PIERINI etal., 2013;
SALES et al, 2006), fazendo uso de diferente técnicas analiticas,
contudo ndo foram encontrados estudos sobre esses elementos em
amostras de geoprépolis de abelhas sem ferrdo.

4.3.4 Atividade antimicrobiana

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saide, doencas
infecciosas causadas por micro-organismos sdo a terceira causa de
mortalidade no mundo. Bactérias como Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae,  Enterobacteriaceae, = Pseudomonas  aeruginosa,
Staphylococcus aureus e Enterococcus séo as que acarretam patogenias
mais severas, as quais 0 uso de medicamentos para 0 combate dos
sintomas deve ser urgentemente empregado (BILAL et al., 2017).

O aumento da resisténcia de células microbianas aos atuais
medicamentos disponiveis tem impulsionado a busca por diferentes
compostos naturais que apresentem acdo antimicrobiana, e atraido
interesse de pesquisadores. O descobrimento de novas alternativas para
o trato de infecgBes é também estimulada devido aos efeitos colaterais
causados pelos atuais tratamentos utilizados contra células patogénicas
(ARAUJO, 2013; BILAL et al., 2017).

Constituintes  naturais conhecidos como fitoquimicos e
fitobidticos compreendem diversos compostos quimicos, tais como
alcaloides, taninos, compostos fendlicos, entre outros encontrados em
plantas que se mostram eficientes no trato de patologias, e ainda sdo a
base da medicina popular, sendo utilizada por 80 % da populacdo
mundial para o trato de doencas (BILAL et al., 2017).

Diferentes métodos tém sido empregados para a analise do
potencial antimicrobiano em produtos naturais, sendo 0s mais
conhecidos: método de difusdo em agar por poco, método por difusdo
em disco em agar e métodos de micro e macro diluicdo em caldo. A
metodologia de difusdo em &gar por disco baseia-se na retencdo do
extrato natural em discos de papel estéril os quais sdo dispostos e
incubados em &gar contendo células viaveis dos micro-organismos de
interesse a serem estudados . Quando positiva a acdo antimicrobiana
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haveréd a formagéo de halos de inibicdo em torno o disco (BONA et al.,
2014).

A técnica de difusdo em &gar por pocos baseia-se na retencédo do
extrato natural em pocos feitos no agar contendo células vidveis do
micro-organismo de interesse. Quando positiva a atividade
antimicrobiana do extrato, também serd observada aformacdo de halos
ao redor dos pogos (BONA et al., 2014).

A metodologia de micro diluicio em caldo € realizada
distribuindo aliquotas de extratos vegetais em diferentes concentragdes
em microplacas com pogos contendo ceélulas viaveis dos micro-
organismos. As respostas sdo obtidas por meio de leitura em
espectrofotdmetro em comprimento de onda adequado (BONA et al.,
2014; OSTROSKY etal., 2008).

A propolis ja tem sua atividade antimicrobiana avaliada em
muitos estudos, contudo os estudos conduzidos com geoprépolis
apresentam-se em menor quantidade. Luis-Villaroya et al. (2015)
avaliaram o efeito da adicdo de prdpolis em suco de maca para
diminuicdo do tratamento térmico, sendo efetivo para Listeria
monocytogenes, reduzindo o tempo de tratamento térmicoem 75 % e em
3 °C a temperatura necessaria para inativar 5 log ciclos de Escherichia
coli.

Utilizada h& muito tempo na medicina popular no combate a
infecgBes, a propolis tem atraido muitos estudos relacionados a sua
capacidade antimicrobiana. Aguero et al. (2014) avaliaram o efeito
antimicrobiano das fracGes da prépolis argentina utilizando cepas de
Candida e fungos dermatdéfitos (Microsporum gypseum, Trichophyton
mentagrophytes e Trichophyton rubrum), obtendo resultados
antifingicos e fungicidas positivos.

Park et al. (1998) estudaram o efeito antimicrobiano do extrato
aquoso e etanodlico de prépolis em culturas ativas de Staphylococcus
aureus, avaliando o halo formado durante a incubacdo de placas
celulésicas contendo os extratos previamente preparados.

Cunhaet al. (2013) reportaram o efeito antimicrobiano do extrato
etanoico de geoprdpolis de abelha sem ferrdo contra seis cepas de
bactérias, destacando o significante efeito em baixas concentracdes
contra o crescimento de Staphylococcus aureus e S. mutans.



CAPITULO?2

AVALIACAO DAESTABILIDADE E DETERMINACAO DE
COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE DE GEOPROPOL IS DE: Melipona seminigra,
Melipona mandagcaia, Melipona scutellaris, Melipona mondury e
Tetragonisca angustula.
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RESUMO

A geoprépolis é o produto composto por resinas vegetais e
secrecdes enzimaticas, e principalmente e majoritariamente por solo. De
composi¢cdo quimica complexa, incluindo compostos fendlicos, &cidos
graxos, aclcares, 0S quais tem suas concentracGes diretamente
influenciadas de acordo com a espécie da abelha produtora, origem
floral, localizagdo geografica. Diante dessa diversidade quimica o
objetivo do estudo foi a extracéo e avaliacdo do rendimento das fragdes
organicas sollveis, quantificacdo dos teores de umidade e cinzas totais,
assim como a avaliacdo da estabilidade e solubilidade quimica avaliada
considerando compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante em
diferentes tempos de extragdo. Sendo assim foram avaliados os teores de
umidade e cinzas totais e realizados extratos em ciclos (10, 20 e 30 dias)
em 10 amostras de geopropolis provenientes do estado de Santa
Catariana. O rendimento dos extratos variou de 0,97 % a 35,56 % m/m,
sendo o solvente metanol o mais efetivo, observado que tempos longos
de extracdo ndo promoveram maior solubilidade dos compostos. Os
contelidos de umidade variaram entre 2,60 + 0,02 % m/ma 8,80 + 0,19
% m/m, apresentando uma média de aproximadamente 4 % de umidade.
Apenas a geoprépolis de abelha Tetragonisca angustula apresentou
valor considerado baixo do teor de cinzas totais (2,23 + 0,01 % m/m),
todas as demais amostras apresentaram teores superiores a 51 % m/m,
como caracteristico da matriz esperado por sua composicdo rica em
solo. A concentracdo de compostos fendlicos totais foi maior conforme
0 aumento do tempo de extracdo, com valores variando de 32,15 + 7,68
EAG mg 100gt a 2968,54 + 52,98 EAG mg 100g, sendo a geoprdpolis
da espécie M. scutellaris coletada em Ipord do Oeste a maior
concentracdo média de fendlicos totais, e a amostra de M. quadrifasciata
proveniente de Santa Rosa de Lima apresentado aos 20 dias de
armazenamento a maior capacidade antioxidante entre as amostras ,
mantendo-se estadvel até o trigésimo dia de armazenamento. Os
resultados revelaram que o metanol também foi o solventes mais efetivo
e que as variacfes encontradas entre as amostras estudadas estdo
relacionadas a espécie das abelhas, localizacdo geogréfica e flora local.

Palavras-chave: Geoprdpolis. Abelha sem ferrdo. Compostos fendlicos.
Atividade antioxidante.
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1 INTRODUCAO

A meliponicultura é a atividade que visa 0 manejo e criacdo
racional de abelhas sem ferrdo, as quais produzem diferentes produtos
de interesse comercial assim como o mel, cera, geleia real, pélen e
geopropolis (ARAUJO et al., 2016; VILLAS-BOAS, 2012; WITTER;
NUNES-SILVA, 2014).

A geoprdpolis de abelhas sem ferrdo, diferentemente da prépolis
de Apis mellifera, é composta em sua grande parte por solo, além de
resinas vegetais e secrecdes enzimaticas, produzida para servir como
matéria prima na construcdo de diferentes estruturas internas e externas
da colénia (FREITAS; VIT; BARTH, 2013; VILLAS-BOAS, 2012).

Esse produto apresenta uma composicdo quimica complexa,
contando com a presenca de diferentes compostos polifendlicos, acidos
graxos, agUcares, &lcoois e esteroides, que serdo dependentes das
caracteristicas geograficas de onde a coldnia esta localizada, variando
flora, clima, e ainda a espécie da abelha (BARTOLOMEU et al., 2016;
BATISTA et al., 2016; FRANCHIN et al., 2012; SILVA et al., 2013;
VELIKOVA et al., 2000).

Popularmente a geoprépolis é utilizada como antisséptico,
antioxidante (SAWAY A, 2009), agente antimicrobiano (DA CUNHA et
al., 2013), no trato de doencas respiratorias, dermatoldgicas e auxiliando
no sistema imunolégico (SILVA et al., 2013), conferindo ao produto
propriedades medicinais.

Diante da vasta composi¢do quimica, o entendimento da matriz
torna-se imprescindivel, uma vez que os estudos cientificos sobre a
geoprapolis sdo escassos. Os teores de umidade e cinzas sdo importantes
para tragar um panorama geral da amostra, em produtos que apresentam
legislacdo especifica esses parametros podem ser indicativos de fraudes
ou inconformidades.

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios excretados
pelas plantas em situacdes desfavoraveis de luz, condicbes climaticas,
alteracGes de pH, entre outros fatores. Por apresentarem caracteristicas
redutoras, os compostos fendlicos sdo conhecidos por sua atividade
antioxidante, apresentando também acdo anti-inflamatéria e
anticarcinogénica, prevenindo doencgas degenerativas, como o cancer,
catarata, doengas cardiovasculares, disfuncdes neurologicas e
deficiéncias no sistema imunologico (ATOUI, 2005; DIAS et al., 2016;
MARTINS; BARROS; FERREIRA, 2016; WANG et al., 2016; WANG;
HE; CHEN, 2014).
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Esses compostos fazem parte das substancias naturais mais
estudadas atualmente, os quais tem despertado atencéo cientifica nas
dreas da nutricdo e ciéncia de alimentos, uma vez que ndo sdo
sintetizados pelo organismo e somente sdo adquiridos através da
alimentacdo (MUNEKATA et al., 2016; ZUORRO; MAFFEI,
LAVECCHIA, 2016).

Dessa maneira 0 seguinte estudo teve como objetivo a extragdo
por solventes organicos, e avaliagdo do rendimento dos extratos,
avaliagdo dos teores de umidade e cinzas totais, avaliagdo da
estabilidade e solubilidade quimica avaliada pela determinacdo dos
compostos fendlicos totais e atividade antioxidante durante ciclos de
extracdo para verificacdo da preservacdo dos compostos ao longo do
tempo.

2 MATERIAL E METODOS

Todos os reagentes utilizados durante as analises foram de grau
analitico. Os reagentes Folin-Ciocalteu, 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH) foram adquiridos da Sigma Aldrich (Santa Ana, EUA),
carbonato de sodio, acido gélico, &cido ascdrbico, metanol e etanol
foram adquiridos da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). Todas as solucGes
foram preparadas com agua ultrapura gerada por purificador Simplicity
UV (Milli-Q, Millipore, Bedford, EUA)

Os principais instrumentos utilizados para as andlises foram:
balanca analitica AB204-S (Mettler Toledo), estufa SP-400 (SPlabor),
forno mufla (Quimis), espectrofotdbmetro de absor¢do molecular
(Spectro Vision), centrifuga MiniSpin plus (Eppendorff).

2.1 AMOSTRAGEM

Foram coletadas 10 amostras de geopropolis de diferentes
espécies de abelhas sem ferrdo: Melipona mondury, Melipona
quadrifasciata, Melipona scutellaris, Melipona seminigra e
Tetragonisca Angustula obtidas em meliponarios associados a FAASC
(Federacdo das AssociacGes de Apicultores e Meliponicultores de SC)
durante o ano de 2016 e 2017, nas cidades de Santa Rosa de Lima
(latitude 28°02°21” sul, longitude 49°7°40” oeste e 240 m de altitude),
Rio do Sul (latitude 27°12'51" sul, longitude 49°38'35" ceste e 339,88 m
de altitude), Ipord do Oeste (latitude 26°98°8” sul, longitude 53°53°5”
oeste e 557 m de altitude) e Floriandpolis (latitude 27° 35' 48" sul,
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longitude 48° 32' 57" oeste e 3 m de altitude), localizadas no Estado de
Santa Catarina, Brasil (Figura 3), regido caracterizada pelo clima
subtropical.

Figura 3 - Cidades de coleta das amostras, SC, Brasil.
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A: Ipord do Oeste, B: Rio do Sul, C: Santa Rosa de Lima, D: Florianpolis
Fonte: préprio autor

P

As amostras foram coletadas pelos meliponicultores no momento
da abertura das caixas para a coleta do mel, em porc¢6es suficientes para
0 estudo, ndo danificando as coldnias. Apos coletadas as amostras foram
etiquetadas e transportadas para o Laboratorio de Quimica de Alimentos
da Universidade Federal de Santa Catarina, onde foram secasem estufa
com circulagéo de ar a 30 £ 2 °C por 12 h, e logo ap6s manualmente
trituradas, codificadas (Tabela 6) e acondicionadas em tubos de
polipropileno armazenados a -18 °C até o momento das analises.
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Tabela 6 - Relagdo das amostras de geoprépolis, espécies de abelhas e locais de

coleta.
Espécie da abelha Local Cddigo
M. mondury SantaRosadeLima MMS
M. mondury Ipord do Oeste MMI
M. quadrifasciata ~ SantaRosadeLima MQS
M. quadrifasciata Rio do Sul MQR
M. quadrifasciata Florianépolis MQF
M. quadrifasciata Ipord do Oeste MQI
M. scutellaris SantaRosadelLima  MSS
M. scutellaris Ipord do Oeste MSI
M. seminigra SantaRosadelLima MSeS
Tetragoniscaangustula  Iporado Oeste TAI

Fonte: préprio autor
2.2 METODOLOGIA
2.2.1 Determinacao do teor de umidade e teor de cinzas

As amostras submetidas inicialmente a secagem e trituradas
foram avaliadas quantos as concentragdes de umidade e o contelido
mineral total.

Para a avaliacio do contedo de umidade, massas de
aproximadamente 3g de amostra foram distribuidas em céapsulas de
porcelana previamente secas e taradas, submetidas entdo a secagem em
estufa a temperatura de 105°C até peso constante (LUTZ, 2005).

O residuo gerado da determinacéo da umidade foi reaproveitado
para a determinacdo do teor de cinzas totais. As capsulas de porcelana
contendo o residuo foram submetidas a aquecimento em mufla a
temperatura de 550°C até peso constante (LUT Z, 2005).

Ambos os resultados foram expressos em % (m/m) de umidade e
cinzas na amostra, calculados a partir da relacdo entre: (peso inicial -
peso final)x100/peso inicial (LUTZ, 2005).
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2.2.2 Obtencao do extrato de geoprépolis e determinacgao de
rendimento

As amostras de geopropolis foram submetidas a extracdo com
solventes de diferentes polaridades (etanol e metanol). Massas
homogéneas de 3 g das amostras foram transferidas para tubos de
polipropileno e extraidas por infusdo (10 mL de solvente) durante 10
dias, para simular o tempo minimo de extracdo conforme descrito por
comunidades nativas que produzem o extrato (SILVA et al., 2013),
também 20 e 30 dias para garantir maxima extracdo, sob refrigeracdo (5
+2°C).

Ao final dos 10, 20 e 30 dias, as amostras foram submetidas a
centrifugacdo a 5000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi analisado
(Figura 4).

Figura4 - Esquema para obtencéo do extrato de geopropolis.

5 10 dias
Extracao E> e

|:> Metanol -
30 dias ; 5
Amostra s e
seca e triturada Extracéo 10 d?as
ED Etanol E> 20 dias

30 dias @

Analise do
sobrenadante

Fonte: préprio autor

Os extratos foram avaliados primeiramente quanto ao seu
rendimento em relagdo a massa de substancias sollveis parao solvente.
Volumes de 400 pL do extrato centrifugado foram secos em banho a 50
°C em formas de aluminio previamente taradas e livres de umidade.
Logo ap0s submetidos a estufaa 60 °C até massa constante.

2.2.3 Determinacdo de compostos fendlicos totais

O contetdo de compostos fenolicos totais foi determinado pelo
método espectrofotométrico proposto por Singleton e Rossi (1965),
baseada na reducdo dos componentes do reagente de Folin-Ciocalteu
onde em presenca de agentes redutores (compostos fendlicos) produzem
uma coloracéo azul, passivel de quantificacdo (SOUSAZet al., 2007).
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Paratanto, 100 pL dos extratos de geoprépolis foram adicionados
a balbes volumétricos de 10 mL contendo 2 mL de &gua ultrapura,
homogeneizado e adicionado de 500 uL do reagente de Folin-Ciocalteu,
submetido a agitacéo por 30 segundos, seguidos da adi¢do de 1,5 mL de
carbonato de sddio 20 % (m/v), sob agitacdo constante. O volume final
foi completado e a solugdo permaneceu em ambiente escuro por 120
minutos. A absorbancia foi determinada a 765 nm e os resultados
expressos em miligramas de equivalentes de &cido galico por cento de
geoprépolis (mg EAG 100 g1) avaliados através de curva padrdo de
acido galico como referéncia.

2.2.4 Avaliacéo da atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi quantificada através do método do
sequestro do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). Técnica
colorimétrica de reducdo de concentracdo pré-definida do radical DPPH,
pelo agente antioxidante (amostra) (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER,;
BERSET, 1995).

O radical DPPH foi preparado na concentracdo de 0,1 mmol L1,
diluido (1:100) em metanol 80 % v/v até absorbancia inicial de 0,800 a
515 nm em espectrofotdmetro UV/VIS. Em séries de células de vidro
com caminho 6tico de 10 mm foram adicionados 2,9 mL da solucdo
previamente padronizada do radical DPPH, verificada a absorbancia
inicial (Ao) e em seguida adicionados 100pL dos extratos de
geoprépolis. A mistura foi mantida a temperatura de 25 °C na auséncia
de luz. As absorbéancias foram lidas em comprimento de onda de 515 nm
apo6s 30 minutos e calculadas em miligramas equivalentes de acido
ascorbico (mg EAA 1001 g de amostra) e miligramas equivalente de
Trolox (mg ETrolox 100-1g de amostra) de acordo coma curva padrao
produzida paralelamente ao ensaio.

2.2.5 Andlise estatistica

Todas as analises foram conduzidas em triplicata, e os resultados
expressos como a média * desvio padrdo. O teste Tukey a um nivel de
significancia de 5%, utilizando software SASM-Agri, foi empregado
para avaliar diferenca estatistica entre as médias de cada amostra de
geoprépolis de abelha sem ferréo.
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3 RESULTADOSE DISCUSSAO
3.1 RENDIMENTO DO EXTRATO DE GEOPROPOLIS

Os rendimentos dos extratos de geoprépolis foram avaliados para
identificar o poder de extragdo dos solventes utilizados nos
experimentos, assim como, a taxa de migragéo das substancias sollveis
ao longo do tempo de armazenamento do extrato.

Os extratos obtidos utilizando solvente metanol, na maioria das
amostras, foram superiores em rendimento de massa aos obtidos com o
solvente etanol (Figura 5). As amostras de geopropolis MMS, MMI,
MQF, MQI, MSS e MSI, apresentaram médias superiores de rendimento
utilizando o solvente metanol (Tabela 7).

Figura 5 - Rendimento de extrato para as amostras de geopropolis em
comparagdo a solventes de polaridades distintas em diferentes tempos de
extracao.
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Fonte: proprio autor

Em solucdo metanoica, a geopropolis de MQR apresentou maior
rendimento (35,56 %) aos 30 dias de extracdo, e menor rendimento
(33,11 %) aos 10 dias. Na mesma amostra, no entanto, utilizando o
solvente etanol, o rendimento foi superior em relacdo ao solvente
metanol, alcangando maior rendimento aos 30 dias de extragéo, porém
ndo diferindo estatisticamente dos demais tempos de extracao.

Os resultados indicam que a amostra de geopropolis de TAI em
solvente etanol apresentou rendimento superior geral em relacdo as
outras espécies de abelha e também em relacdo ao solvente de
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polaridade maior metanol, fato que pode estar associado a caracteristica
resinosa superior em relacdo as outras amostras de geopraépolis.

Os menores rendimentos de extrato ficaram por conta da
geoprdpolis de MSeS aos 30 dias de extracdo em metanol (1,08 %) e
MMS aos 30 dias de extracdo em etanol (0,97 %).

As amostras de geopropolis da espécie de abelha M.
quadrifasciata e Tetragonisca angustulaapresentaram as maiores taxas
de rendimento em relac&o as outras espécies de abelhas (Tabela 7).

Tabela 7 - Rendimento dos extratos de amostras de geopropolis ao longo do
tempo de armazenamento em metanol (mg g %, média + desvio padrdo, n=3).

Amostra . Mete-mol .
10 dias 20 dias 30 dias
MMS  12,47+0,00> 14,96+0,782 12,05+0,59b
MMI  40,84+2,312 46,56+5,782 47,38+4,622
MQS  157,96+0,0028 158,79+3,53* 165,44+8,232
MQR  331,17+0,58% 329,54+5,208 355,67+13,282
MQF  237,92+4,10° 239,57+1,76" 261,50+2,34%
MQI  192,74+2,32¢ 212,01+0,58° 220,22+1,742
MSS  25,59+1,17° 36,32+0,02  23,11+0,00°
MSI  114,97+1,76® 136,97+9,392 117,46+0,59°
MSeS  15,78+1,17° 25,09+0,232 10,80+1,17¢
TAl  196,37+2,922 213,32+0,000 202,16+6,432

Letras diferentes em uma mesma linha representam resultados estatisticamente
diferentes de acordo com o teste Tukey a 5% de significAncia. Fonte: préprio
autor.

Alguns estudos avaliaram o rendimento de extratos de
geopropolis de abelha sem ferrdo. Bankovaetal. (1998) reportaram que
ao produzir extrato hidroalcodlico de geoprépolis para M. compressipes,
Tetragona clavipes e M. quadrifasciata anthidioides obtiveram um
rendimentode 5% (50 mgg 1), 14 % (140mgg 1) e 17% (170 mg g -
1) respectivamente.

Souzaet al. (2014) descrevem um rendimento variando de 1,35 %
(13,5 mgg ™% a9,2% (92 mgg™) em extrato alcodlico de geopropolis de



61

M. subnitida coletadas no estado da Paraiba. Enquanto Sousa et al.
(2015) relatam um rendimento de 7,43 % (74,3 mg g %) no extrato
hidroalcodlico para geoprdpolis de M. subnitida coletadas em Rio
Grande do Norte. Santos et al. (2017) relatam o rendimento de 3,49 %
(34,9 mg g ) no extrato hidroalcodlico de M. orbignyi.

Os rendimentos encontrados nessa pesquisa variaram de 0,97 % a
35,56 %, indicando que o poder de solvatacdo do metanol e etanol
atuam diferentemente nos compostos extraidos da matriz de
geoprdpolis. Observou-se que, estatisticamente no geral, tempos longos
de extracdo ndo promovem acao extrativa superior em relagdo a tempos
mais curtos. Além de que a extracdo com solvente metanol na maioria
das amostras foi mais eficiente em relagdo ao etanol.

3.2TEORDEUMIDADE E CINZAS

Os resultados das analises do teor de umidade e teor de cinzas nas
amostras estdo apresentados na Tabela 8. O teor de umidade para as
amostras de geoprépolis variaram de 2,60 % a 8,80 %, resultados
proximos aos encontrados por Araujo et al. (2016) para espécies M.
scutellaris e M. fasciculata, variando nesse estudode 1,40 % a 1,76 %
demonstrando um padrao de baixa umidade em comum entre diferentes
geopropolis de abelha sem ferréo.

Tabela 8 - Teores de umidade e cinzas em amostras de geoprépolis de
diferentes espécies de abelha sem ferrdo (% média + desvio padrdo, n=3).
Umidade (%) Cinzas (%b)
Amostras (g 100 g7) (g 100gY)
MMS 3,51+0,10 80,18+2,50

MMI 2,60%0,02 77,51+0,73
MQS 3,79+0,28 66,01+0,58
MQR 4,77+0,06 51,97+0,56
MQF 3,65+0,17 65,96+0,68
MQI 3,32+0,10 58,32+0,38
MSS 3,23+0,26 78,29+0,30
MSI 3,21+0,02 70,17+1,23
MSeS 8,80+0,19 71,48+0,84
TAI 4,12+0,11 2,23+0,01

Fonte: préprio autor
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O resultado de umidade na amostra de geoprdpolis de MSeS foi
84% superior em relacdo as outras espécies de abelhas analisadas. Se
comparada com a prépolis das abelhas Apis mellifera, por exemplo, a
umidade da maioria das amostras de geoprépolis apresentou-se inferior
ao maximo de 8 % preconizados pela legislacdo brasileira para prépolis
bruta (BRASIL, 2001). A amostrade MMI apresentou 0 menor teor de
umidade entre as espécies de abelha analisadas

As cinzas representam o teor de minerais totais distribuidos nas
amostras. Com excecdo da amostra T Al, em todas as outras espécies, 0s
teores de cinzas nas geopropolis analisadas foram maiores que 51 %,
fato que é caracteristico a composicdo da matriz, produzida basicamente
por solo coletado pelas abelhas.

Por possuir carater mais resinoso, a amostra TAIl apresentou
baixa concentracao de residuo mineral fixo (2,23 %), em contrapartida
as maiores concentracOes encontradas foram nas amostras de Melipona
mondury, proveniente de Santa Rosa de Lima e Ipord do Oeste,
apresentando 80,18 % m/me 77,51 % m/m respectivamente, também na
amostra de Melipona scutellaris proveniente de Santa Rosade Lima foi
encontrada alta concentracdo de cinzas, com cercade 78,29 % m/m de
minerais totais em sua composicao.

Oliveira et al. (2015) analisando o teor de cinzas em amostras de
geopropolis de diferentes espécies de abelha sem ferrdo, encontraram
valores variando entre 75,40 + 0,23 a 85,43 + 0,53 % m/m, resultados
préximos aos encontrados no estudo em questao.

3.3 COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE

A avaliacdo do conteldo fendlico total e atividade antioxidante
foram realizadas nos diferentes tempos de extracdo, 10, 20 e 30 dias em
dois solventes distintos, EtOH e MeOH, a fim de se obter a melhor
condicdo de extracdo, assim como avaliar, a estabilidade e solubilidade
dos compostos fenodlicos e antioxidantes. O conteudo fendlico total e
atividade antioxidante dos extratos em solugdo metanoica estdo
apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9 - Compostos fendlicos totais e atividade antioxidante de extratos de
geopropolis em diferentes tempos de extracdo (média + desvio padrdo, n=3).

Solvente Metanol

Diasde Fendlicos totais EAG Atividade antioxidante
extragéo mg 100g™* EAAmg 100g"  ETrolox mg 100g
10 112,8242,74 176,07+1,56¢ 258,24+2,29¢
é 20 32,157,680 216,44:+4,535 317,58+6,66
30 64,85+9,80¢ 231,74+1,712 340,05+2,512
10 794,83+23,182 698,63:+43,20° 1025,51+63 460
g 20 805,42+6,022 757,50+8,34 1111,99+12 25b
30 823,73+21,882 1116,73+7,532 1638,90+11 07
10 1404,47+16,76" 1580,89+15,15 2320,34+22,25b
§ 20 2576,52+49,132 5847 ,61+45 142 8562,47+66,322
30 2540,90+58,712 5828,36:+41,452 8554,19+60,89
10 1144,34+32 860 326,77+4,25¢ 4796426 25¢
é 20 1370,71+14 45 357,73+0,99 525,11+1,46"
30 1106,78+22 960 465,63:+4,252 683 ,42+6,24
N 10 1581,21+161,27 3303,19+42 93¢ 4848 42+63,08°
S 1678,81+87 840 3605,26:£14,200 5292,18+20,860
30 2010,66:+44,732 3900,27+8,392 572559+12,322
10 1719,94+40 210 1772,86+26,000 2600,25:£38,200
g 20 1841,82+101,20% 1813,23+22 710 2659,56+33,360
30 1961,77+49 36 2005,30+28,76? 2941,73+27 56°
10 1226,85+16,930 1984,61+13,73¢ 2913+20,16°
g 20 1211,98+5,64° 4918,07+152,45b 7216,85+223,962
30 1306,00+26 667 5058,65+20,52 7423,38+30,152
10 2968 54+52,982 2836,94+22 80 4163 43+33,4%
g 20 2894,13+20,35 2862,59:+9,602 4201,12+14 112
30 2737,48+48 910 2847,60+195,732 4179,10+287 552
" 10 270,94+5 99 311,46+345¢ 449 41+14,66
& 20 168,28+3,03 321,8+2,670 472,38+3930
= 30 245,21+10,92° 509,855,922 747,10+8,69
10 417,38+17,55 288 54+22,800 423,46+7,04b
< 20 436,89+17,88" 296,05+7,73 434,50+11,36"
30 548,063,382 316,52+8,832 464,57+12,972

Extracdo solido-liquido em metanol a 5 + 2 °C ao abrigo de luz. Letras
diferentes em uma mesma coluna entre uma mesma amostra representam
resultados estatisticamente diferentes de acordo com o teste Tukey a 5% de
significancia. Fonte: proprio autor
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Na maioria das amostras analisadas a determinagdo dos
compostos fendlicos totais e a determinacdo da atividade antioxidante
nos extratos aumentaram com o tempo de extracdo, sendo os resultados
em 30 dias de armazenamento superiores aos outros intervalos de
extracdo em ambos os solventes. Esses dados indicam estabilidade dos
compostos fendlicos frente ao tempo de armazenamento controlado e
que, a solubilidade dos compostos aumenta em relagdo ao tempo de
extracdo e interagdo com o solvente, liberando substancias ao longo do
tempo de extracéo.

Entretanto nas amostras de MMS, MSI e MSeS néo foi observado
0 mesmo comportamento progressivo, ao longo do tempo os compostos
fenolicos totais diminuiram, indicando possivel degradacdo desses
compostos. O periodo de 10 dias foi suficiente para total solubilizagdo
dos compostos fendlicos pelo solvente.

A amostra de geopropolis MSI foi a que obteve maior
concentragdo de compostos fendlicos dentre as espécies analisadas e 0s
periodos de extracdo em metanol. A quantificagdo da sua composicao
fendlica aos 10 dias foi de 2,96 %. Contudo a mesma amostra ndo
apresenta maior quantificacdo da atividade antioxidante, indicando que
alguns componentes da matriz de geopropolis podem interagir na reacéo
de Folin-Ciocalteu ocasionando reducdo dos componentes do reagente e
desencadeando umareacdo passivel de quantificacdo

A maior atividade antioxidante foi observada na amostra MQS
aos 20 dias de armazenamento em metanol, mantendo-se estavel
estatisticamente até os 30 dias de extracdo, sua capacidade antioxidante
foi de 5,84 % considerando em equivalentes do antioxidante acido
ascorbico e 8,58 % em equivalentes ao antioxidante sintético Trolox.
Em contrapartida a amostra com menor acdo antioxidante,
aproximadamente 0,17 % em EAA e 0,25 em ETrolox, foi a de MMS
aos 10 dias de armazenamento aumentando para 0,23 % em EAA e
0,34% para ETrolox ao final dos 30 dias extracéo.

Sousa et al. (2015) relatam a quantificacdo de 11,29 + 0,26 %
(112,29 mg EAG g1) de compostos fendlicos totais em umaamostra de
geoprépolis de Melipona subnitida, assim como Santos et al. (2017)
determina uma concentracdo de 121 + 0,6 mg EAG g1 (12,1 %) de
polifendis totais em geopropolis de abelha Melipona orbignyi, ambos os
estudos apresentam resultados superiores aos relatados nesse trabalho
devido aos procedimentos de concentracdo adotados pelos autores
citados, em que a amostra com maior quantificacdo no presente estudo
apresentou 2,96 % de compostos fenolicos totais e a menor com 0,03 %,
MSI e MMS respectivamente.
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Aradjo et al. (2016), Batista et al. (2016), Dutra et al. (2014) e
Souza et al. (2014) encontraram resultados superiores para compostos
fenolicos totais das abelhas M. fasciculata e M. scutellaris, M.
fasciculata Smith, M. subnitida, M. fasciculata respectivamente, contudo
em todos os trabalhos citados anteriormente, os autores utilizaram
extrato concentrado de geopropolis, tornando o processo de obtengdo do
extrato uma etapa laboriosa com grande consumo de reagentes e
energia.

Buratti, Benedetti e Cosio (2007) analisaram amostras de propolis
de Apis mellifera e encontraram valores para composicdo fendlica
variando de 2 a 181 mg 100 g1, valores inferiores comparados ao
presente estudo com geopropolis de abelha sem ferrdo.

As variacOes apresentadas entre as geopropolis podem estar
associadas a regido geografica da coleta do material pelas abelhas,
fatores como origem botanica e clima podem influenciar tanto
positivamente quanto negativamente.

Os compostos fendlicos totais das amostras de geoprépolis pode
ser evidenciada quando comparado em literatura a diferentes produtos
vegetais, assim como o0s cereais, legumes e frutas. A composicao
fenolica média das amostras MQS, MQF, MQI e MSI foi superior em
relacdo aos cereais cevada (1640 + 4 mg 100 g1), trigo (1620 + 7 mg
100 g1) e centeio (1320 + 6 mg 100 g1) em equivalentes de acido galico
avaliados por Dordevi¢, Siler-Marinkovié e Dimitrijevié-Brankovié
(2010).

Serpen et al. (2008) ao analisarem a atividade antioxidante dos
mesmos cereais citados anteriormente encontraramvalores de 803,43 £
35,04 mg 100 g1, 445,51 + 52,56 mg 100 g1 e 580,67 + 92,60 mg 100
glem equivalentes Trolox para cevada, trigo e centeio respectivamente,
sendo os valores médios de atividade antioxidante encontrados para as
amostras de geopropolis MMI, MQS, MQF, MQI, MSS e MSI
superiores.

Em leguminosas, utilizando metanol 70 % como solvente
extrator, Xu e Chang (2007) determinaram os compostos fendlicos totais
paraervilha verde, ervilha amarela, gréo-de-bico, lentilha, soja amarela,
soja preta e feijao preto onde obtiveram concentragdes de 131 + 2 mg
100 g1, 141 + 4 mg 100 g1, 168 + 4 mg 100 g1, 251 + 6 mg 100 g1,
231 £ 3 mg 100 g1, 373 + 7 mg 100 gt e 331 + 10 mg 100 g! em
equivalentes de acido galico respectivamente. Somente as amostras
MSeS e MMS apresentaram sua concentracdo fendlica total média
inferior as leguminosas relatadas, sendo assim, 8 amostras de



66

geoprépolis de abelha sem ferrdo apresentaram concentracdo de
compostos fenolicos totais superior em relacéo as leguminosas.

A atividade antioxidante em equivalentes de acido ascorbico de
algumas frutas tropicais como a pitaia (13,5 £ 2,1 mg 100 g1), caja
(37,6 = 7,6 mg 100 g'1), mangostdo (32,3 + 10,3 mg 100 g1), mamao
papaia (106 £ 28 mg 100 g1), carambola (98 + 55 mg 100 g1), banana
(27,8 £ 5,5 mg 100 g?) e laranja (69 + 17 mg 100 g1) apresentam
concentragdes inferiores aos apresentados (Tabela 2.4) para geoprépolis
de abelha sem ferrdo. Somente a goiaba (218 + 79 mg 100 g?)
apresentou atividade antioxidante superior em relacao apenas a média da
amostra MMS (LIM; LIM; TEE, 2007).

Tanto os compostos fendlicos totais como a atividade
antioxidante das amostras de geoprdpolis, mostram potencial frente a
diversos produtos vegetais ja descritos em literatura.

As amostras de geopropolis foram submetidas também a extragéo
com etanol, nas mesmas condi¢des que a extragdo em metanol. Os
resultados podem ser comparados a partir da Figura 6. As extracdes com
0 solvente etanol ndo se mostraram eficientes, uma vez que as
avaliacGes tanto dos compostos fendlicos totais quanto da atividade
antioxidante principalmente mostraram-se muito inferiores na maioria
das amostras de geopropolis de abelha sem ferréo.

A extracdo com solvente metanol para a amostra de MQS foi no
minimo 58 % superior aos 30 dias de extracdo para compostos fendlicos
totais e 79 % superior para atividade antioxidante (EAA), enquanto para
MSS aos 30 dias de extragdo com metanol foi no minimo 64% superior
para composicdo fenolica e 78 % para atividade antioxidante (EAA) em
relacdo a extracdo alcodlica e ainda para a amostra de MSI aos 30 dias
de armazenamento a composicdo fenolica em solvente metanol
apresentou-se 51 % superior ao solvente etanol assim como 27 %
superior para a funcdo antioxidante (EAA) em relacdo ao solvente de
menor polaridade.

Somente as amostras MQF e T Al obtiveram resultados superiores
em relacdo a composicdo fendlica empregando o etanol como agente
extrator. Porém se considerar o valor do desvio padrdo da amostra MQF
é possivel observar que as médias se sobrepdem entre si em ambos 0s
solventes, ndo justificando diferenca significativa.
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Figura 6 - Comparacdo dos compostos fendlicos totais e atividade antioxidante
de geoprépolis de abelha sem ferrdo diante dos solventes metanol e etanol nos
diferentes tempos de extracao.
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(A) Avaliacdo da composicdo fendlica, (B) avaliagdo da atividade antioxidante
(EEA), (C) Avaliacdo da atividade antioxidante (ETrolox). Fonte: préprio autor.
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Mouhoubi-tafinine, Ouchemoukh e Tamendjari (2016), avaliaram
a extracdo de compostos fendlicos e atividade antioxidante em amostras
de prépolis utilizando diferentes solventes, agua, etanol 50 % e 85 %, e
metanol 50 %, onde concluiram que o melhor solvente extrator foi
etanol.

E entdo possivel sugerir que a solubilidade de compostos
fendlicos esta associada a polaridade do solvente utilizado nas extracdes,
assim como ao grau de polimerizagdo dos fendlicos (NACZK;
SHAHIDI, 2004).

4 CONCLUSAO

O rendimento dos extratos de geopropolis difere entre as espécies
de abelhas, contudo tempos longos de extragdo ndo promovem maior
extracdo em relagdo a transferéncia de massa dos compostos solUveis
para o solvente extrator. Os resultados obtidos para os teores de umidade
nas amostras de geopropolis submetidas a secagem, mostram
similaridade entre as espécies de abelhas analisadas. Os resultados
elevados para cinzas traduzem a propria caracteristica de composicéo da
matriz, a presenca de solo, sendo um indicativo para a comprovacao do
produto. Em relacdo a extracdo dos compostos fendlicos e a avaliacdo da
atividade antioxidante, os resultados mostraram-se satisfatorios quanto
ao sistema de extracao e a resposta encontrada. O solvente mais efetivo
frente aos testados para a extracdo da composicao fenélica foi o metanol
mostrando ser superior; também em relacdo ao tempo de extracdo, aos
30 dias os resultados obtidos foram os melhores entre os avaliados. A
amostra de geoprépolis da espécie MSI mostrou-se a mais rica em
relacdo a composicdo fendlica e a amostra MQS apresentou a maior
atividade antioxidante, evidenciando variagcdes entre as espécies de
abelhas avaliadas.

Diante do exposto, o estudo preliminar das geoprépolis foi
fundamental no desenvolvimento do trabalho e entendimento sobre a
matriz. Mais estudos com a matriz serdo desenvolvidos nos proximos
capitulos.



CAPITULO3

IDENTIFICACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS E MINERAIS
E AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA EM
GEOPROPOL IS DE Melipona seminigra, Meliponamandagaia,
Melipona scutellaris, Melipona mondury e Tetragoniscaangustula.
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RESUMO

Rico em minerais a geoprépolis de abelhas sem ferrdo é utilizado pelas
abelhas como matéria prima e apresenta evidencias em literatura de uma
complexa composicdo quimica, contando com diferentes substancias
dentre elas os compostos fenolicos, associados ao potencial antioxidante
e antibacteriano. Em contribuicdo para a literatura cientifica foram
coletadas para estudo amostras de geopropolis das espécies de abelha
sem ferrdo: Melipona seminigra, Melipona mandacaia, Melipona
scutellaris, Melipona mondury e Tetragonisca angustula provenientes
de 4 regibes distintas do estado de Santa Catarina. Foram avaliados o
perfil majoritario de compostos fendlicos por LC-ESI-MS/MS, obtendo
como resultados a identificacdo de 28 compostos fenolicos, entre livres
e conjugados pds hidrélise acida e alcalina das amostras, dentre eles
acidos fenolicos, cumarina, flavonoides e aldeidos fenolicos, sendo os
mais frequentemente identificados estdo entre as amostras: vanilina,
acido galico, acido ferdlico e &cido p-cumarico. O perfil mineral
majoritario de minerais foi avaliado por ICP-MS e quantificados 16
elementos, entre minerais essenciais e alguns metais potencialmente
toxicos, apos analise quimiométrica por componentes principais (PCA)
e analise de agrupamento hierarquico (HCA), os resultados revelaram
formacéo de grupos de caracteristicas semelhantes de regionalizacdo. A
avaliacdo do potencial antibacteriano foi realizada frente as cepas
bacterianas: Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Salmonella
typhimurium, o que revelou potencial das amostras MQS e MQF contra
S. aureus. Por consequente, 0 estudo evidenciou caracteristicas
individuais nas amostras influenciados por flora local, clima e espécie
de abelha .

Palavras-chave: Geopropolis. Solo. Acido galico. Minerais essenciais.
Potencial antimicrobiano.
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1 INTRODUCAO

As abelhas sem ferrdo sdo responsdveis pela producdo de
diferentes produtos de interesse, assim como o mel, prépolis,
geopropolis, cera entre outros. Geoprdpolis € o nome atribuido ao
produto fabricado pelas abelhas sem ferrdo que diferentemente da
prépolis de Apis Mellifera, é constituido majoritariamente por solo, além
de resinas vegetais e enzimas digestivas (CUNHA et al., 2009;
FREITAS; VIT; BARTH, 2013; SILVA et al., 2013).

A espécie da abelha, a localizacdo geogréfica das colnias e a
flora local sdo responsaveis pela composicdo quimica da geoprépolis, a
qual é complexa, composta por &cidos graxos, agucares, alcoois,
esteroides e principalmente diversos compostos fendlicos, conferindo ao
produto potencial antioxidante, utilizado a muito tempo na medicina
popular (BARTOLOMEU et al.,, 2016; BATISTA et al.,, 2016;
FRANCHIN etal., 2012; SILVA et al., 2013; VELIKOVA et al., 2000).

Os compostos fendlicos sdo substancias encontradas em plantas,
sdo produzidas em situacdo de estresse, como mecanismo de defesa.
Esses compostos sdo classificados como metabdlitos secundarios, uma
vez que ndo sdo produzidos diretamente para o desenvolvimento
vegetal, ndo sendo encontrado em todos os estadios de desenvolvimento
e nem em toda extensdo da planta (DIAS et al., 2016; WANG et al.,
2016) .

Atualmente os compostos fendlicos tem despertado grande
interesse por promover beneficios & salide. Essa classe de substancias
pode ser utilizada como agente antimicrobiano, antialergénico, anti-
inflamatério e principalmente agente antioxidante, empregados na
producdo de alimentos como agente antioxidante e antimicrobiano e
como suplemento para formulacdo de produtos funcionais, e na industria
farmacéutica por apresentar beneficios a salde tais como a protecao
contra doencas degenerativas, neurodegenerativas, cardiovasculares,
diabetes, entre outras (BALLESTEROS et al., 2017; RAFIEE et al.,
2017).

Conhecidos como fitobidticos os compostos fenolicos sédo
eficientes no trato de diversas doencas, sabe-se que 0 uso de substancias
naturais no tratamento de patologias é ainda empregado na medicina
popular. Micro-organismos S0 responsaveis por causar graves
infeccdes, sendo responsaveis pela terceira causa de mortalidade
mundialmente (BILAL et al., 2017). O aumento da resisténcia
microbiana tem impulsionado a pesquisa por novas fontes naturais com
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potencial antimicrobiano, o que tem atraido a atencdo de pesquisadores
ao redor do mundo (BILAL et al., 2017).

E pela alimentacdo que o organismo humano adquire esses
compostos fenolicos, estando presente largamente em alimentos de
origem vegetal, como frutas, vegetais e seus derivados assim como
sucos, geleias, mel, propolis e entre eles a geopropolis (BILUCA, 2014;
MUNEKAT Aetal., 2016).

A presenca de compostos minerais é caracteristica da
geoprépolis, uma vez que a principal matéria prima para a fabricacdo do
produto é o solo. Esses compostos inorganicos sdo micronutrientes
adquiridos essencialmente através da alimentacdo, atuando em
diferentes processos bioquimicos no organismo humano. Dependendo
da espécie mineral e sua concentracdo podem apresentar toxidade,
desencadeando doencas neuroldgicas, fisiologicas e em casos extremos,
ocasionar a morte (FREITAS; VIT; BARTH, 2013; GONG etal., 2012;
SALES et al., 2006).

Poucos estudos relatam a determina¢do de compostos com
caracteristicas bioativos e mineral na matriz de geopropolis. Diante
desse aspecto, os objetivos do estudo foram a identificacdo de
compostos da classe dos fendlicos, assim como a avaliacdo da
composicdo mineral e do potencial antimicrobiano de extratos de
geopropolis frente a micro-organismos patogénicos e deteriorantes.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 REAGENTE E EQUIPAMENTOS

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. As
solucbes foram preparadas com &gua ultrapura por purificador
Simplicity UV (Milli-Q, Millipore, Bedford, EUA).

Etanol e 4cido ascorbico foram adquiridos da Vetec (Rio de
Janeiro, Brasil), &cido nitrico 65 % foi adquirido da Merck, &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDT A) foi adquirido da Biotec e sulfato de
sodio adquirido da Exodo Cientifica.

Metanol e padrbes fendlicos (acido 4-aminobenzdico, acido
salicilico, acido cindmico, acido p-anisico, acido mandélico, vanilina,
acido 4-hidroximetilbenzoico, protocatecuico, acido p-cumarico, acido
metoxifenilacético, acido vanilico, é&cido galico, umbeliferona,
coniferaldeido, &cido cafeico, siringaldeido, escopoletina, &cido ferulico,
acido siringico, sinapaldeido, acido sinapico, resveratrol, crisina,
pinocenbrina, apigenina, galangina, naringenina, campferol, eriodictiol,
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aromadendrina, fustina, catequina, epicatequina, hispidulina, &cido
elagico, quercetina, taxifolina, miricetina, carnosol, acido clorogénico,
acido rosmarinico, isoquercitrina, naringina, epigalocatequina,
epicatequina galato e rutina) foram adquiridos da Sigma-Aldrich
Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA) e Fluka Chemie AG (Buchs,
Suica).

Solucéo padrao multielementar (PerkinElmer, Inc.) contendo Ag,
Al, As, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Na, Ni, Pb, Se, V e Zn foi
utilizada para as determina¢fes minerais. Como material de referéncia
foi utilizado Sandy Clay 1 CRM049 Sigma-Aldrich Co. (Laramie, WY,
EUA)

Para a avaliacdo antimicrobiana, o solvente utilizado foi o
dimetilsulféxido (DMSO) adquirido da Sigma-Aldrich Chemical Co.
(St. Louis, MO, EUA), agar Mueller Hinton e caldo Brain Heart
Infusion (BHI) (TM MEDIA), para cultivo foram usadas cepas de
Escherichia coli (ATCC: 25922), Staphylococcus aureus (ATCC:
25923) e Salmonella typhimurium (ATCC: 14028). O antibiotico
ciprofloxacina (EMS S/A) foi utilizado como controle positivo.

Os principais instrumentos utilizados para as analises foram:
balanca analitica AB204-S (Mettler Toledo), estufa SP-400 (SPlabor),
estufa EL 202/3 (Eletrolab), centrifuga Fanem 280R e MiniSpin plus
(Eppendorff), agitador magnético (Fisatom 752A Séo Paulo, Brasil),
rotaevaporador (Fisatom 802, S&o Paulo, Brasil), banho de ultrassom
(Unique 1400A), bloco digestor EasyDigest® (Analab, Wantzenau,
Franca), tubos de digestdo em teflon (Savillex, EUA), purificador de
acido (DST 1000, Savillex, Minnesota, EUA), cromatografo liquido de
alta eficiéncia modelo 1200 Series (Agilent Technologies, Alemanha)
com detector de espectrémetro de massas Q Trap 3200 (Applied
Biosystems/MDS Sciex, Canada) e espectrdbmetro de massas com
plasma acoplado indutivamente (ICP-MS) modelo 7900 (Agilent
Technologies).

2.2 AMOSTRAGEM

Dez amostras de geopropolis provenientes de meliponarios do
estado de Santa Catarina e produzido por diferentes espécies de abelhas
sem ferrdo: Melipona mondury, Melipona quadrifasciata, Melipona
scutellaris, Melipona seminigra e Tetragonisca Angustula foram
coletadas no momento da abertura das colnias para retirada dos méis,
ndo danificando as coldnias. As amostras foram provenientes das
cidades de Santa Rosa de Lima (latitude 28°02°21” sul, longitude 49° 7°



76

40” oeste ¢ 240 m de altitude), Rio do Sul (latitude 27°12'51" sul,
longitude 49° 38' 35" oeste e 339,88 m de altitude), Ipord do Oeste
(latitude 26° 98 8” sul, longitude 53° 53’ 5” oeste e 557 m de altitude) e
Florianépolis (latitude 27° 35' 48" sul, longitude 48° 32' 57" oeste e 3 m
de altitude) durante os anos de 2016 e 2017 (Tabela 10).

Tabela 10 - Relagdo das amostras de geoprdpolis, espécies de abelhas e locais
de coleta.

Espécie da abelha sem

Cadigo ferrio Local de coleta
Santa Rosa de
MMS M. mondury Lima
MMI M. mondury Ipord do Oeste
e Santa Rosa de
MQS M. quadrifasciata Lima
MQR M. quadrifasciata Rio do Sul
MQF M. quadrifasciata Floriandpolis
MQI M.quadrifasciata Ipord do Oeste
. Santa Rosa de
MSS M. scutellaris Lima
MSI M. scutellaris Ipord do Oeste
MSeS M. seminigra Santa Rosa de
Lima
TAI Tetragoniscaangustula Iporéd do Oeste

Fonte: préprio autor

Apbs a coleta, as amostras foram identificadas e transportadas ao
Laboratdrio de Quimica de Alimentos da Universidade Federal de Santa
Catarina, onde foram previamente secas em estufa 30 £ 2 °C por 12 h,
trituradas e armazenadas em baixa temperatura (-18 °C).

2.3 DETERMINACAO DO PERFIL MAJORITARIO DE
COMPOSTOS FENOLICOS

Para a determinacdo dos compostos fendlicos das amostras de
geoprépolis, trés métodos de extracdo foram empregados para
identificar o contedo de compostos fendlicos livres e conjugados a
outros constituintes quimicos na matriz.
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Primeiramente, os compostos fendlicos livres foram extraidos
utilizando infusdo solido-liquido, onde massas de 10 g de geoprépolis
foram medidas e adicionados de 50 mL de solvente metanol. A solucéo
foi mantida em banho ultrassom durante 30 minutos, seguido de
agitacdo mecénica por mais 30 minutos. A solucéo resultante foi filtrada
para remogdo das particulas inorganicas (solo) e concentrada sob
pressdo reduzida em rotaevaporador, em seguida reconstituida em 10
mL de metanol 30 % v/v.

Para a avaliagdo dos compostos fendlicos conjugados,
procedimentos de hidrolise 4cida e alcalina foram empregados. Para a
hidrdlise acida, massas de 2 g de geoprépolis foram transferidas para
tubos de polipropileno, em seguida adicionadas de 5 mL de &cido
cloridrico (HClI 6 mol L) e 5 mL de metanol. Os tubos foram
hermeticamente fechados e mantidos a 85 °C por 30 minutos em estufa.
O pH da solucéo foi ajustado para 2, adicionando 4 mL de hidréxido de
sodio (NaOH 1 mol L1). Em seguida, para a particdo, 10 mL de éter
etilico foram adicionados e apds extracdo o sobrenadante foi retirado e
filtrado sob NazSOs e repetido o processo por mais duas vezes. Os
sobrenadantes foram combinados e concentrados em evaporador
rotativo sob pressdo reduzida até total evaporacdo do solvente e entdo
reconstituidos em 1 mL de metanol 30 % v/v (SCHULZ et al., 2015).

Para a hidrélise alcalina, massas de 2 g de geopropolis foram
adicionadas a tubos de polipropileno, em seguida, 10 mL de NaOH 2
mol L-1contendo 10 mmol L1 de EDTAe 1 % de &cido ascdrbico foram
adicionados. A extracdo foi conduzida a uma temperatura de 30 + 2 °C
durante 30 minutos, sendo o pH ajustado para 3 com HCI 4 mol L-1e
particionada trés vezes com 10 mL de éter etilico. Os sobrenadantes
foram retirados, combinados, filtrados sob Na2SOs e concentrados em
evaporador rotativo sob pressdo reduzida a 30 + 2 °C até total
evaporacdo do solvente. O extrato foi reconstituido em 1 mL de metanol
30 % v/v (NARDINI et al., 2002).

Os extratos de geopropolis em metanol foram analisados em
sistema de cromatografo liquido de alta eficiéncia, acoplado a
espectrébmetro de massas com analisador triplogquadrupolo e ion trap
linear, utilizando fonte de ionizacdo por eletrospray TurbolonSpray™
(Applied Biosystems/MDS Sciex, Canada) em modo negativo. Para a
aquisicdo e tratamento dos dados foi utilizado o software Analyst versao
1.5.1.

Para a separacdo cromatografica, utilizou-se coluna Synergi™
(4.0 um, 2.0 x 150 mm d.i.; Phenomenex, USA) a 30°C e coluna de
guarda SecurityGuard Cartridges Polar-RP (4 x 2.0 mm, Phenomenex,
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USA). A fase movel constitui-se de gradiente de metanol 95% (A) e
agua com &cido formico 5% (B), iniciando em 0-5 min, 10% A; 5-7 min,
90% A, 7-10 min, 90% A e 10-17 min, 10% A. O volume de inje¢ao foi
de 10 pL a um fluxo de 250 pl min-l. Para o monitoramento dos
compostos foi utilizado o monitoramento de reacbes maltiplas (MRM),
e a identificacdo foi baseada no tempo de retencdo dos padrfes em
relacdo a amostra (SCHULZ et al., 2015).

2.4 DETERMINACAO DO PERFIL MAJORITARIODE
ELEMENTOS MINERAIS

As amostras de geoprépolis foram submetidas a digestdo Umida
por via acida baseada no método US EPA 3051A (USEP A, 2007). 150
mg geopropolis foram transferidas para tubos em teflon e adicionados 5
mL de acido nitrico sub-destilado, logo ap6s os tubos foram fechados. A
mistura foi digerida em bloco digestor por 15 minutos a 175 °C e em
seguida resfriada até atingir temperatura ambiente. As amostras
digeridas foram avolumadas para um volume de 50 mL (SEGURA et
al., 2016).

Para a avaliacdo da metodologia de digestdo, uma amostra de
material de referéncia Sandy Clay 1 e uma amostra de branco (sem
adicdo de geoprépolis) foram preparadas juntamente com as amostras de
geoprépolis, sendo realizado a determinacdo mineral paralelamente.

Para a quantificagdo dos minerais das amostras de geopropolis,
concomitantemente uma curva de calibragdo externa com os minerais de
interesse nas concentragdes de 1, 20, 50, 100, 200, 500, 1000 e 2000 ug
L1 foi utilizada.

Todos os tubos e vidrarias utilizados no experimento foram
limpos em banho acido (15% v/v HNO3) por 24 horas.

As determinagdes dos minerais foram realizadas por
espectrometria de massa por plasma acoplado indutivamente (ICP-MS)
seguindo as condicdes operacionais descritas na Tabela 11.
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Tabela 11 - CondicOes experimentais para determinacdo de compostos minerais
em ICP-MS.

Poténcia de radiofrequéncia (W) 1550
) Amostragem da tocha (mm) 10

Condicdes x . o .

Vazao do gas de nebulizagéo (L/min) 1,01
do plasma ] U

Velocidade da bomba peristaltica (rps) 0,1

Temperaturada cdmara de nebulizagédo (°C) 2

Modo "Helium™
Fluxo de Hélio (mL/min) 5
Energia de discriminagéo (V) 5

Condicdes Elementos: Na, Mg, Al, Co, Ni, Cu, Zn, As, Ag e
dacélulade Pb

colisédo Modo "High Energy Helium"
Fluxo de Hélio (mL/min) 10
Energia de discriminagéo (V) 7

Elementos: Cd, Se, Fe, Cr, V, Ca, K

Fonte: Prdprio autor

Para eliminar possiveis interferéncias poliatdmicas, dois modos
de condicdo da célula de colisdo foram utilizados “Helium” e “High
Energy Helium” (NEVES, 2010). Os dados obtidos foram otimizados
estatisticamente e o0s resultados permaneceram de acordo com
parametros estatisticos de coeficiente de varia¢do e ainda de acordocom
o material de referéncia utilizado nos ensaios a uma faixa de
recuperacao entre 84 % a 113 %.

2.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

As amostras de geoprépolis foram submetidas a extragdo com
solvente metanol. Para tanto, 1 g de amostra foi extraida em 5 mL de
solvente por infusdo, consistindo em banho de ultrassom durante 30
minutos e refrigeracdo (5 £ 2 °C) durante 24h, logo apds, novamente
sonicadas por mais 30 minutos, centrifugadas e o sobrenadante
concentrado em evaporador rotativo até completa volatilizagdo do
solvente. O concentrado foi reconstituido com 5 mL de dimetilsulféxido
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(DMSO), filtrado em filtro de 0,45 um e avaliado o potencial
antimicrobiano conforme descrito abaixo.

Placas de agar Mueller Hinton contendo células viaveis dos
micro-organismos Escherichia coli, Staphylococcus aureus e
Salmonella typhimurium na concentracéo de 105 UFC/mL cultivadas em
caldo BHI foram utilizadas para a determinacdo da atividade
antimicrobiana através do método de difusdo em &gar utilizando a
técnica de pogos (DIMKIC etal., 2016).

As placas contendo o &gar Mueller Hinton foram perfuradas
formando pogos de 6 a 8 mm de didmetro, 30 uL do extrato de
geopropolis foi dispensado em diferentes concentracfes (200 e 150 mg
mL-1) acompanhado de controle negativo (DMSO) e positivo
(ciprofloxacina 0,05 mg mL-1) e entdo incubadas a 37°C por 24h. Foram
consideradas amostras com atividade antimicrobiana positiva quando
observada a formac&o de halo ao redor dos pocos contendo o extrato de
geopropolis. O experimento foi realizado em duplicata (DIMKIC et al.,
2016).

2.6 ANALISE ESTATISTICAE PARAMETROSDE MERITO

Todas as andlises foram conduzidas em triplicata, e os resultados
expressos como a média + desvio padrdo. Analises de branco foram
conduzidas paralelamente como controle dos métodos. Os softwares
Paleontological Statistics e SASM-Agri foram utilizados para o
tratamento de dados.

Os limites de deteccdo adotados para a identificacdo de
compostos fendlicos foram baseados nas areas maiores ou iguais a trés
vezes o sinal ruido para as analises em LC-ESI-MS/MS. Os limites de
deteccdo e quantificacdo para as analises em ICP-MS foram
automaticamente calculados pelo equipamento.

3 RESULTADOSE DISCUSSAO
3.1 ANALISE DE COMPOSTOS FENOLICOS

A partir do tratamento das amostras, 28 compostos fendlicos
foram identificados conforme seu tempo de retencédo, sendo 13 da classe
de acidos fendlicos: 4-aminobenzdbico, acido cafeico, acido cinamico,
acido clorogénico, &cido ferulico, acido galico, &cido p-cumaérico, acido
rosmarinico, &cido salicilico, acido sindpico, acido siringico, acido
vanilico e protocatecuico; 10 flavonoides: apigenina, aromadendrina,
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eriodictiol, galangina, hispidulina, naringerina, pinocenbrina, quercetina,
rutina e taxifolina; 4 aldeido fendlico: coniferaldeido, sinapaldeido,
siringaldeido e vanilina; e 1 cumarina: escopoletina (Figura 7).



82

dos

Figura 7 - Cromatograma dos compostos identifica
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Acido Galico (1), acido protocatecuico (2), &cido clorogénico (3), acido cafeico (4), acido vanilico (5), acido siringico (6), 4-
aminobenzoéico (7), vanilina (8), acido p-cumarico (9), taxifolina (10), &cido ferdlico (11), rutina (12), siringaldeido (13), écido
rosmarinico (14), é&cido salicilico (15), &cido sindpico (16), escopoletina (17), aromadendrina (18), coniferaldeido (19),
sinapaldeido (20), é&cido cindmico (21), eriodictiol (22), quercetina (23), naringerina (24), apigenina (25), galangina (26),
hispidulina (27) e pinocembrina (28). *MRM dos compostos disponivel em: APENCICE B. Fonte: préprio autor
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Dos compostos identificados por LC-ESI-MS/MS, 10 deles ja
foram relatados para a matriz em literatura utilizando diferentes técnicas
analiticas. Batista et al. (2016) relatam a identificacdo de &cido
protocatecuico e acido galico em amostras de geopropolis de Melipona
fasciculata, assim como Cardozo et al. (2015) identificaram vanilina,
acido p-cumérico e &cido cafeico em geopropolis provenientes do
municipio de Prudentopolis, PR. Dutra et al. (2014) relataram 4&cido
galico em seus estudos com amostras de geoprépolis Melipona
fasciculata Smith, provenientes do nordeste brasileiro.

Considerando os compostos identificados e ndo relatados em
literatura para a matriz geopropolis até o momento desta publicacéo,
temos 8 acidos fendlicos (acido clorogénico, acido vanilico, &cido
siringico, 4-aminobenzoico, acido ferulico, &cido rosmarinico, acido
sindpico e 4&cido cindmico), 3 aldeidos fendlicos (siringaldeido,
coniferaldeido e sinapaldeido), 6 flavonoides (taxifolina, eriodictiol,
apigenina, galangina, hispidulina e pinocenbrina) e 1 cumarina
(escopoletina).

Os compostos identificados nas amostras de geopropolis de
abelha sem ferrdo neste estudo podem ser observados na Tabela 12. Ao
analisar os compostos fendlicos livres, a amostra MMI foi a que
apresentou maior quantidade de compostos identificados (17 ao total),
em contrapartida as amostras MSS e MSeS ambas apresentaram apenas
9 compostos (Figura 10). O composto escopoletina ndo foi encontrado
dentre as amostras quando analisados os fendlicos livres, os compostos
taxifolina e galangina somente foram encontrados nas amostras MSI, o
mesmo caso aconteceu com 0s compostos rutina, eriodictiol e acido
clorogénico que sé foram encontrados na amostra produzida por
Tetragonisca angustula proveniente da mesma regido que a amostra
citada anteriormente, indicando que as abelhas produtoras de
geopropolis apresentam caracteristicas individuais distintas para o
recolhimento da matéria prima para a fabricacao da geoprépolis, mesmo
colénias de umamesmaregido de coleta.

A maioria dos compostos fenolicos naturais estdo distribuidos nas
formas livre e conjugados, frequentemente cerca de 24 % do total de
polifendis em uma amostra estdo sob a forma conjugada. Os compostos
fendlicos conjugados em sua forma insolivel sdo unidos por ligacBes
covalentes com a parede celular de compostos como celulose,
hemicelulose, ligninas, pectinas, entre outros, essas ligaces sdo
importantes para a protecdo fisica e quimica dos compostos fendlicos.
Alguns &cidos fenolicos apresentam-se ligados a ligninas através de
ligacdo éter de seu grupo hidroxila do anel aromatico e também



84

conjugados em ligacGes éster com carboidratos e proteinas atraves do
grupo carboxilico (Figura 8) (ACOSTA-ESTRADA; GUTIERREZ-
URIBE; SERNA-SALDIVAR, 2014; NARDINI et al., 2002).



Tabela 12 — Compostos fendlicos identificados nas amostras de geopropolis de abelhas sem ferrdo.
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Compostos:
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X X X X X

X X X X X
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X X X X X X

xX X
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4-aminobenzoéico (1), acido cafeico (2), acido cindmico (3), acido clorogénico (4), acido ferdlico (5), acido galico (6), acido p-
cumérico (7), &cido rosmarinico (8), &cido salicilico (9), &cido sindpico (10), &cido siringico (11), acido vanilico (12), apigenina
naringerina
(20), pinocenbrina (21), protocatecuico (22), quercetina (23), rutina (24), sinapaldeido (25), siringaldeido (26), taxifolina (27),
vanilina (28). Fonte: proprio autor

(13), aromadendrina (14), coniferaldeido (15), eriodictiol (16), escopoletina (17),

galangina (18), hispidulina (19),
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Figura 8 - Representagdo da presenca de compostos fen6licos conjugados
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aromatico

Ester Carboidratos Grupo carboxilico
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(A): celulose, (B): hemicelulose, (C) proteinas estruturais, (D) pectinas, (E)
acidos fendlicos (F) ligninas. Fonte: Acosta-Estrada, Gutiérrez-Uribe e Serna-
Saldivar, (2014)

Jé foi descrito em literatura que as propriedades antioxidantes dos
compostos fendlicos conjugados é significativamente maior em relacdo
aos compostos livres ou em sua forma solivel (LIU et al., 2017).
Buscando avaliar a disposicao destes compostos na matriz, diferentes
técnicas de hidrdlise de compostos fenodlicos tem sido empregadas
atualmente, assim como o uso de enzimas, digestdo por micro-ondas ou
ultrassom e de agentes &cidos e alcalinos (WANG et al., 2015; XU et al.,
2017).

Nesse aspecto foram conduzidas hidrolise acida e hidrdlise
alcalina nas amostras de geopropolis e os resultados nos mostram que ao
analisar os compostos fendlicos conjugados ap6s hidrélise acida, foi
possivel observar que sinapaldeido (presente anteriormente em: MMI,
MQI e MSS), rutina (presente anteriormente em: TAI), quercetina
(presente anteriormente em: TAl e MMS), acido sinapico (presente
anteriormente em: MMI e MQI) e é&cido rosmarinico (presente
anteriormente em: MMI, MQS e MQR) antes presentes, nao
permaneceram nas amostras de geoprépolis. A quantidade de &cido
adicionada para o preparo das amostras ocasionou a hidrolise de
compostos fendlicos mais sensiveis (XU et al., 2017). A amostra MMI
que apresentou 17 compostos fenolicos livres identificados, apds a
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hidrolise acida apresentou 11, diminuindo cerca de 35% dos compostos
identificados anteriormente (Figura 10).

Durante os procedimentos de hidrélise acida e alcalina, os
compostos fendlicos livres identificados primeiramente nas amostras
podem ter sido degradados, ou convertidos a compostos secundarios,
assim como os procedimentos de hidrolise podem ter liberado
compostos anteriormente conjugados. O composto 4-aminobenzoico
apos hidrolise acida foi liberado para as amostras MQR, MQF, MSI e
MSeS, assim como ap6ds a hidrélise alcalina, este composto foi liberado
paraas amostras MQR e MSeS. O 4cido cafeico ap6s hidrdlise &cida foi
degradado e ndo esteve presente nas amostras MMS, MQR e MSeS, e
apos hidrolise alcalina ndo foi detectado nas amostras MSS e TAl,
porém foi liberado na amostra MMI. O cinamaldeido quando sofre
oxidacdo se reduz a 4cido cindmico (SUN et al., 2018), razdo possivel
pela qual este composto foi identificado apds hidrolise acida nas
amostras MMS, MQS, MQF, MSI e MSeS, e apo6s hidrdlise alcalina nas
amostras MMS, MQS, MQF, MSI e MSeS. O é&cido galico é um
composto que ap6s hidrolise acida foi inativado possivelmente pela
temperatura utilizada no procedimento de hidrolise, as amostras MMS,
MMI, MQR, MSI e MSeS ndo apresentaram o composto apds a
hidrdlise, assim como ap6s o procedimento utilizando um Aélcali o
composto foi degradado nas amostras MQS, MSS, MSI, e TAI, o acido
galico é instavel a altas temperaturas, em presenca de oxigénio e luz
(DA ROSA et al., 2013), condigdes que podem ter afetado sua
estabilidade durante os procedimento de investigacdo de compostos
fendlicos conjugados.

O éacido rosmarinico que foi inicialmente identificado nas
amostras MMI, MQS e MQR se degradou ap6s ambos os procedimentos
de hidrolise. Apo6s a hidrdlise alcalina o acido siringico foi liberado na
amostra MSeS, e ao contrério ocorreu com 0 composto apigenina que
foi degradado apds hidrélise alcalina na amostra MSI. Para o fendlico
naringerina apds a hidrolise alcalina, foi liberado e fez parte da
composicdo das amostras MQS, MSS e TAl, assim como aconteceu com
0 composto taxifolina, que apds hidrélise alcalina foi liberado para as
amostras MMI, MQR e MSeS.
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Figura 9 - Numero de compostos fendlicos identificados em amostras de
geopropolis em diferentes preparos de amostra
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A hidrélise alcalina foi conduzida de maneira em que a adicdo do
EDT Ae &cido ascorbico no preparo das amostras tivesse como objetivo
a preservacdo dos compostos fenolicos que naturalmente tendem a se
oxidar. Diante disso, ao analisar os resultados dos compostos fenoélicos
identificados ap6s hidrélise alcalina, em pelo menos metade das
amostras, 0 numero de compostos identificados aumentou em relacdo
aos compostos fendlicos livres identificados primeiramente. E
importante destacar que a hidrolise alcalina quebra as ligacbes éster que
ligam os compostos fendlicos a parede celular dos polissacarideos,
liberando-os, ao contrario da hidrdlise &cida que geralmente deixa essas
ligacdes intactas. Kim et al. (2006) destacaram que a hidro6lise alcalina é
superior a hidrolise &cida para a liberacdo de acidos fenolicos
(ACOSTA-ESTRADA; GUTIERREZ-URIBE; SERNA-SALDIVAR,
2014).

Apobs hidrdlise alcalina, vanilina e o acido ferllico estiveram
presentes em todas as amostras analisadas, assim como a amostra MM
a apresentar a maior quantidade de compostos identificados totalizando
18, entretanto somente 7 compostos fendlicos foram identificados na
amostra MSS (Figura 10). Os polifendis rutina, escopoletina, acido
rosmarinico e &cido clorogénico ndo foram identificados nas amostras
apos hidrolise alcalina.

Os compostos com maiores frequéncias entre as analises foram
vanilina e acido ferdlico identificados apés hidrélise alcalina, além dos
citados também foi identificado acido galico ap6s analise dos fendlicos
livre e paraa hidrolise &cida, além dos compostos citados anteriormente
0 acido p-cumérico também foi frequentemente identificado entre as
amostras.

A vanilina é um produto utilizado principalmente em indUstrias
de alimentos e bebidas por seu aroma e sabor de baunilha e por sua
propriedade de preservacao, € um composto fendlico reconhecido como
seguro para o0 uso em diversos produtos e apresenta propriedades
biolégicas como o potencial antioxidante, anticarcinogénico,
antimutagénico e  antimicrobiano  (HUNDRE; KARTHIK;
ANANDHARAMAKRISHNAN, 2015; MONTES et al, 2017;
PRIEFERT; RABENHORST; STEINBUCHEL, 2001). Além disso,
pesquisa realizada em ratos por Srinivasan, Platel e Rao (2008) indicam
gue um consumo diario de vanilina produz um efeito redutor de
gorduras, principalmente da fracdo LDL, reduzindo o peso e diminuindo
0 acumulo de gordura no tecido adiposo.

O é&cido galico € um composto polifendlico frequentemente
empregado na industria farmacéutica por apresentar efeito antialérgico,
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anti-inflamatério e anticarcinogénico. Como composto bioativo, o acido
galico atua como antioxidante inibindo os efeitos adversos dos radicais
livres no organismo. Na indUstria de alimentos o acido galico é utilizado
na producao de sucos por ser um composto atéxico sendo entéo seguro e
ndo existindo um limite estabelecido de uso, além disso, a absor¢éo
desse composto no organismo humano ocorre de maneira mais efetiva
em relacdo a outros compostos fendlicos, e ainda seu gosto ligeiramente
adocicado agrada ao paladar (ARABI; GHAEDI; OSTOVAN, 2017
ROIDOUNG; DOLAN; SIDDIQ, 2016).

O é&cido ferulico é um &cido fendlico encontrado abundantemente
em frutas e vegetais, apresenta propriedade antioxidante benéfica ao
organismo humano. E um composto utilizado na tradicional medicina
chinesa, tem sido associado no tratamento de doengcas como o
Alzheimer, céncer, doencas cardiovasculares, diabetes e doengas
dermatologicas. O uso como aditivo em alimentos promove a
manutencdo da coloragdo natural de vegetais como ervilhas e em
alimentos de origem animal como em peixes prevenindo a foto-oxidacéo
da luteina e astaxantina (KARUNARATNE; ZHU, 2016; PALANI
SWAMY; GOVINDASWAMY, 2015; SONG et al., 2014).

Caracterizado por ser um composto fenolico natural o acido p-
cumarico é amplamente distribuido em produtos vegetais e esta presente
na alimentacdo diaria. O composto polifendlico é associado com a
reducdo do risco de cancer de estomago, reduz os niveis de colesterol,
previne doencas cardiovasculares, e ainda apresenta potencial
antimicrobiano (ROY; STANELY MAINZEN PRINCE, 2013). Em
pesquisa recente Xu e An (2016) estudaram o efeito inibidor da
acrilamida utilizando o &cido p-cumarico e encontraram resultados
satisfatdrios sendo capaz de inibir 66,2 % do composto toxico em
batatas fritas.

Os estudos realizados por Aradjo et al. (2016), Batista et al.
(2016), Cardozo et al. (2015) e Dutra et al. (2014) em geoprdpolis de
abelha sem ferrdo, também buscaram a identificacdo desses compostos
bioativos, com o0 objetivo de estabelecer um perfil de compostos
fendlicos nas amostras. Aradjo et al. (2016) ao analisarem geoprépolis
de duas espécies de abelha sem ferrdo, Melipona scutellaris e Melipona
fasciculata provenientes do estado de Tocantins, encontraram 9
compostos fenélicos, dentre eles kaempferol, morina e rutina. Batista et
al. (2016) ao analisarem geopropolis de Melipona fasciculata
identificaram a presenca de 5 acidos graxos, 3 &cidos organicos, 9
acucares, 6 alcoois, 5 triterpenos, 2 esteroides e apenas 3 compostos
fenolicos (acido protocatecuico, acido galico e acido elagico). Cardozo
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et al. (2015) estudaram os compostos presentes em geoprépolis das
abelhas T. angustula (Jatai), M. quadrifasciata (Mandacaia) e M.
marginata (Manduri) encontrando 12 compostos fenoélicos, e sugerindo
gue abelhas de uma mesma regido compartilhem resinas de uma mesma
fonte vegetal para a fabricacdo da geoprdpolis. Dutra et al. (2014) ao
analisarem geopropolis de Melipona fasciculata Smith, provenientes do
estado de Maranhd&o, encontraram 11 compostos fenélicos destacando o
produto como uma fonte rica de compostos bioativos com potencial
benéfico a salde.

Portanto, o estudo de compostos bioativos em fontes naturais é
extremamente importante principalmente na busca por novos compostos
que atuem em beneficio a salde humana. Compostos bioativos
identificados na matriz de geoprépolis sdo consequéncia da origem
botanica que as abelhas sem ferrdo visitam e transferem para sua
secrecdo enzimtica, material o qual faz parte da formulagdo da
geopropolis.

3.2 ANALISE DE ELEMENTOS MINERAIS MAJORITARIOS

Os minerais sdo compostos inorganicos que desempenham
funcGes bioldgicas fundamentais no organismo humano, e dependendo
de suas caracteristicas e concentracdo podem apresentar carater toxico
(GONGetal., 2012).

A composicdo mineral elevada é caracteristica da geopropolis,
uma vez que o solo é a principal matéria prima utilizada pelas abelhas
para a fabricacdo do produto. O conteddo mineral das amostras de
geoprdpolis analisadas esta disposto na Tabela 13.
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Tabela 13 - Contetido mineral das amostras de geoprépolis, mg kg? (média + desvio padrdo, n=3).

Recuperagéo

&6 MMS MMI MQS MQR MQF MOl MSS MsI MSeS TAI
w7pg 84 031010  023+005 033+016 014+004 032008 023+004 232+324 044+019 0534022  013+0,09
-y o T3113,00%  2165350% 1660061  O70563%  757102%  25018.75%¢ 1270153t  24011,67%  1653530% 655677
212632 900,62 178863 2076,47 1968,96 86,16 2162.54 984,14 6829.70 102,93
55 98 2824093 271008  227+014 281+010 120+029 301+021 250+133  240+011  208+044 009+ 001
u1cq 08 003+001 008+000 0374030 004+001  004+000 008+000 002+000 010£000  005+004 0,03+ 0,00
59Co 95 4274261 3703+306 609+220 589+116  126+011  39,75+139 220+157 4586+121 1836+2490 0,69+ 0,19
s2Cr 88 2380+455 5347+551 2631+4,92 1112118 343+052 5255+317 24604610 4889+135 3604+998 0,85+ 0,25
saCy 95 8,03+ 1,82 171‘(‘)'%21 9+021  1656+211  7,03+029 157724427 649+082 167,24+127 60,74+9145 644+ 161
oy . T500567%  B050441%  I856524%  2206520% 650024  T87I556%  I310803f  73840,00F  3572595%  131575%
3505,80 3318,06 1752.70 3199.41 529,23 2940.35 2712.16 447,77 2625.44 402,96
> p= 072945 1597265 162003% 957,09% 55502% 1076455 1451.45%  T199.12%  117909%  226851%
442,44 68.39 554,02 171,93 102,07 65,60 314,22 3575 51,45 236,42
Py o 829,49% 2061,49% 811541 483,78 201,275 127864 509,331 371,755 124758%  1103,40%
9 278,93 47.23 167,95 105,34 38.03 19,53 94.42 104,94 899,58 63.14
- 3364,05 % 339543% 330528+ 33L71E 331680+ 224480%  332256%
Na % 352 48231446 52,33 5287 oA83%1509  Tipag 58,80 87,028 1865,44 98,43
soNj 100 4314240 19254071  446+000 372+069  135+022 1875+024 259+079 2372+107 1021+1151 0,62+ 0,08
206pp 113 1620+394  826+035 1810+008 13244584 12024076 980+021 1480+351 11,11+085 17,08+452 101+ 0,69
T85e 95 1,74+032  243+011  155+028 128+023  099+019 214+012 138001 191£009 154+031 0,06+ 0,03
303.46% 3BT T05,85%
sty 99 30,82+7,82 a7 38764421 4610+603 12,87+246 o 26445510 31476%518 oo 5,06+ 1,92
667 98 2040+952  7674+422 2267+2,92 2224624 1802107 7453+069 1200+490 10223+360 4722447  4691+3,85

Fonte: préprio autor
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Os minerais essenciais presentes em geoprépolis assim como Cu,
Fe, K, Mg, Na, e Zn sdo responsaveis por funcdes bioquimicas no corpo
humano. O cobre é caracterizado por ser um mineral importante nos
mecanismos enziméaticos como cofator e na sintese de hemoglobina para
a oxigenacgdo sanguinea, porém em grandes quantidades apresenta-se
extremamente toxico, acarretando em desordens metabdlicas e danos ao
figado devido a sua acumulacdo (TEODOROet al., 2017). Golubkina et
al. (2016) determinaram diferentes minerais para propolis, entre eles o
cobre, variando de 0,64 + 0,07 mg kgla 2,70+ 0,27 mg kg1, resultados
semelhantes foram encontrados por Korn et al. (2013) variando de
0,64 +0,14mgkgta 1,12 +0,72mgkg?, valores inferiores ao minimo
de 6,44+ 1,61 mg kg* determinados para geopropolis de TAI.

O ferro no organismo humano é responsavel pela transferéncia de
oxigénio e elétrons enzimas, estando presente em hemoglobinas,
mioglobinas e citocromos. A deficiéncia de ferro é responsavel
principalmente por ocasionar anemia ferropriva afetando cerca de 20 %
da popula¢do mundial. Contudo, 0 excesso desse mineral pode ocasionar
problemas de salide, aumentando o risco de cancer, doencas cardiacas,
artrites, diabetes e problemas renais (HABEYCH etal., 2016; VERMA,;
TAPADIA; SONI, 2017). A determinacdo desse elemento nas amostras
de geopropolis apresentou-se distinta entre as espécies de abelhas. A
maior concentra¢do encontrada foi para a amostra MMI (82524,41 +
3318,06 mg kg1) sendo aproximadamente 62 vezes maior que 0 minimo
encontrado para a amostra TAI (1315,75 + 402,96 mg kg1). Valores
inferiores foram relatados para prépolis de Apis mellifera provenientes
da regido central da Argentina (maximo de 852,4 + 217,6 mg kg1), do
Chile (méaximo de 536,6 mg kg?) e provenientes do estado de Bahia,
Brasil (maximo de 206 +71 mg kgl) (CANTARELLI et al., 2011;
GONZALEZ-MARTIN et al., 2015; KORN et al., 2013). Por se o
quarto mineral mais abundante na crosta terrestre em peso (VERMA,;
TAPADIA; SONI, 2017) j& eraesperado uma composicdo elevada desse
mineral levando em consideracdo a natureza das amostras.

Potéssio € um eletrdlito essencial para a manutencdo da salde
pois atua no sistema nervoso, regula os batimentos cardiacos, também
como estd presente no metabolismo celular e principalmente reduz a
pressdo sanguinea. A organizacdo mundial da sadde sugere um consumo
de K de no minimo 3510 mg por dia para adultos (MUNOZ et al.,
2017). As amostras de geoprépolis variaram de 2268,51 + 236,42 mg
kgt a555,02+102,07 mg kgl em T Al e MQF respectivamente, valores
superiores ao maximo (990 + 99 mg kg1) encontrado por Golubkina et
al. (2016) em propolis proveniente da Moldavia também como ao
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maximo (1569,4 mg kg!) reportado por Gonzélez-Martin et al. (2015)
em prépolis proveniente da Espanha.

Caracterizado por ser o quinto mineral mais abundante no
organismo humano, 0 magnésio estd associado em muitas reacdes
bioguimicas. Estd presente no metabolismo de proteinas e acidos
nucleicos, na transmissdo neuromuscular, no crescimento de 0ssos, no
metabolismo energético, regulacdo da pressdo sanguinea, como cofator
de diversas enzimas e na contracdo do tecido muscular cardiaco.
Durante o periodo de 2003-2006 estimou-se que a 63 % de homens e
69% de mulheres norte-americanos apresentavam consumo insuficiente
desse mineral (OH; DEETH, 2017). Os valores encontrados para esse
mineral nas amostras de geoprépolis variaram de 401,27 + 38,03 mg kg-
1 em MQF a 2371,75 + 104,94 mg kg em MSI, valores superiores ao
determinado por Golubkina et al. (2016) em propolis de Apis mellifera
onde quantificou 0 méximo de 234 + 23 mg kgl em suas amostras.

Uma dieta rica em sodio pode ser prejudicial ao organismo
principalmente por favorecer o risco de hipertensdo. O consumo diério
de sddio recomendado é menor que 2 g, aproximadamente 5 g de sal de
cozinha convencional por dia (MUNOZ et al., 2017). A amostra MQF
apresentou a menor concentracdo de sédio, 34,83 + 15,09 mg kg,
enguanto que a amostra MQS apresentou a maior quantificacdo do
mineral, 3395,43 + 52,33 mg kgl. Bonvehie Bermejo (2013), relatam a
quantificagdo de Na em propolis variando de 93 a 211 mgkg?, Gong et
al. (2012) relatam Na em propolis variando entre 42,2 a 1708,4 mg kg1

O zinco é um mineral essencial ao organismo humano, 30 % do
seu total esta presente nos 0ssos, outros 60 % estdo presentes nos tecidos
musculares, ainda, apresenta-se ligado a mais de 900 proteinas no corpo
humano. Seu consumo sugerido é de 14 e 10 mg por dia para homens e
mulheres respectivamente, sendo que a deficiéncia desse mineral pode
acarretar em diarreia severa e atordoamentos (GREGORY etal., 2016).
As amostras de geopropolis de abelha sem ferrdo apresentaram
concentracdo baixa desse mineral, sendo a amostra MSI a apresentar o
maior contetido de 102,23 + 3,60 mg kg1 com uma média entre todas as
amostras de 44,48 mg kg. Bonvehi e Bermejo (2013) quantificaram
zinco em amostras de propolis, as quais variaram de 163 a 1364 mg kg1,
Gong et al. (2012) analisaram 32 amostras de prépolis da China e
relataram a média desse mineral de 160,8 mg kg, ambos os estudos
apresentam valores superiores de zinco.

A concentracdo de metais potencialmente toxicos principalmente
em alimentos é um fator que tem aumentado a preocupacdo da
populacdo mundialmente. Alguns minerais como arsénio, cadmio,
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chumbo e cromo mesmo em concentragbes minimas podem trazer
graves consequéncias ao organismo humano. A contaminagdo por
metais potencialmente toxicos em alimentos ocorre através de processos
industriais, uso de agroquimicos e através da poluicdo do meio ambiente
por dispersao através do solo, dgua e ar, e 0 consequente acumulo em
plantas e animais (CHEN et al., 2018a; CHENG et al., 2017).

O arsénio em sua forma inorganica é classificado como
carcinogénico, sua intoxicacdo pode causar cancer de bexiga, rim,
pulmdo e pele, além de causar graves problemas no sistema
cardiovascular, endocrino, gastrointestinal, geniturinario, hematoldgico,
neuroldgico e no sistema respiratorio. A dose letal para seres humanos é
de 70 a 200 mg ou 1 mg kgl de peso corporal por dia (CIFTCI;
HENDEN, 2016).

O arsénio é amplamente distribuido através da crosta terrestre, e
uma das potenciais fontes desse elemento € o solo, dessa maneira, 0
monitoramento em geoprdpolis torna-se imprescindivel. A amostras de
geoprdpolis apresentaram concentracdo media de As de 2,20 mg kg1,
sendo a amostra MQI a apresentar a maior concentracdo desse metal
pesado (3,01 £ 0,21 mg kg?) e a amostra TAI a apresentar a menor
concentracdo (0,09 + 0,01 mg kg1).

Bonvehi e Bermejo (2013) relatam a baixa quantificacdo em
amostras de propolis, variando de 0,075 a 0,115 mg kg, Gong et al.
(2012) ao analisar 32 amostras de propolis quantificaram arsénio em
apenas 2, com valores de 0,63+ 5,4e 0,92+ 2,7 mgkgl. Em amostras
de prépolis provenientes da Argentina, as concentragdes determinadas
para As variaram de 0,15+ 0,07a 0,27 £ 0,10 mg kg. Os estudos com
a propolis de abelha Apis melliferamostram a baixa concentracdo desse
mineral, fato caracteristico da matriz ndo apresentar solo em sua
composicao.

O acumulo de c&dmio no organismo humano acontece
principalmente no rim, e assim como o arsénio, é caracterizado por ser
um mineral carcinogénico, causando ainda problemas renais,
osteoporose e problemas cardiovasculares. O consumo toleravel desse
elemento é de 2,5 pg kg por peso corporal. Quando presente no solo
em grandes concentracBes causa mudangas estruturais, morfolégicas,
fisiologicas e bioquimicas em plantas, inibindo o crescimento e a
germinacdo, resultando em perdas (BOLAM et al., 2016; JEAN et al.,
2015).

A concentracdo de Cd determinado nas amostras de geoprépolis
variou de 0,02 a 0,37 mg kg! nas amostras MSS e MQS
respectivamente. Valores variando de 0,038 a 0,102 mg kg! foram
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encontrados em prépolis de diversas regides da Espanha (BONVEHI;
BERMEJO, 2013). Gongetal. (2012) encontraram valores variando de
0,24 a 1,19 mg kg1 em propolis de Apis mellifera, sendo estes superiores
aos determinados encontrados para geoprépolis.

O acimulo de chumbo no organismo humano pode causar
problemas renais, danos ao cérebro e de comportamento. O chumbo até
mesmo em concentracdes baixas em torno de 5 ppb é um elemento
toxico para todos os seres humanos, porém, é na infancia que o0s
problemas relacionados a intoxicagdo por chumbo sdo de extremo risco,
causando danos irreversiveis ao desenvolvimento cerebral e do sistema
imunologico (KAPLAN INCE et al., 2017). A concentracdo média desse
metal pesado nas amostras de geopropolis de abelha sem ferrdo foi de
12,25 mg kg1, sendo a amostraa TAl a apresentar 1,01 +£ 0,69 mg kg
em contrapartida, a amostra MQS foi a que apresentou a maior
concentragdo de 18,10 mg kg1. Bonvehie Bermejo (2013) e Golubkina
et al. (2016) encontraram uma concentracdo maxima de Pb para prdpolis
de 3,40 mg kg! e 3,18 mg kg, adicionalmente em trabalho realizado
por Gong et al. (2012) e por Gonzalez-Martin et al. (2015)
determinaram uma concentracdo muito superior aos relatados para
geopropolis, com o maximo de 55,37 mg kg! e 74 mg kg?
respectivamente.

O cromo pode interagir com DNA ou proteinas intoxicando o
organismo humano e estd associado a céncer e com doengas
degenerativas por induzir o estresse oxidativo (CHEN et al., 2018b). A
amostra MMI apresentou a maior concentragdo de Cr dentre as
analisadas, com concentracdo de 53,47 £5,51 mg kg1, a amostrade TAl
apresentou concentracdode Cr 62 vezes inferior a amostra anterior.

Uma vez que a matriz geoprépolis é produzida a partir
principalmente de matéria inorganica (solo) é possivel associar a
composicdo mineral de cada amostra com a regido de coleta do solo
pelas abelhas e assim dispor de geoprépolis com caracteristicas
regionais distintas passiveis de serem avaliadas e separadas
estatisticamente de acordo com suas semelhangas quimicas.

3.2.1 Analise quimiométrica aplicadaa composi¢do mineral em
amostras de geopropolis

A quimiometria ¢ uma ferramenta estatistica interdisciplinar
definida pela aplicacio de métodos estatisticos multivariados e
matematicos para a analise de um grande conjunto de informacGes
(CALVO; MAGGIO; KAUFMAN, 2018; SOUZA et al., 2011). O uso
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da quimiometria para identificacdo geografica de origem ja foi reportado
em diversos trabalhos em literatura (FAN; BETA, 2017,
KALAYCIOGLU et al, 2017; KALLITHRAKA; MAMALOS;
MAKRIS, 2007; LONGOBARDI et al., 2015; MELUCCI et al., 2016).

A andlise de componentes principais (principal component
analisys — PCA) é uma técnica frequentemente utilizada para o
reconhecimento de padres a partir das respostas dominantes seguida do
agrupamento das amostras de caracteristicas semelhantes. A PCA
converte dados em graficos para a representacdo visual das amostras
analisadas permitindo o reconhecimento da correlacdo entre as variaveis
estudadas também como a identificacdo de valores discrepantes entre
elas (BOGDANOVSKAet al., 2017; GOMEZ-CANELAetal., 2017).

A andlise de agrupamento hierarquico (Hierarchical cluster
analysis — HCA) é uma técnica que visa construir grupos hierarquicos
baseados nas similaridades das respostas obtidas em diferentes niveis de
detalhamento distribuidos em um dendograma (CALVO; MAGGIO;
KAUFMAN, 2018). Cada amostras representa um grupo em separado,
as quais se unem a medida em que a distancia de ligacdo aumenta,
resultando ao final na formagao de um grupo (NOVAK et al., 2017).

Os resultados da composicdo mineral para as amostras de
geopropolis foram submetidos a andlise de componentes principais e
demonstrados conforme Figura 11.
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Figura 10 - Andlise de componentes principais aplicada a composicdo mineral
em amostras de geoprépolis.
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Fonte: prdprio autor

A PCs1 e 2daandlise de componentes principais foram capazes
de explicar mais de 99 % da separacdo. As variaveis com maiores pesos
foram Fe e Al, onde ambas influenciaram positivamente a PC1. E
possivel observar a formag&o clara de um grupo com as amostras MSI,
MMI e MQI, caracterizadas por possuirem um valor elevado de Fe e Al.
As amostras MQS, MMS, MSS e MSeS formam um segundo grupo,
entretanto a amostra MSeS apresentou uma quantificacdo de Fe acima
das demais amostras, deslocando-se dentro do grafico. Ambos os grupos
observados apresentam em comum entre as amostras a regido geografica
como caracteristica principal, indicando que as diferentes espécies de
abelhas néo apresentam distincdo para a coleta de solo para a fabricacéo
da geoprépolis.

As amostras MQF e MQR (mesma espécie de abelha) foram
coletadas individualmente em duas regides distintas do estado de Santa
Catarina, diante disso, ndo foi observado a formacéo de agrupamento,
indicando mais uma vez que uma mesma espécie de abelha néo
apresenta preferéncia quanto ao tipo de solo coletado, porém vai ocorrer
variancia na composicao do produto a partir da regido de coleta do solo.

A amostra TAI foi a que apresentou o maior deslocamento
espacial dentre as analisadas. Essa amostra tinha como caracteristica em
sua composicdo a presenca elevada, em relacdo as demais, de resinas
vegetais. Fato comprovado pela menor quantificacdo de 11 minerais dos
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16 elementos analisados. Dentre todas as amostras analisadas a TAl
obteve a maior concentracdo de K, caracterizado por ser um mineral
importante para o desenvolvimento de plantas sendo acumulado em
células vegetais (BENLLOCH-GONZALEZ et al., 2016), justificando
entdo a maior concentracdo de resinas vegetais na amostra de
geopropolis TAL.

A andlise de componentes principais pode ser confirmada a partir
da anélise de agrupamento hierérquico (Figura 12). A HCA foi realizada
a fim de verificar o grau de semelhanca entre as amostras através do
método de Ward.

Figura 11 - Andlise de agrupamento hierarquico aplicado a composicdo mineral
em amostras de geopropolis.

— = @ ] 9] (%] 14

@ s <} I a = 17} <] g

= = = [ = = = = =
]

--------- i R

20 — —_— ————

40000

600004

Fonte: préprio autor

A HCA confirmou o demonstrado na PCA. No primeiro corte da
HCA, é possivel observar a formagdo de pelo menos 2 grupos com as
mesmas caracteristicas geograficas, com as amostras MSI, MM1 e MQI
e outro com as amostras MMS, MSS, MQS, onde no segundo corte a
amostra MSeS é entdo incluida nesse grupo. As amostras MQF e TAI
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formaram um grupo distante dos demais, por apresentarem grande
dissimilaridade com o restante das amostras.

3.3 AVALIACAO DOPOTENCIAL ANTIMICROBIANO

Tem sido descrito na literatura a agdo dos compostos fenolicos
contra bactérias (ALBANO et al., 2016; CETIN-KARACA; NEWMAN,
2015; MARTINS et al., 2015), diante disso, a avaliacdo do potencial
antibacteriano foi avaliada qualitativamente pelo método de difusdo em
agar utilizando a técnica de po¢os.

A amostra de MQS na concentracao de 200 mg mL-1 apresentou
halo ao redor do poco para a S. aureus, assim como, a amostra MQF
apresentou halo de inibicdo também para S. aureus nas concentragdes de
200 e 150 mg mL-1, conforme Figura 13.

Figura 12 - Placas com o extrato de geopropolis contendo os halos de inibicéo
para S. aureus em amostras de MQS e MQF.

Fonte: préprio autor

Staphylococcus aureus € uma bactéria gram positiva, patogénica,
que induz células a apoptose, e sua capacidade de adquirir resisténcia a
antibioticos é preocupante. Ainfeccdo por S. aureus pode causar desde
doencas de pele, gastroenterites, e nos casos mais graves a pneumonia e
a falha de 6rgdos (CHAMBERS; DELEO, 2009; ZHANG; HU; RAO,
2017).

Ambas as amostras sdo referentes a geoprépolis de abelha sem
ferrdo da espécie M. Quadrifasciata, porém provenientes de regides
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distintas. Caracteristicas locais, assim como a preferéncia das abelhas na
coleta das resinas vegetais podem ser atribuidas a atividade
antimicrobiana descrita. As amostras de geopropolis com potencial
antimicrobiano apresentam um perfil fenélico semelhante, 80 % dos
compostos fendlicos identificados em ambas as amostras sdo 0s
mesmaos, sendo eles: acido cafeico, acido ferulico, acido galico, acido p-
cumarico, aromadendrina, coniferaldeido, pinocembrina e vanilina. A
acdo sinérgica entre os diferentes compostos fendlicos e outros
compostos quimicos em uma amostra em relagdo ao potencial
antimicrobiano é relatada em literatura, assim sendo, a combinacao
desses polifendis presentes nas amostras de geopropolis MQF e MQS
pode ser atribuida ao potencial antibacteriano (DIMKIC et al., 2016).

Entretanto, € visto que ndo existe uma semelhanca entre amostras,
provenientes de um mesmo local de coleta. A amostra MQS que
apresentou formacéo de halo é proveniente da mesma regido que as
amostras de MMS, MSS e MSeS, sendo que estas ndo apresentaram o
mesmo comportamento na avaliagéo da atividade antimicrobiana.

Sousaet al. (2015) relatam uma atividade inibitéria para bactérias
da espécie Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, e Staphylococcus
aureus em concentracdo a partir de 25 mg mL1 e para cepas de
Salmonella typhimuriuma inibicdo ocorreu a partir da concentracgao de
50 mg mL1 em amostras de geopropolis de Melipona subnitida
provenientes do Rio Grande do Norte.

Foi atribuida acdo fungistatica em amostras de geopropolis
provenientes do estado de Maranhd&o, nordeste brasileiro, em abelha da
espécie M. fasciculata, umavez que sé preveniram o desenvolvimento
flngico por um determinado tempo (ARAUJO; BOSCO; SFORCIN,
2016).

Libério et al. (2011) ao avaliar a atividade antimicrobiana em
amostras de geopropolis de M. fasciculata, relatam a acéo bactericida
dos extratos de geopropolis contra cepa de S. mutans e C. albicans,
sendo que o extrato que apresentou maior concentracéo de flavonéides
também exerceu maior atividade antibacteriana.

Entre as dez amostras analisadas, as que obtiveram halo de
inibicdo do crescimento microbiano(MQS e MQF) foram aquelas que
apresentaram as maiores concentracdes de compostos fendlicos totais
destacados no primeiro capitulo desse trabalho.

Estudos publicados em literatura relacionando geoproépolis e
atividade antimicrobiana limitam-se a avaliacdo de apenas uma espécie
de abelha sem ferrdo (DA CUNHA et al., 2013; LIBERIO et al., 2011;
SANTOS et al., 2017; SOUSA et al., 2015), ndo sendo representativo
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para as demais espécies que produzem geopropolis com caracteristicas
individuais, fato demonstrado nesse estudo, onde apenas duas espécies
de abelha sem ferrdo analisadas obtiveram uma atividade
antimicrobiana.
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4 CONCLUSAO

A andlise do perfil de compostos fendlicos realizado por LC-ESI-
MS/MS possibilitou identificar 28 compostos nas amostras de
geopropolis de abelha sem ferrdo, sendo 18 ainda néo identificados até o
momento em literatura, indicando que 0s conhecimentos sobre a matriz
geoprdpolis estdo em desenvolvimento constante. As amostras
apresentaram caracteristicas individuais e distintas uma das outras,
indicando variacdo entre espécies e locais de coleta. A hidrdlise alcalina
proporcionou a identificacdo de maior nimero de compostos fenolicos
entre os preparos de amostra, sendo apropriada para estudos futuros.

A complexa composicdo mineral das amostras de geoprépolis,
caracteristica de um produto fabricado quase que exclusivamente por
solo revelou a presenca tanto de minerais essenciais como de metais
potencialmente toxicos, sendo caracterizados pela regido de coleta do
solo pelas abelhas, as quais apresentaram semelhanga conforme analise
dos dados por quimiometria.

A avaliacdo do potencial antimicrobiano das amostras de
geopropolis evidenciou que as abelhas o produzem com caracteristicas
individuais, pois somente uma espécie de abelha de duas regides
distintas apresentou potencial antimicrobiano frente a cepas de
Staphylococcus aureus, mesmo que pouco expressivo.

Portanto para a avaliagdo da composicdo quimica fendlica e
composi¢cdo mineral e antimicrobiana de amostras de geopropolis devem
ser levadas em consideragdo as caracteristicas regionais incluindo clima,
flora e espécie de abelha produtora, considerando fatores os quais
refletem em sua composicéo quimica final.
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CONSIDERACOES FINAIS

As anélises realizadas nas diferentes amostras de geoprépolis
incluindo diferentes espécies de abelha sem ferrdo alocadas em
meliponarios do estado de Santa Catarina nos revelaram uma complexa
composicdo quimica, distintas e individuais uma das outras com
particularidades para cada amostra. Com o estudo do perfil de
compostos fendlicos, foi observado que a geoprépolis € uma potencial
fonte de compostos bioativos com importante atividade antioxidante é
pouco explorada, visto os poucos estudos relacionados a matriz. O
potencial antimicrobiano embora pouco expressivo para as amostras
avaliadas pode estar associado a presenca de compostos fendlicos que
atuam em sinergismo com outros constituintes da matriz.,.

O entendimento sobre as caracteristicas da matriz geoprépolis
pode ser de interesse para a formulacdo de produtos com funcdes
conservantes e também na cosmetologia podendo impulsionar a
agricultura familiar e sustentavel, além de contribuir para a manutengéo
de espécies de insetos potencialmente polinizadores .

Assim sendo, o estudo proposto contribuiu com informacGes
pertinentes a respeito da geopropolis de abelha sem ferrdo de
meliponéarios do estado de Santa Catarina, e almeja ser utilizado como
base para futuras pesquisas e formulacédo de novos produtos.
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APENDICE A — Compostos polifendlicos identificados em Geopropolis

Autor

Origem da geopropolis

Periodico

Compostos Identificados

Técnica utilizada

Cardozoet al.

(2015)

Prudentépolis (PR)

Revista Virtual de Quimica

Vanilina

Acido p-cumaérico
3-hidroxi-4-metoxi-cinamaldeido
Acido cafeico

Canferol
Canferida

Di-hidrocanferida
Acidos E/Z comdnico
Acido agatalico
Acido cupréssico
Acido isocupréssico
Acido 15-acetoxi-isocupréssico

UPLC-MS

Dutraet al.
(2014)

Fernando Falcéo, Alto
Mearime Grajau (MA)

Journal of Agricultural and

Food Chemistry

Gallic acid

HHDP-galloyIglucose
HHDP-glucose
Di-HHDP-glucose
Trigalloy | glucose
HHDP-digalloy Iglucose isomer
Valoneic acid dilactone
Trisgalloy I-HHDP-glucose isomer
Di-HHDP-galloy Iglucose
Trigalloyl-HHDP-glucose

Ellagic acid

HPLC-DAD-ESI-
MS/MS

Silva et al.
(2014)

Paraiba

Sociobiology

6-O-p-coumaroyl-D-galactopyranose
6-O-cinnamoy I-1-O-p-coumaroyl-p-D-
glucopyranose

7-O-methy I naringenin

7-O-methy | aromadendrin

7,4’-di-O-methy | aromadendrin
4’-0-methy | kaempferol
3-O-methy | quercetin

5-O-methy | aromadendrin

5-0-methy | kaempferol

HPLC

Aradjoet al.
(2016)

Novo Acordo e Santa
Maria (TO)

Acta Amazonica

Ellagic acid
Gallic acid
Catechin

Gallocatechin

Hesperidin
Kaempferol
Morin
Rutin

HPLC




Araujoet al.
(2015)

Palmeirandia (M A)

Carbohydrates and their derivatives
Hexoses
Disaccharides
Glucuronicacid
Pentoses
Triterpenes
Lupeol
Beta-amyrin
Triterpenic ketone
Alpha-amyrine
Beta-amyrenone
Alpha-amyrenone
Anacardic acid
Heptedeceny | salicy lic acid isomer
Nonadeceny | salicy licacid isomer
Nonadeceny | salicy lic acid
Heptedeceny | salicy lic acid
Pentadecy | salicy lic acid
Alky Iresorcinols
Heptadecy Iresorcinol
Nonadeceny Iresorcinol
Heptadeceny Iresorcinol
Pentadecy Iresorcinol
Nonadeceny Iresorcinol
Heptedecadieny Iresorcinol
Sugar alcohols
Xylitol
Glucitol
Sugar alcohol
Others
Inositol
Glycerol
M ethylmalonic acid

Journal of Molecular
Pathophysiology

GC-MS

Batistaet al.
(2016)

Palmeirandia e Fernando
Falcdo (MA)

Fatty acids: Palmitic
Stearic
Linoleic
Melissic

Octenoic
Organic acids: Glycolic
Gluconic
Quinic
Sugars: Glucose
Fructose
Mannose
Arabinose

Acta Amazonica

GC-MS
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Galactose
Fucose
Sorbose
Xylose
Ribose
Aucubin
Alcohols: Erythritol
Acrabitol
Sorbitol
Glycerol
Xylitol
Inositol
Phenolic acids: Protocatechuic
Gallic
Ellagic
Triterpenes: Urs-12-en-24-oic acid, 3-0xo
B-Amyrin
Cycloursane
Cycloartenol
Steroids: Lanosterol
Lanosterol acetate

Fonte: desenvolvido pelo autor
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APENDICE B — MRM dos compostos fenélicos identificados na matriz geoprépolis
em analise por LC-ESI MS/MS.

fon precursor fonde Tempo de

Composto (mfz) identificacdo (M/z)  retencéo
Q1 (Da) Q3 (Da) (min)
Acido galico 168.836 124,1 3,98
Acido protocatecuico 153.019 109 6,95
Acido clorogénico 352.863 187,8 9,19
Acido caféico 178.834 131,3 9,45
Acido vanilico 166.831 148,5 9,65
Acido sirinico 196,939 121,1 9,87
Vanilina 150.892 132,8 10,42
Acido p-cumarico 163.040 119 10,46
4- aminobenzéico 135,85 90,5 10,47
Taxifolina 302.815 120,7 10,7
Rutina 609.147 301 10,72
Acido ferulico 192.856 129,7 10,73
Siringaldeido 180.873 163,1 10,76
Acido rosmarinico 358.995 159,8 10,83
Quercetina 301.010 149,3 10,84
Acido sinapico 222.885 161,6 10,87
Acido salicilico 136,9 91,1 10,99
Escopoletina 190.727 172,8 10,99
Aromadendrina 286.824 123,9 11,29
Coniferaldeido 176.865 160,3 11,31
Sinapaldeido 206.901 174,4 11,39
Acido cindmico 146.886 100,7 11,8
Eriodictiol 286.823 132,1 11,85
Naringerina 270.847 150,2 12,37
Apigenina 268.794 114,8 12,62
Hispidulina 298.825 282,7 12,72
Galangina 268.811 59.900 13,44

Pinocembrina 254.954 60,7 13,59
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APENDICE C - Curvas de calibragdo para compostos fenélicos
totais e atividade antioxidante total.

Curva Padrao - Polifendis Totais
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